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80-ЛЕТНИЙ ОПЫТ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКОЙ РАБОТЫ 

РОСТОВСКОГО-НА-ДОНУ ПРОТИВОЧУМНОГО ИНСТИТУТА 

ПО ПРОБЛЕМЕ «ХОЛЕРА» 
 

 

С.В. Титова, Е.И. Марковская, В.В. Кучин, И.А. Щипелева,  

Е.А. Меньшикова, О.В. Дуванова, Н.Е. Гаевская, Н.А. Селянская,  

Р.В. Писанов, О.С. Чемисова 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону 

 

Ростовский-на-Дону противочумный институт был организован в  

1934 г. по решению Совета Труда и Обороны (Приказ НКЗ РСФСР № 152 от 

14.04.1934 г.). 

Впервые с холерой сотрудники института столкнулись в Поволжье в 

годы Великой Отечественной войны в 1942 г.  

В 1943 г. в институте был организован отдел холеры под руководством 

д.м.н., профессора М.С. Дрожевкиной, курировала работу отдела д.м.н., 

профессор, академик З.В. Ермольева.  

В конце 50-х годов под руководством д.м.н., профессора А.Г. 

Никонова осуществлялись исследования по патогенезу холеры, 

экспериментальному моделированию холерной инфекции и изучению 

вирулентности возбудителя. Успешному внедрению модели кроликов-

сосунков в практику исследований по холере способствовали работы к.м.н. 

А.Е. Либинзон.  

Для лечения и профилактики холеры был создан и испытан на 

вспышках в стране и за рубежом препарат холерного бактериофага. Под 

руководством д.м.н., профессора А.Г. Сомовой начались исследования по 

антибиотикотерапии, явлению лизогении, вибриоциногении, холерным 

фагам. 

Исследования к.м.н. Р.М. Саямова, в соответствии с материалами 

зарубежных исследователей, стали основанием для признания ВОЗ 

вибрионов Эль Тор, наряду с классическим биоваром – возбудителем 

холеры.  

В 1964 г. была организована лаборатория генетики бактериофагов. 

Д.м.н., профессором М.С. Дрожевкиной и к.м.н. Ю.И. Арутюновым, 

совместно с коллегами из института «Микроб», разработана методика 

фаготипирования холерных вибрионов, признанная ВОЗ в 1985 году.  

С 1964 г. по 1973 г. под руководством д.м.н., д.б.н., профессора, 

академика И.В. Домарадского в лаборатории экспериментальной 

иммунологии и бактериохимии проходили фундаментальные исследования 

по биохимии и генетике ООИ. Вопросы таксономии и методы 

дифференциации вибрионов были освещены в монографии «Холера. 
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Этиология».  

С начала 7-ой седьмой пандемии холеры, в институте приоритетное 

значение приобрели исследования по холере. В этот период реализуется идея 

формирования специализированной противоэпидемической бригады 

(СПЭБ), которая уже в 1965 году прошла апробацию во время вспышки 

холеры в Узбекистане (Нукус). Под руководством д.м.н., профессора  

Г.М. Мединского разрабатывались основы организации мероприятий по 

ликвидации очагов ООИ. С участием Ростовских СПЭБов были 

ликвидированы вспышки холеры в Веселовском районе, городах Азов, 

Таганрог, Астрахань, Одесса, Керчь, Новороссийск, Бердянск, Донецк, 

Мариуполь, Вилково, Нахичеванской республике, Дагестане. Сотрудники 

института принимали активное участие в ликвидации вспышек холеры в 

Китае, Монголии, Пакистане, Афганистане, Вьетнаме и Сомали.  

В 1967 г. под руководством к.м.н. И.С. Малолеткова организована 

первая в стране лаборатория санитарной охраны территории. Задачами 

лаборатории были и остаются вопросы санитарной охраны территории 

страны от заноса и распространения карантинных и других опасных 

инфекций с учетом изменяющихся ситуаций в стране и в мире.  

Указом Президиума Верховного Совета СССР в 1984 г. за заслуги в 

организации борьбы с особо опасными инфекционными заболеваниями 

Ростовский-на-Дону противочумный институт награжден орденом 

Трудового Красного Знамени.  

С 1971 года приказом Министра здравоохранения создана проблемная 

комиссия «Холера». На институт возложены функции головного по 

проблеме «Холера» в стране с целью координации научных исследований в 

плане изыскания эффективных средств и методов диагностики, лечения, 

специфической и неспецифической профилактики, а так же разработки мер 

по обеспечению эпиднадзора. 

В 1975 году сотрудниками нашего института М.С. Дрожевкиной и  

А.Г. Сомовой с соавторами была предложена схема лабораторной 

диагностики холеры в монографии «Микробиология и лабораторная 

диагностика холеры». 

Сотрудниками института были разработаны методические подходы по 

выделению холерных вибрионов из внешней среды (н.с. К.Г. Бичуль, к.м.н. 

И.С. Шестиалтынова, к.м.н. Б.Л. Мазрухо). 

В 70-80 гг. впервые в стране были проведены исследования по 

галофильным вибрионам, что имело важное значение для правильной 

идентификации ОКЗ с невыясненной этиологией усовершенствован способ 

серотипирования NAG – вибрионов. 

В 1981 г. обширные исследования по выявлению механизмов и 

диапазона изменчивости холерных вибрионов были представлены в 

монографии «Механизм и диапазон изменчивости холерных вибрионов».  

Под руководством А.Г. Сомовой была создана в 1976 году лаборатория 
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экологии вибрионов. С 1985 г. отделом холеры и лабораторией экологии 

вибрионов руководил д.м.н., профессор, Заслуженный деятель науки РФ  

Ю.М. Ломов. В лаборатории изучались вопросы распространения холерных 

вибрионов, их сохранения в природе и диапазона изменчивости.  

Ю.М. Ломовым выделены из водоемов, исследованы и получены 

экспериментально L-формы холерного вибриона, что свидетельствовало о 

возможности сохранения возбудителя в такой форме в межэпидемический 

период.  

Д.м.н., профессором, академиком О.В. Барояном совместно с д.м.н., 

профессором Г.М. Мединским показана возможность переживания 

холерных вибрионов в естественном водоеме на юге России более года, в 

условиях, исключающих повторную контаминацию. В связи с чем было 

сделано важное заключение о том, что не только человек, а и вода открытых 

водоемов может являться источником инфекции.  

С 1972 г. внедрен радиоизотопный метод определения 

чувствительности холерного вибриона к антибиотикам.  

Начатые в институте еще в 50-е годы разработки по моделированию 

экспериментальной холеры получили развитие в исследованиях по проблеме 

патогенеза инфекций и эффективности средств патогенетической терапии 

холеры (к.м.н. В.П. Авроров). Разработан, апробирован и внедрен в практику 

отечественный препарат для оральной регидратационной терапии холеры. 

На юбилейном симпозиуме ВОЗ в 1994 г. было подчеркнуто, что разработка 

оральной регидратационной терапии является самым крупным достижением 

медицины ХХ столетия, а в изданиях ВОЗ широко рекламировался наш 

отечественный «Глюкосолан». 

В 70-80 гг. в институте начаты работы по разработке диагностических 

препаратов для серодиагностики ООИ на основе полимерных носителей 

(к.х.н. А.Н. Наркевич).  

С 1986 г. по 1988 г. под руководством директора института д.м.н., 

профессора А.С. Новохатского была внедрена в практику гибридомная 

технология, сформирована коллекция перевиваемых клеточных линий, 

получены гибридомы, продуцирующие моноклональные антитела к 

возбудителям особо опасных заболеваний. Исследования в этом 

направлении продолжены под руководством д.б.н., профессора  

Л.П. Алексеевой. В 2014 году подготовлены к внедрению в практическое 

здравоохранение агглютинирующие и флюоресцирующие МКА для 

детекции холерных вибрионов в реакции слайд-агглютинации и прямой 

иммунофлуоресценции. 

Музей живых культур института организован вскоре после открытия 

института в 1934 г. Основное направление работы музея – 

коллекционирование штаммов возбудителей особо опасных инфекций и 

близкородственных микроорганизмов, характеристика микроорганизмов по 

фенотипическим и генотипическим свойствам, их лиофилизация.  
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В целях развития исследований по проблеме «Холера и патогенные для 

человека вибрионы» в Ростовском НИПЧИ приказом МЗ СССР № 398 от 

06.07.1989 г. создан Всесоюзный Центр по патогенным для человека 

вибрионам с коллекцией культур, который и в настоящее время 

функционирует на базе музея живых культур.  

В лаборатории биохимии микробов под руководством д.м.н., 

профессора, Заслуженного деятеля науки РФ Б.Н. Мишанькина были 

изучены вопросы таксономии, метаболизма, разработаны методические 

подходы по энзимо-индикации и дифференциации холерных вибрионов, 

получены важные в теоретическом и практическом отношении результаты 

изучения биохимических основ антибиотикорезистентности и особенностей 

экспрессии генетической информации. 

В лаборатории бактериофагов разработаны способы сохранения 

умеренных холерных фагов (лиофилизация, криоконсервация). Д.м.н.  

Т.А. Кудряковой установлены особенности лизогении холерных вибрионов 

О1 и не О1 серогрупп, светящихся и галофильных вибрионов.  

В отделе эпидемиологии под руководством д.м.н., профессора  

Э.А. Москвитиной в 80-90-х годах разработан новый принцип районирования 

территории страны по типу эпидемиологических проявлений холеры на 

основе анализа эпидситуаций за весь период 7-й пандемии, что позволило 

дифференцировать объем и характер противоэпидемических мероприятий, 

способствовало более рациональному использованию сил и средств и 

снижению экономических затрат при осуществлении эпиднадзора за холерой. 

С целью прогнозирования эпидситуации по холере изучались вопросы 

распространения холерных вибрионов, их сохранения в природе. Многолетние 

наблюдения за вибриофлорой рек суммированы в «Кадастре распространения 

холерных вибрионов в различных водоемах на территории СССР».  

Под руководством к.м.н. В.С. Каграманова с помощью радиоизотопов 

были изучены механизмы взаимодействия бактериофагов холерных 

вибрионов с клетками хозяина, исследована ферментативная деятельность 

микробной клетки.  

С начала 90-х годов под руководством д.м.н., профессора  

Э.А. Бардахчьяна в институте развивается направление исследований 

патогистологии и патоморфологии при холере.  

В начале 90-х годов под руководством д.м.н., профессора И.В. Рыжко 

проводится оценка эффективности средств этиотропной терапии холеры и 

обоснование схем их применения, препятствующих возникновению и 

распространению антибиотикорезистентных форм возбудителя.  

В нашем институте разработан перспективный лечебный препарат – 

пробиотик «Лактоацид-Р», который может быть предложен как 

дополнительное лечебно-профилактическое средство при холере на фоне 

традиционной антибактериальной терапии (к.м.н. В.Д. Кругликов).  

В 1990-х – 2000-х годах д.м.н. Л.С. Подосинниковой обобщены 
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материалы по оценке эпидемической значимости штаммов, несущих ctx-ген, 

предложена формула эпидемического варианта холерных вибрионов; к.м.н. 

В.В. Лобанов выделил холерный токсин из штаммов вибрионов El Tor; к.м.н. 

Л.М. Смоликова с соавторами создали единую схему выделения и 

идентификации патогенных для человека вибрионов; к.м.н. А.Б. Мазрухо 

был получен и изучен холерный токсин О139 варианта холерных вибрионов; 

к.м.н. Б.П. Голубев и к.м.н. С.В. Титова показали в экспериментах 

невозможность укоренения холерных вибрионов в поверхностных водоемах 

средних широт, хотя нельзя исключить возможность кратковременного 

переживания V. cholerae, в том числе за счет формирования биопленок. 

С 2000 г. сотрудники института занимались изучением: 

некультивируемых форм холерных вибрионов, гемолитической активности 

холерных вибрионов, экспрессии биологических и инвазивных свойств 

возбудителя холеры различных серогрупп и токсигенности на биомоделях, 

холерных вибрионов методом VNTR и tcp типирования. Усовершенствован 

метод серологической идентификации холерных вибрионов не O1/не O139 

серогрупп; внедрены в практику диагностические препараты для 

идентификации О139 варианта; создан набор сухих диагностических 

моноспецифических сывороток, предназначенных для серологической 

идентификации холерных вибрионов не O1/не O139 серогрупп в слайд-

агглютинации. Проводятся исследования в области молекулярной биологии, 

биохимии органических соединений, с активным внедрением в практику 

биоинформационного анализа, позволяющего предопределить дальнейший 

вектор биохимических исследований. Изучена и охарактеризована N-ацетил-

β-D-глюкозаминидаза у холерных вибрионов. 

Продолжаются исследования ферментов холерных вибрионов: 

хитиназы, алкилсульфатазы, ферментов, участвующих в нитрификации и 

денитрификации. Определена роль и участие бактериальных ферментов в 

патогенезе и персистенции холерного вибриона.  

В 1990 г. была создана лаборатория генетики холеры, которую 

возглавил к.х.н. В.П. Власов. Д.б.н. Е.В. Монахова занималась разработкой 

молекулярных ДНК-зондов для типирования холерных вибрионов. 

Разработан видоспецифичный зонд на основе рекомбинантной плазмиды. На 

сегодняшний день в нашем институте продолжается поиск, клонирование и 

изучение новых факторов патогенности холерных вибрионов и их 

регуляторных механизмов. Широко используется метод полногеномного 

секвенирования и биоинформационного анализа ДНК.  

Отдел питательных сред постоянно занимается усовершенствованием 

рецептуры питательных сред для культивирования и выделения холерного 

вибриона.  

С момента основания в институте ведется работа по подготовке кадров в 

области ООИ для санитарно-эпидемиологической  службы страны. На курсах и 

семинарах подготовлено около 8 тысяч специалистов. 
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В соответствии с приказом Роспотребнадзора № 88 от 17.03.2008 г. на 

базе Ростовского-на-Дону научно-исследовательского противочумного 

института действует Референс-центр по мониторингу холеры. 

Только за последние 40 лет сотрудниками института выполнено около 

250 НИР по проблеме «Холера». Результаты научных исследований, 

накопленные ценные материалы и опыт работы, полученный в процессе 

ликвидации вспышек холеры, нашли отражение в многочисленных 

нормативно-методических документах федерального уровня по организации 

и проведению противохолерных мероприятий; была разработана и 

апробирована эффективная система профилактических и 

противоэпидемических мероприятий. По проблеме «Холера» специалистами 

института получено более 100 авторских свидетельств, патентов и 

свидетельств на регистрацию баз данных, изданы монографии и сборники 

трудов, опубликовано огромное количество научных работ в ведущих 

журналах, в том числе за рубежом, защищен целый ряд кандидатских и 

докторских диссертаций. 

 

*** 
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ЭПИДЕМИОЛОГИЯ ХОЛЕРЫ И ПРОГНОЗ ПО РЕГИОНАМ 

 

 

ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕГО СОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ 

ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКОГО НАДЗОРА ЗА ХОЛЕРОЙ НА 

ТЕРРИТОРИИ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

 

 

Э.А. Москвитина, С.В. Титова, О.Л. Адаменко, В.Д. Кругликов 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону 

 

 

Холера - древняя болезнь, обусловившая семь пандемий и 

продолжающая вызывать эпидемии и крупные вспышки на различных 

континентах, несмотря на непрекращающиеся усилия ограничить ее 

распространение. Продолжает существовать опасность расширения 

социально-экологической глобальной системы эпидемического процесса 

за счет функционирования континентальных и региональных 

соцэкосистем. При этом эпидемиологическому надзору за холерой, как 

одному из действенных мероприятий, направленных на предупреждение 

возникновения осложнений эпидемиологической обстановки, нет 

альтернативы.  

В основу принципов существующей системы эпидемиологического 

надзора за инфекционными болезнями, в том числе холерой, положены  

теоретические основы эпидемиологии - учение об эпидемическом 

процессе Л.В. Громашевского (1941 г.), социально-экологическая теория 

эпидемического процесса Б.Л. Черкасского (1985 г.), теория и  практика 

отечественных и зарубежных исследователей, заложивших основы и 

методологический фундамент системы (Беляков В.Д.;Черкасский Б.Л.; 

Мединский Г.М., Адамов А.К.; Наркевич М.И., Онищенко Г.Г., Ломов 

Ю.М., Москвитина Э.А., Подосинникова Л.С., Воронежская Л.Г., 

Марамович А.С., Кологоров А.И., Грижебовский Г.М., Савельев В.Н., 

Огнева Н.С., Безсмертный В.Е., Иванова С.М.  и другие).  

До становления целостной системы  элементы эпидемиологического 

надзора за холерой (обследование  больных острыми кишечными 

инфекциями, исследование проб из объектов окружающей среды, 

лабораторное обеспечение надзора  с учетом изучения фенотипических 

свойств выделяемых штаммов холерных вибрионов) были заложены в 

нормативные и  методические документы (1971, 1975, 1983 гг.). 

Выявление особенностей эпидемического процесса при холере во 

взаимосвязи с различными по характеру чрезвычайными ситуациями, 
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способствующими активизации эпидемических проявлений; разработка и  

внедрение современных  молекулярно-генетических, иммунологических и 

других методов лабораторной диагностики холеры, новых принципов 

организации работы лабораторий различных территориальных уровней, 

другие теоретические и научно-практические разработки в этом 

направлении, выполняемые специалистами научно-исследовательских 

противочумных институтов, противочумного центра и противочумных 

станций Роспотребнадзора во взаимодействии с другими учреждениями 

науки страны, органами и учреждениями Роспотребнадзора и 

Министерства здравоохранения России, способствовали становлению и 

развитию научно-обоснованной системы эпидемиологического надзора за 

холерой.  

В современный период эпидемиологический надзор за холерой  как 

один из компонентов общей системы целенаправленного управления 

эпидемическим процессом составляет основу противохолерных 

мероприятий. Совершенствование системы эпидемиологического надзора 

и профилактики холеры в Российской Федерации является одним из 

приоритетных направлений реализации государственной политики 

Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и 

благополучия человека, ее органов и учреждений в области обеспечения 

безопасности и санитарно-эпидемиологического благополучия населения.   

Это определяется,прежде всего, существованием на глобальном и 

региональных уровнях потенциальных рисков и угроз  возникновения 

чрезвычайных ситуаций различного характера, проявляющихся в виде 

спорадических случаев, вспышек, интенсивных и масштабных эпидемий  

холеры. 

Информационное обеспечение при эпидемиологическом надзоре за 

холерой на территории страны осуществляется с учетом федерального 

законодательства, федеральных административных законодательных 

актов и совершенствуется с учетом организационной (порядок подчинения 

и взаимодействия в субъектах и их муниципальных образованиях) и 

функциональной (способы взаимодействия) структуры системы 

эпидемиологического надзора. 

В ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, Референс-центре по мониторингу холеры, с 

использованием проблемно-ориентированной базы данных «Холера Эль-

Тор. Эпидемиологический анализ заболеваемости в мире» (ретроспектива 

- с 1961г.) осуществляется мониторинг динамики заболеваемости холерой  

по 171 стране мира. Оценка динамики заболеваемости свидетельствует о 

продолжающемся пандемическом  распространении инфекции по 

континентам и странам мира (Ломов Ю.М. и др., 2010; Москвитина Э.А. и 

др., 2011,2012,2013, 2014).  

Необходимо отметить, что для решения задач эпидемиологического 
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надзора и обеспечения его эффективности в 1990 году  М.М. Наркевичем, 

Г.Г. Онищенко, Ю.М. Ломовым, Э.А. Москвитиной, Л.С. Подосинниковой 

впервые были  разработаны методические подходы и проведено 

районирование субъектов (область, край, Республика)  в составе 

республик СССР, в том числе 89 субъектов Российской Федерации, с 

отнесением их к различным по типам эпидемических проявлений холеры 

и  регламентацией  дифференцированной тактики проводимых 

профилактических мер. Дальнейшая реализация задач по рационализации 

надзора в этом направлении была сконцентрирована на использовании и 

совершенствовании информационного фонда информативных, 

эпидемически значимых показателей и данных, используемых при 

районирования административных территорий по типам эпидемических 

проявлений и совершенствования тактики проводимых противохолерных 

мероприятий (СП 3.1.1. 086-02; СП 3.1.1.2521-09). Этот фонд информации 

- вероятностные и приоритетные количественные показатели, 

необходимые и достаточные для оценки эпидемиологической ситуации и 

рисков: возможности завоза холеры различными видами международного 

транспорта; наличия условий для контаминации холерными вибрионами 

поверхностных водоемов, являющихся источниками водоснабжения и 

водопользования; определения степени потенциальной опасности 

реализации ведущего при холере - водного пути передачи возбудителя.  

Основные принципы дальнейшего совершенствования 

эпидемиологического надзора в этом направлении в современный период 

заложены в научно-исследовательской работе «Совершенствование 

системы эпидемиологического  надзора за холерой в Российской 

Федерации» (2014-2017 гг.), реализация цели и задач которой 

предусматривают исследование, изучение, характеристики 

взаимодействующих, взаимообусловленных составляющих системы. 

При этом заложена методология исследования структур основных 

данных, используемых в системе эпидемиологического надзора при 

районировании субъектов Российской Федерации по типам 

эпидемических проявлений как подсистемы надзора. Предусмотрено 

определение эпидпотенциала административных территорий (в основном I 

и II типа, а также выборочно III типа, подтипа А) по комплексу 

эпидемиологических показателей и данных во взаимосвязи с данными 

социально-гигиенического мониторинга  водных объектов I и II категорий 

для определения и оценки рисков здоровью населения. Исследования 

ориентированы на выработку обоснований к оптимизации районирования 

административных территорий Российской Федерации по типам 

эпидемических проявлений холеры с определением соответствующей 

тактики надзора.  При планировании исследований тех или иных  

структур, основных составляющих эпидемиологического надзора, мы 

исходили из следующих ключевых вопросов: наличие теоретической 
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основы, методологических подходов, выявленных закономерностей при 

выполнении научных и прикладных исследований, полученных 

результатов. 

Начало седьмой пандемии холеры в России, все последующие 

вспышки и выявленные единичные и спорадические случаи были связаны, 

в основном, с завозами инфекции прибывшими из-за рубежа и 

распространением холеры с формированием местных очагов. В 

современный период наличие более 300 международных пунктов 

пропуска через государственную границу Российской Федерации, 

различные виды и объемы миграции населения определяют 

существование реальной  угрозы  завоза холеры всеми видами 

международного транспорта.  

Эпидемиологический надзор за холерой начинается в пунктах 

пропуска через государственную границу Российской Федерации. Это 

предусматривает накопление сведений о наличии международных портов 

в субъектах Российской Федерации (воздушных, морских и речных, 

железнодорожных и автомобильных станций и переходов) с определением 

показателей, характеризующих интенсивность международной миграции.  

Представляет научный и прикладной интерес  исследование структуры 

миграции  и возможных миграционных потоков населения в плане 

формирования социальных групп риска и  определения наиболее 

вероятных направлений завоза инфекции из стран ближнего и дальнего 

зарубежья в различные по типам эпидемических проявлений холеры 

субъекты. 

Предусмотрено исследование структуры подлежащих обследованию 

на холеру контингентов населения с учетом регламентированных в стране 

правовых и нормативных документов, ММСП (2005 г.), а также 

эпидпоказаний. 

Исследование на холеру проб из водных объектов I и II категорий, в 

свою очередь как структурных элементов окружающей человека среды, в 

соответствии с социально-гигиеническим мониторингом, являются 

базисом для выявления причинно-следственных связей между состоянием 

здоровья населения, в частности, заболеваемостью холерой, другими 

острыми кишечными инфекциями (ОКИ) и средой обитания человека, 

планирования и проведения профилактических и противоэпидемических 

мероприятий.    Предусмотрено использование данных об интенсивности 

выделения холерных вибрионов с учетом стационарных и других точек 

отбора проб, эпидемической значимости и других фенотипически и 

генетически значимых характеристик циркулирующих штаммов холерных 

вибрионов, которые могут быть использованы в системе 

эпидемиологического надзора. 

Для выявления потенциальных рисков возникновения вспышек 

холеры и других ОКИ с реализацией водного пути распространения их 
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возбудителей, прогнозирования заболеваемости запланировано 

определение степени эпидемической опасности условий 

централизованного и нецентрализованного водоснабжения и 

рекреационного водопользования с применением методики «Комплексная 

оценка риска возникновения бактериальных кишечных инфекций, 

передаваемых водным путем» (2011). 

Изучение структуры заболеваемости острыми кишечными 

инфекциями установленной этиологии (брюшной тиф, дизентерия 

Флекснера, энтеровирусы, гепатит А, ротовирусы, норовирусы  и др.), 

обусловленной реализацией основного – водного – пути распространения 

возбудителей инфекции будет использовано для определения реальных и 

потенциальных водных факторов передачи возбудителей, в том числе 

холеры. 

Определение эпидпотенциала административных территорий 

(выборочно) по комплексу показателей и данных, характеризующих: 

эпидемические проявления холеры;  контаминацию холерными 

вибрионами водных объектов I и II категорий с учетом стационарных и 

других точек отбора проб на различных по типам административных 

территориях; структуру миграции населения;  заболеваемость ОКИ 

установленной этиологии; риски возникновения вспышек холеры и других 

ОКИ с реализацией водного пути распространения возбудителей должно 

явиться обоснованием к пересмотру районирования административных 

территорий Российской Федерации по типам эпидемических проявлений 

холеры с определением соответствующей тактики надзора, к разработке 

предложений по совершенствованию эпидемиологического надзора и 

других профилактических противохолерных мероприятий. 

Эффективно функционирующая система эпидемиологического 

надзора должна быть направлена на предотвращение и контроль 

распространения  болезни. Подобная система должна предусматривать 

применение молекулярно-генетических методов при выделении  и  

идентификации холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп.  

 

*** 
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О ДЕЯТЕЛЬНОСТИ УПРАВЛЕНИЯ РОСПОТРЕБНАДЗОРА ПО 

РОСТОВСКОЙ ОБЛАСТИ ПО САНИТАРНОЙ ОХРАНЕ 

ТЕРРИТОРИИ РОСТОВСКОЙ ОБЛАСТИ ОТ ЗАНОСА И 

РАСПРОСТРАНЕНИЯ ХОЛЕРЫ В 2013 ГОДУ 

 

 

М.Ю. Соловьев, Е.В. Ковалев, С.А. Ненадская, С.С. Слись,  

Г.А. Мирошниченко, Л.В. Лемешева, Ю.С. Радионова 

Управление Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав 

потребителей и благополучия человека по Ростовской области 

 

 

Ростовская область относится к первому типу территорий по 

эпидемическим проявлениям холеры, в связи с чем  существует 

необходимость проведения мероприятий по санитарной охране ее 

территории. Мероприятия по эпидемиологическому надзору за холерой 

проводятся комплексно всеми службами и ФКУЗ Ростовский научно-

исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора.  

Для предупреждения возникновения и распространения холеры в  

области ежегодно корректируется «Комплексный план противохолерных 

мероприятий на территории Ростовской области на период 2013 – 2017 

годы», утвержденный Главным государственным санитарным врачом по 

Ростовской области, согласованный с ФКУЗ Ростовский-на-Дону 

противочумный институт Роспотребнадзора и другими 

заинтересованными ведомствами. Ежегодно корректируются составы, 

структура и функции областного, городских и районных медицинских 

штабов на случай выявления особо опасных инфекционных заболеваний, 

оперативные планы проведения противоэпидемических мероприятий при 

выделении из объектов окружающей среды токсигенных холерных 

вибрионов О1 или О139 групп и проведения первичных 

противоэпидемических мероприятий при выявлении больного (трупа) с 

подозрением на холеру. 

Контроль выполнения Комплексного плана осуществляется в 

соответствии с планами – графиками мероприятий по надзору, 

организационных мероприятий, утвержденных Руководителем 

Управления Роспотребнадзора по Ростовской области (далее – 

Управление), при проведении плановых и внеплановых проверок с 

оценкой готовности. 

Организуются заседания областной и территориальной комиссий по 

обеспечению санитарно-эпидемиологического благополучия населения по 

вопросам санитарной охраны территории от заноса и распространения 

особо опасных инфекций, в том числе холеры (протокол № 2 от 
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22.03.2013г. «О мероприятиях по санитарной охране территорий от заноса 

и распространения инфекций, требующих проведения мероприятий по 

санитарной охране территории, в том числе холеры»). 

Специалистами Управления совместно с министерством 

здравоохранения Ростовской области (МЗ РО) проведена оценка 

готовности госпитальной базы лечебных учреждений к работе в случае 

выявления больного (подозрительного) холерой. Руководителям 

Управлений здравоохранения и главным врачам ЛПО даны рекомендации 

по корректировке схем развёртывания спецгоспиталей, по 

доукомплектованию штата врачами-инфекционистами, выделению 

дополнительных площадей для развёртывания холерных и провизорных 

госпиталей, изоляторов. В целом по области лабораторная и госпитальная 

база готова к работе в случае выявления больного (подозрительного) 

холерой. 

Управлением совместно с МЗ РО, ФКУЗ Ростовский-на-Дону 

противочумный институт Роспотребнадзора проведены семинары-

совещания (09.04.2013, 12.04.2013, 16.04.2013) со специалистами 

территориальных отделов Управления, медицинскими работниками ЛПО 

(в том числе ССП) и  филиалов ФБУЗ «Центр гигиены  и эпидемиологии в 

Ростовской области» по вопросам: «Профилактика инфекционных 

заболеваний и «сигнальные признаки» особо опасных болезней и другие 

актуальные инфекции, требующие проведения мероприятий по 

санитарной охране территории». 

С 1996 г. по 2013 г. эпидситуация по холере характеризовалась как 

относительно благополучная, случаев заболевания холерой или 

вибрионосительства на территории Ростовской области не 

зарегистрировано. Последний случай заболевания холерой, вызванный 

токсигенным штаммом холерного вибриона, был зарегистрирован в 1995 

году в г. Ростове-на-Дону. 

Ежегодно с мая по сентябрь в Ростовской области в рамках 

Государственного задания проводится мониторинг воды открытых 

водоемов на загрязнение вибриофлорой.  

Из 153 стационарных и 10 дополнительных точек (утвержденных 

Главным государственным санитарным врачом по Ростовской области, 

согласованных с референс-центром по холере) в 2013 году отобрано 3586 

проб воды, выявлена 721 культура холерных вибрионов не О1, не О139 

серогрупп. 

Из объектов окружающей среды выделено 7 культур атоксигенных 

холерных вибрионов (все в г. Ростове-на-Дону) против 4 в 2012 году, в 

том числе: 

- лабораторией ФКУЗ «Северо-Кавказская противочумная станция» 

выделено 4 штамма, которые подтверждены ФКУЗ Ростовский-на-Дону 

противочумный институт Роспотребнадзора  как атоксигенные: Vibrio 
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cholerae El Tor Ogava - три штамма (р. Темерник, у моста «Текучева» и р. 

Дон, у железнодорожного моста, р. Темерник левый берег у ж.д депо), 

Vibrio cholerae El Tor Inaba - один штамм (р. Темерник, правый берег у 

ж.д. депо); 

- лабораторией ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора выделено 3 атоксигенных культуры из точки № 6 р. 

Темерник, Ботанический сад у моста (27.05.2013 - Vibrio cholerae El Tor  

Ogava), из точки № 1 р. Дон, правый берег у Державинского спуска, место 

аварийных стоков (15.07.2013 - Vibrio  cholerae El  Tor  Ogava) и точка № 7 

р. Дон правый берег, 200 м ниже впадения р. Темерник у 

железнодорожного моста (29.07.2013 - Vibrio cholerae  El  Tor  Inaba). 

Управлением Роспотребнадзора по Ростовской области 

принимались меры оперативного реагирования по поиску источников 

контаминации водоемов согласно СП 3.1.1.2521-09 «Профилактика 

холеры. Общие требования к эпидемиологическому надзору за холерой на 

территории Российской Федерации». Из 42 проб воды, отобранных по 

эпидемическим показаниям, выявлено 5 положительных, из них 3 –1-ой 

группы Хейберга, 2 – 2-ой группы Хейберга. 

Бактериологическое обследование на холеру подлежащих 

контингентов осуществлялось на базе бактериологических лабораторий 

ЛПО.  

Управление Роспотребнадзора по Ростовской области регулярно 

направляет информацию в Департамент инвестиций и 

предпринимательства Ростовской области, а также информирует фирмы и 

агентства, занимающиеся туроператорской или турагентской 

деятельностью о ситуации в мире по особо опасным и природно-очаговым 

инфекциям, а также о мерах личной профилактики, используя средства 

массовой информации, в т.ч. сайт Управления Роспотребнадзора по 

Ростовской области. 

Кроме того, ежегодно с туристическими фирмами и агентствами 

совместно с Департаментом инвестиций и предпринимательства 

Ростовской области проводятся совещания по вопросам «Соблюдения 

туроператорами и турагентами Ростовской области санитарно-

эпидемиологического законодательства, и мерах по предупреждению 

заноса заболеваний российскими гражданами, выезжающими в 

зарубежные туры». 

В ходе мониторинга в соответствии с Приказом Роспотребнадзора 

№ 88 от 17.03.2008 года «О мерах по совершенствованию мониторинга за 

возбудителями инфекционных и паразитарных болезней» осуществляется 

взаимодействие с Референс-центром по мониторингу холеры – ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт 

Роспотребнадзора.  

В Управлении работает Межведомственная комиссия для 
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подготовки и представления в Роспотребнадзор материалов для принятия 

решения о нежелательности пребывания (проживания) иностранного 

гражданина или лица без гражданства, выявленного на территории 

Ростовской области. За 2013 год прошли медицинское 

освидетельствование 17618 иностранных граждан. По официальным 

статистическим данным в 2013 году среди иностранных граждан и лиц без 

гражданства зарегистрировано 28 случаев инфекционных заболеваний, 

представляющих опасность для окружающих (против 35 в 2012 году). 

Особо опасных болезней, которые требуют проведения мероприятий по 

санитарной охране территории среди мигрантов не выявлено. 

Вместе с тем, в феврале-марте 2013 года в аэропорту г. Ростова-на-

Дону был зарегистрирован случай подозрения на заболевание холерой у 

гражданина Таджикистана, прибывшего рейсом Худжанд-Ростов-на-Дону.  

При проведении санитарно-карантинного контроля было установлено, что 

во время полета у 1 пассажира появились признаки острой кишечной 

инфекции (неоднократная рвота и диарея). Врачом здравпункта аэропорта 

предварительно был поставлен диагноз: острый гастроэнтерит. При 

осмотре и анкетировании остальных пассажиров на борту воздушного 

судна был выявлен еще один больной с рвотой и диареей, который 

почувствовал себя плохо еще в аэропорту Худжанда до посадки в самолет. 

Был поставлен диагноз: подозрение на холеру.  

Несмотря на тот факт, что диагноз «подозрение на холеру»  не 

подтвердился (у 1 из заболевших  был выделен возбудитель дизентерии), 

противоэпидемические мероприятия по недопущению распространения 

инфекции были проведены в полном объеме. 

Таким образом, в Ростовской области выполнение всех 

составляющих эпиднадзора за холерой, активное межведомственное 

взаимодействие по вопросам санитарной охраны территории области от 

заноса и распространения особо опасных болезней позволяет 

своевременно выявлять предпосылки (риски) осложнения эпидситуации и 

своевременно проводить адекватные противоэпидемические мероприятия. 

*** 

 

 

О МОНИТОРИНГЕ ХОЛЕРЫ В РАМКАХ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ 

СЛУЖБЫ ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ ЗАЩИТЫ ПРАВ 

ПОТРЕБИТЕЛЕЙ И БЛАГОПОЛУЧИЯ ЧЕЛОВЕКА В 

РОСТОВСКОЙ ОБЛАСТИ 

 

 

Г. Т. Айдинов, М. М. Швагер, К. С. Гайбарян, И.И. Богунов 

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ростовской области», 

 г. Ростов-на-Дону 
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Реорганизация санитарно-эпидемиологической службы Российской 

Федерации в 2005 году и образование в каждом из субъектов двух 

структур – управлений Роспотребнадзора и Центров гигиены и 

эпидемиологии – изменила задачи деятельности бывших центров 

госсанэпиднадзора. 

Деятельность ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ростовской 

области» (далее Центр) и его филиалов по профилактике холеры 

направлена на проведение мониторинга объектов окружающей среды на 

вибриофлору и тем самым обеспечение мероприятий Управления 

Роспотребнадзора по Ростовской области на реализацию задач 

эпидемиологического надзора, включая полный комплекс неотложных 

мер по профилактике холеры, в том числе бактериологические 

обследования больных с подозрением на заболевание холерой, 

контактных лиц, подтверждение всех случаев заболевания, а также 

находок из объектов окружающей среды. 

Для реализации поставленных задач ежегодно лабораторией особо 

опасных инфекций и бактериологическими лабораториями филиалов 

Центра в эпидсезон по холере проводят исследования воды 

поверхностных водоемов в санитарно-защитных зонах водозаборов для 

питьевого и хозяйственно-бытового водоснабжения, в местах сброса 

хозяйственно-бытовых сточных вод, в местах организованного 

рекреационного водопользования, а также исследования клинического 

материала от больных острыми кишечными инфекциями (ОКИ) и других 

контингентов подлежащих обследованию на холеру, в соответствии с СП 

3.1.1.2521-09 «Профилактика холеры. Общие требования к 

эпидемиологическому надзору за холерой на территории Российской 

Федерации». 

Ростовская область относится к первому типу по эпидемическим 

проявлениям холеры. С учетом районирования внутри субъекта до 2013 

года 14 административных территорий  относились к I типу, 13 – ко II, 30 

– к III типу по эпидемическим проявлениям холеры с соответствующей 

тактикой эпидемиологического надзора. Лабораторный контроль за 

контаминацией холерными вибрионами проводился ежегодно с мая по 

сентябрь на территориях I типа, с июня по сентябрь на территориях II типа 

и июль-август на территориях III типа по подтипам А, Б и В - по 

эпидемическим показаниям. 

 В связи с обстановкой в 2005 году в г. Каменске-Шахтинском и 

Каменском районе было принято решение о расширении объемов 

исследований воды поверхностных водоемов в 2006 году. Еженедельно с 

начала мая проводились отборы проб воды на вибриофлору в г. Каменске-

Шахтинском и в Каменском районе (пос. Чистоозерный), которые 

относились ко II типу территорий по эпидпроявлениям холеры. 

Государственный санитарно-эпидемиологический контроль над 
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качеством водных объектов на территории области осуществлялся 

Центром гигиены и эпидемиологии в Ростовской области в 167  

мониторинговых точках в 2006 году, а в 2013 году – в 163, как в 

стационарных точках, так и в дополнительных, в том числе из 

приграничных с Украиной водоемов, которые были определены на 

основании Постановления Главного государственного санитарного врача 

Российской Федерации № 12 от 27.03.2007 года «Об усилении 

мероприятий по эпидемиологическому надзору за холерой». В 2014 году 

планируется проведение мониторинга вибриофлоры в 153 стационарных 

точках и 13 – дополнительных. 

С 2011 года во всех точках отбора проб один раз в 14 дней 

проводятся исследования на наличие возбудителей других бактериальных 

и вирусных кишечных инфекций. На все точки отбора ежегодно ведутся 

паспорта, утвержденные главным врачом Центра и главными врачами 

филиалов, согласованные с Управлением Роспотребнадзора по Ростовской 

области, ТО Управления Роспотребнадзора по Ростовской области.  

В период с 2005 г. по 2013 г. в рамках мониторинга вибриофлоры 

исследованы более 32446 проб, из которых 4700 (14,5%) – 

положительные, обнаружены холерные вибрионы не О1/не О139 

серогрупп. Количество исследованных проб варьировалось от 4628 в 2005 

году до 3578 в 2013 году, при этом удельный вес нестандартных проб 

составлял от 11,1% (2006 г.) до 22% (2013 г.). 

В 2005 г. из водоемов Каменского района были выделены 12 

авирулентных холерных вибрионов Эль Тор серовара Огава (5 – из 

поверхностных водоемов, 7 – из сточных вод). В 2006 г. в одной пробе, 

отобранной из поверхностных водоемов в Азовском районе, выделена 

культура авирулентного холерного вибриона Эль Тор серовара Огава. 

В 2007 году в условиях перехода на бюджетирование, 

ориентированного на конечный результат, мониторинг вибриофлоры 

поверхностных водоемов проводился строго в соответствии с типом 

территории по эпидпроявлению холеры. Уменьшение количества 

исследованных проб на вибриофлору из поверхностных водоемов не 

снизило эффективность мониторинга циркуляции вибрионов во внешней 

среде и оказалось экономически оправданным мероприятием. 

Впервые в 2008 году, в соответствии с Государственным планом-

заказом, было отобрано 226 проб балластной воды со 113 судов, 

прибывших из-за рубежа под погрузку в порты Ростовской области. В 35 

пробах были выделены штаммы холерных вибрионов не О1/не О139 

серогрупп, в основном в воде судов, прибывших из стран Северной 

Африки и Ближнего Востока (88,2%). Так как подобные вибрионы 

выделяются и из акватории Таганрогского залива, и из реки Дон, с 

уверенностью сказать, что выделенные из судовой балластной воды 

штаммы завезены из-за рубежа, на данном этапе исследований не 
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представляется возможным. 

В период с 2008 г. по 2010 г. сотрудниками отдела гигиены и 

эпидемиологии на транспорте водном и воздушном Центра в 

международных портах городов Ростова-на-Дону, Азова, Таганрога по 

предписанию Управления Роспотребнадзора по Ростовской области в 

рамках выполнения научно-практической работы «Эпидемиологическая 

оценка транспортных связей, возможности завоза холеры» проводился 

отбор проб балластной воды с судов, прибывших из за рубежа в указанные 

порты под погрузку. По судоходным правилам все суда, прибывающие из 

иностранных портов, должны произвести смену балласта. При заходе 

судов из Средиземного моря в Черное море через пролив Босфор 

осуществляется смена балласта воды на черноморскую, далее после 

перехода из Черного моря в Азовское через Керченский пролив на воду 

Азовского моря и при заходе в реку-Дон в Азово-Донском судоходном 

канале. Полностью осушить балластные цистерны невозможно, в них 

происходит смешивание воды различных водоемов и не исключена 

контаминация воды в портах городов Таганрога, Азова, и Ростова-на-Дону 

холерными вибрионами, завезенными из других стран.  

В пунктах пропуска через государственную границу Российской 

Федерации ежегодно проводятся учения на объектах транспорта по 

локализации очага  холеры: на пассажирском самолёте - в международном 

аэропорту, в пункте пропуска через государственную границу; на 

грузовом (пассажирском) судне - в международном морском  порту, в 

пункте пропуска через государственную границу; на пассажирском 

автобусе - в международном автомобильном переходе через 

государственную границу. Отрабатываются вопросы взаимодействия 

службы с другими заинтересованными органами и  организациями, 

задействованными в оперативных планах и схемах оповещения.  

В связи с имевшей место вспышкой  холеры на Украине  

(г. Мариуполь) в 2011 году по эпидпоказаниям была увеличена кратность 

отбора проб (два раза в неделю) и объем лабораторных исследований воды 

Таганрогского залива и Азовкого моря: г. Таганрог, Неклиновский район, 

а в последующие два года – г. Азов. Мониторинг параллельно проводил 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора. 

Фактически результаты исследований лабораторий по данным 

мониторинга водных объектов совпадали, за единичными исключениями, 

в пределах не более 1,5%. Это дает основание для оценки мероприятия как 

малоэффективного и экономически необоснованного. 

В рамках реализации задач эпидемиологического надзора за холерой 

ежегодно лабораториями филиалов Центра и лечебно-профилактических 

организаций проводятся исследования биоматериала от больных острыми 

кишечными инфекциями.  

Среди проведенных обследований людей за анализируемый период 
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в половине случаев материал доставлялся от больных острыми 

кишечными инфекциями, при этом удельный вес данной категории лиц 

варьировал от 39,5% в 2007 г. до 73,9% в 2009 году. С профилактической 

целью было обследовано 45,3% лиц, относящихся к контингенту 

повышенного риска при холере. В 5,7% обследования проводились по 

эпидпоказаниям.  

В результате проведенных исследований в 2005 году в Каменском 

районе п. Чистоозерный от двух больных ОКИ был изолирован 

атоксигенный холерный вибрион О1 серогруппы, биовара Эль Тор, 

серовара Огава, выявлены носители из числа нелегально проживающих 

граждан из республики Таджикистан, которые явились источниками 

инфекции, установлены водный и контактно-бытовой пути передачи 

возбудителя инфекции с расшифровкой этиологии вспышки в ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора. 

С целью оперативного принятия профилактических и 

противоэпидемических мер при выявлении больных с подозрением на 

ООИ, в том числе холеру, определен порядок экстренного оповещения 

администрации Центра в рабочее и нерабочее время и схемы оповещения 

личного состава специалистов Центра и филиалов, утвержденные главным 

врачом Центра и главными врачами филиалов Центра.  

Разработаны планы формирования лабораторных баз, утвержденные 

приказами главных врачей филиалов Центра и согласованы с 

руководителями ТО Управления Роспотребнадзора по Ростовской 

области, произведены расчеты производственных мощностей 

лабораторий. Все лаборатории имеют укладки для отбора проб из 

объектов окружающей среды на холеру с необходимым оборудованием и 

диагностическими препаратами в количестве ежемесячного неснижаемого 

запаса. 

В рамках взаимодействия в июле 2012 г. Центр принимал участие в 

проведении опытно-исследовательского тактико-специального учения 

(ТСУ) по теме: «Организация работы СПЭБ во взаимодействии с органами 

и учреждениями Роспотребнадзора Ростовской области по ликвидации 

медико-санитарных последствий чрезвычайной ситуации природного 

характера», а в марте 2013 года – в ТСУ «Организация и проведение 

комплекса мероприятий по санитарной охране территории в случае 

выявления больного с подозрением на холеру», проводимых Референс-

центром по мониторингу холеры.  

Проведение ТСУ является одним из главных мероприятий по 

обеспечению взаимодействия органов и учреждений Роспотребнадзора, а 

также других заинтересованных ведомств и служб. Практическая 

реализация взаимодействия была осуществлена при регистрации двух 

случаев подозрения на заболевание холерой пассажиров авиарейса Боинг 

737-400 VQBCS Хаджабы (Таджикистан) – Ростов-на-Дону (Россия) в 
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конце февраля 2013 года. А в феврале-марте 2014 г., в рамках проведения 

XXII Зимних олимпийских и XI паралимпийских игр, специалисты 

отделов гигиены и эпидемиологии на транспорте водном и воздушном и 

эпидемиологии и экспертизы Центра, а также филиала в г. Ростове-на-

Дону, были направлены в СКП международного аэропорта г. Ростова-на-

Дону, как резервного, для усиления на случай завоза инфекций, 

требующих проведения мероприятий по санитарной охране территории 

Российской Федерации. 

Таким образом, деятельность ФБУЗ «Центр гигиены и 

эпидемиологии в Ростовской области» направлена на проведение 

мониторинга циркуляции вибрионов в окружающей внешней среде, 

эпидемиологическую диагностику ситуации по холере и развертывание 

полного комплекса противоэпидемических мероприятий при выявлении 

больного с подозрением на холеру. 
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ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный институт 
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В системе эпидемиологического надзора за холерой в настоящий 

период седьмой пандемии должны учитываться не только 

эпидемиологические проявления в сопредельных  странах Южной, 

Центральной и Юго-Восточной Азии, но и ситуация по этой инфекции на 

других континентах (из-за все возрастающих потоков деловой и 

туристической миграции, включая страны с эпидемическими 

осложнениями по холере), а также закономерности в регионе. 

Наибольший вклад в мировую заболеваемость холерой в 2013 г. 

внесли страны Американского континента (в основном, за счет 

продолжающейся эпидемии на Гаити и выноса инфекции в пределах 

континента) – 69,13 % или 63590 больных холерой [10]. По данным 

информационного агентства Синьхуа, со ссылкой на  опубликованный 

доклад органов общественного здравоохранения Гаити, эпидемия холеры, 

пик которой уже прошел, вновь начинает приобретать все большие 

масштабы [6]. За последние 2 месяца 2013 г. в стране было выявлено 13 

тыс. случаев этого заболевания, скончалось 169 человек. 

Эпидемиологическая ситуация в начале 2014 г. характеризуется 

регистрацией на Гаити 3850 случаев холеры с 18 смертельными исходами 

(0,5 %), а с самого начала эпидемии, с октября 2010 г. – 700541 

заболевших и 8546 умерших (1,2 %) [9]. В соседних странах с Гаити в 

текущем году также не прекращается регистрация новых случаев 

заболевания. Так в Доминиканской республике в результате местного 

заражения холерой умерло двое, еще 15 госпитализировано с диагнозом 

холера [8], с общим числом заболевших с начала эпидемии 31532 человека 

(467 смертельных случая). Подобная ситуация отмечается на Кубе, где в 

течение этого года неправительственные источники сообщают о 

госпитализации 28 больных холерой, в т.ч. 6 детей [7], всего с начала 

эпидемических осложнений здесь зарегистрирован 701 случай [9]. 

Из стран Южной, Центральной, Юго-Западной и Юго-Восточной 

Азии в 2013 г. сообщено о более чем 2700 случаях холеры (Афганистан – 

1709, Пакистан – 340, Индия – 246, Филиппины – 105, Иран – 256, Китай – 
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46, Малайзия – 20) [10]. В текущем году СМИ Мьянмы сообщили о 

госпитализации более чем 50 детей с диагнозом холера из лагеря 

беженцев, вынужденных покинуть свои жилища из-за военного 

конфликта. Кроме того, миллионы неверифицированных случаев острой 

водянистой диареи в Азии и нарастающее число посещающих эти страны 

лиц создают неснижаемую угрозу заноса инфекции в регион в течение 

всего года. 

Несмотря на это, на территории Сибири и Дальнего Востока с  

1999 г. заносных случаев холеры не зарегистрировано. В рамках 

эпидемиологического надзора в 2013 г. в регионе на холеру обследовано 

11585 человек, из них 93,6 % (10846 человек) больные с диагнозом острой 

кишечной инфекции, 6,2 % (717 человек) – обследование на 

вибриононосительство и материал от 22 умерших от острой кишечной 

инфекции неустановленной этиологии (0,2 %). Во всех случаях получены 

отрицательные на холеру результаты. Из объектов окружающей среды 

региона исследовано 19926 проб: 18945 проб воды, 978 – ила, гидробионт 

(рыба) – 1, водоросли – 2. На курируемых территориях II типа  по 

эпидемическим проявлениям холеры (Приморский край) исследовано  

13,7 % от общего количества проб, III типа подтипов А и Б – 81,8 %, III 

типа подтипа В – 4,5 %. В общем числе проб основная часть отобрана из 

поверхностных водоемов – 18766 проб (17785 проб воды, 978 – ила, один 

гидробионт (рыба), две пробы водорослей), остальные – из объектов 

централизованного (597 проб) и нецентрализованного (285 проб) 

питьевого водоснабжения, хозяйственно-бытовые сточные воды (221 

проба) и другие объекты (57 проб).  

В микробиологическом мониторинге, в соответствии с задачами по 

совершенствованию системы лабораторной диагностики особо опасных 

инфекционных заболеваний, в качестве перспективных направлений 

рассматривается внедрение современных высокотехнологичных подходов 

для индикации и идентификации патогенов [3, 4]. Одна из интенсивно 

развивающихся в последние годы технологий идентификации 

микроорганизмов – анализ профиля референсных белков  микробной 

клетки с использованием MALDI-ToF масс-спектрометрии [5]. 

Применение нами масс-спектрометрической идентификации в системе 

микробиологического мониторинга вибриофлоры поверхностных 

водоемов г. Иркутска в летний сезон 2013 г. показало высокую 

эффективность метода для изучения таксономической принадлежности 

культур. Так при исследовании подозрительных на рост холерного 

вибриона колоний масс-спектрометрически по белковому профилю 

определено как V. cholerae 190 колоний (из 56 проб воды и ила) с 

индексом совпадения более 2,0, что свидетельствует о вероятной или 

достоверной идентификации до видового уровня. Бактериологически же 

по комплексу биохимических тестов принадлежность к V. cholerae 
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определена лишь для 144 колоний (из 45 проб воды и ила), не 

агглютинирующихся холерными О1, О139 и RO сыворотками. 

Соответственно, чувствительность масс-спектрометрической 

идентификации составила 100 %, специфичность – 82 % (в сравнении с 

бактериологическим тестированием). Следует отметить, что 

отрицательный результат бактериологической идентификации группы 

масс-спектрометрически положительных культур (n=11) оказался 

обусловлен их активностью в отношении аминокислот, а именно 

наличием не только декарбоксилаз лизина и орнитина, но и дигидралазы 

аргинина, что не позволяет отнести их к роду Vibrio виду cholerae. При 

этом повторный анализ декарбоксилазной/дигидралазной активности с 

интервалом 7 дней у трех культур выявил типичную для V. cholerae 

характеристику, остальные сохранили исходные фенотипические 

свойства. Результаты выборочного исследования структуры 

видоспецифических генетических детерминант в геноме указанных 

культур в 100 % случаев совпадают с данными определения видовой 

принадлежности по белковому профилю, что свидетельствует о более 

высокой информативности MALDI-ToF масс-спектрометрии в сравнении 

со стандартным бактериологическим анализом и подтверждает 

необходимость включения метода в схему лабораторной диагностики 

холеры для ускоренной идентификации подозрительных на V. cholerae 

культур. 

В целом по данным микробиологического мониторинга в 2013 г. на 

территории Сибири и Дальнего Востока выделено 10 штаммов V. cholerae 

O1 серогруппы и 834 – V. cholerae не О1/не O139. Две культуры холерного 

вибриона Эль Тор изолированы из воды р. Черная (пос. Черная речка) 

Хабаровского края; шесть – из р. Борзя и оз. Кенон Забайкальского края и 

по одному штамму из водоемов Республики Бурятия (р. Селенга, пос. 

Наушки) и Иркутской области (р. Ангара, г. Усолье-Сибирское). Что 

касается штаммов V. cholerae не О1/не О139 серогруппы, то в 

большинстве случаев вибрионы изолированы в местах организованной 

(298 штаммов, 36%) и неорганизованной зон рекреации (137 штаммов, 

16%), в местах сброса хозяйственно-бытовых сточных вод (248 штаммов, 

30%). 

Все изолированные в регионе V. cholerae O1 типичны по 

культурально-морфологическим и биохимическим свойствам, 

агглютинируются до титра или ½ титра (один штамм из р. Ангары 

Иркутской области) O1 холерной диагностической сывороткой и одной из 

серовароспецифических сывороток. При этом семь штаммов принадлежат 

к сероварианту Инаба (пять штаммов из водоемов Забайкалья, один – из 

Бурятии и один – из Иркутской области) и три – (два – из Хабаровского 

края и один – из водоемов Забайкальского края) – сероварианту Огава. 

При оценке чувствительности к холерным диагностическим 
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бактериофагам только один штамм (республика Бурятия) оказался 

полностью резистентным к фагу Эльтор. Остальные культуры лизируются 

фагом Эльтор в разных титрах, часть штаммов (два из р. Черная 

Хабаровского края и два из водоемов Забайкальского края – р. Борзя и оз. 

Кенон) чувствительна к начальным разведениям фага С классического 

холерного вибриона.  

Основная часть изолятов из поверхностных водоемов региона не 

содержит ключевых детерминат патогенности (генотип ctxA- tcpA-), тогда 

как в геноме двух штаммов, выделенных на территории Хабаровского 

края из воды р. Черная, пос. Черная речка, обнаружен ген tcpA, что дает 

основание расценивать их как потенциально эпидемически опасные [1]. 

Углубленное изучение содержащих токсин-корегулируемые пили адгезии 

штаммов подтвердило их таксономическую принадлежность к V. choleraе 

на основании определения спектра референсных белков («достоверная 

идентификация до вида» max score 2,546 и 2,580) и структуры фрагмента 

гена 16S rDNA (100 % соответствие нуклеотидной последовательности 

указанного гена исследуемых штаммов V. cholerae с нуклеотидной 

последовательностью референсного штамма из базы данных программы 

MicroSEQ® ID 16S rDNA 500 Library v2.1.). Секвенирование участка гена 

tcpA с использованием праймеров, комплементарных участку гена в 

позиции 890475-890499 (прямой праймер) и в позиции 890925-890946 

(обратный праймер), показало идентичность нуклеотидной 

последовательности фрагмента 441 н.п. гена tcpA исследуемых штаммов 

V. choleraе El Tor нуклеотидной последовательности гена токсин-

корегулируемых пилей референсного штамма Vibrio cholerae O1 biovar El 

Tor str. N16961 (chromosome I, complete sequence AE003852.1). При 

расширенной генетической паспортизации данных штаммов установлено 

отсутствие в их геноме других детерминант, входящих в состав СТХ 

профага (zot), профага RS1 (rstC), «острова пандемичности» V. cholerae – 

VSP-II (pro O490). Вместе с тем, обнаружены гены, входящие в кластер 

цитотоксина RTX (гены rtxA, rtxC), фрагмент гена tnpO183 «острова 

пандемичности» V cholerae – VSP-I, детерминанты «острова 

персистенции» EPI (ген mshА, mshQ), ген порина наружной мембраны 

ompU и ген гемагглютинпротеазы холерного вибриона hapA. 

Комплексное молекулярное типирование изолированных в 2013 г.  

V. cholerae O1 проводилось на основании анализа структуры локусов 

вариабельных тандемных повторов в геноме и макрорестрикционных 

профилей хромосомной ДНК. По данным MLVA-типирования штаммы 

распределились на две группы: первая представлена 8 штаммами 

холерного вибриона (выделенными в Иркутской области, Республике 

Бурятия и Забайкальском крае), которые дифференцировались на пять 

уникальных и один кластерный генотипы. Идентичной структурой 

локусов тандемных повторов обладают три штамма V. cholerae O1, 
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выделенные из проб оз. Кенон в различных стационарных точках. 

Остальные выделенные в Забайкальском крае штаммы V. cholerae O1 

имеют уникальные MLVA-профили с меньшим количеством повторов в 

локусе VcA. Также уникальными профилями VcA6 VcB0 VcC9 VcD4 

VcG3 и VcA9 VcB0 VcC12 VcD5 VcG3 характеризуются холерные 

вибрионы Эль Тор из рр. Ангара и Селенга, соответственно. Во вторую, 

дистанцированную группу, вошли два содержащих ген tcpA изолята из 

Хабаровского края. В их геноме установлено наличие локуса VcB, что 

отличает данные штаммы от обнаруживаемых в объектах окружающей 

среды на фоне эпидблагополучия вибрионов Эль Тор. Вместе с тем, для 

указанных изолятов оказалось характерно большее, в сравнении с 

токсигенными штаммами (типично содержащими локус VcB), количество 

повторов в VcB – их аллельный профиль определен как VcA18, VcB30, 

VcC12, VcD9, VcG6. При филогенетическом анализе результатов MLVA 

типирования с использованием алгоритма MST для нумерических данных 

штаммы, изолированные в Хабаровском крае, также вошли в отдельную 

дистанцированную линию в составе клонального комплекса, 

образованного нетоксигенными вибрионами. К этой же линии отнесен и 

изолят с таким же генотипом (ctxA- tcpA+), выделенный в 2011 г. из  

р. Барнаулка в Алтайском крае.  

При анализе макрорестрикционных профилей изолированных в 2013 

г. штаммов V. cholerae О1 и сопоставлении их с PFGE-паттернами базы 

данных, выявлена кластеризация, ассоциированная с территорией 

выделения штамма. Так изоляты из оз. Кенон (Забайкальский край) 

характеризуются идентичными или сходными пульс-электротипами и 

входят в одну группу с выделенными ранее (в 2012 г.) в Забайкальском 

крае штаммами. Что касается двух потенциально эпидемически опасных 

штаммов из Хабаровского края, то установлено сходство их NotI/SfiI-

генерируемых паттернов рестрикции ДНК с профилями токсигенных 

штаммов. На построенной по алгоритму UPGMA дендрограмме эти 

штаммы входят в один кластер с эпидемически опасными вибрионами Эль 

Тор начала 7 пандемии, что может свидетельствовать о близости 

генетической организации эпидемически опасных и потенциально 

эпидемически опасных вариантов возбудителя.  

Выделение потенциально эпидемически опасных штаммов  

V. cholerae O1 El Tor в Хабаровском крае потребовало проведения 

эпидемиологического расследования и разработки комплекса 

профилактических мероприятий. Следует отметить, что действующие СП  

3.1.1.2521-09 «Профилактика холеры. Общие требования к 

эпидемиологическому надзору за холерой на территории Российской 

Федерации» не содержат информации о необходимом объеме 

профилактических и противоэпидемических мероприятий в случае 

выделения холерного вибриона с подобной генетической 
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характеристикой. В результате расследования, согласно информации 

Управления Роспотребнадзора по Хабаровскому краю, установлено, что 

качество воды р. Черная по санитарно-гигиеническим показателям 

соответствует 5 классу (экстремально грязная) и в границах г. Хабаровска 

не имеет сообщения с р. Амур. Инвентаризация мест сброса сточных вод 

выявила наличие 21 выпуска сточных вод с годовым объемом 7502 м
3
/год. 

На заседании оперативного штаба принят оперативный план мероприятий 

по предупреждению возникновения и распространения острых кишечных 

инфекций среди населения г. Хабаровска и Хабаровского района с 

увеличением количества точек (до 59 в г. Хабаровске и Хабаровском 

районе) и кратности отбора проб воды поверхностных водоемов, 

введением обязательного лабораторного исследования на холеру 

категорий граждан, определенных требованиями санитарного 

законодательства и приведением в готовность госпитальной базы на 

случай выявления больного холерой. Кроме того, введен запрет на 

купание в местах массового отдыха (в т.ч. неорганизованных), ловлю 

рыбы в бассейнах рр. Черная, Сита, оз. Петропавловское, проведены 

мероприятия по санитарной очистке прибрежной территории этих 

поверхностных водоемов. В период с 20 по 25 июля 2013 г. обратившиеся 

в ЛПУ за медицинской помощью 69 человек с клиникой ОКИ трехкратно 

обследованы на холеру, результат отрицательный. После получения трех 

отрицательных результатов бактериологического анализа на холеру в 

контрольных точках рек Черная, Сита, Петропавловского озера 

Хабаровского района 25 июля  мероприятия оперативного плана были 

отменены. 

Выделение содержащих токсинкорегулируемые пили адгезии 

штаммов холерного вибриона Эль Тор в Хабаровском крае и усиление в 

связи с этим профилактических мероприятий по холере произошло 

накануне наводнения, разразившегося в конце июля 2013 г. после 

обильных дождей и ливней, когда быстрый подъем уровня воды в Амуре и 

его притоках привел к крупномасштабному паводку в бассейне реки на 

территории трех субъектов. Наиболее сложная паводковая обстановка в 

июле – октябре 2013 года сложилась на реках Приамурья, 

последовательно в пределах Амурской области, Еврейской автономной 

области и Хабаровского края [2]. Наличие прогностических признаков 

формирования условий для развития эпидемических осложнений 

(ухудшение качества воды централизованного водоснабжения по 

санитарно-гигиеническим, микробиологическим и вирусологическим 

показателям и повышение уровня заболеваемости инфекционными 

болезнями с водным путем передачи) потребовало усиления 

профилактических и противоэпидемических мероприятий. Для 

обеспечения эпидемиологического благополучия населения разработан 

комплекс мероприятий по оперативному реагированию на изменяющиеся 
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условия водоснабжения, в том числе по запрещению использования 

водоисточников, введению дополнительной водоподготовки и 

гиперхлорирования. Реализация плана действий осуществлялась силами 

функциональных подсистем РСЧС в составе учреждений 

Роспотребнадзора (в том числе СПЭБ 1 и СПЭБ 2 ФКУЗ Иркутский 

научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора), 

министерства здравоохранения РФ, ФМБА России, учреждений МО РФ. 

Увеличена кратность исследования воды водоемов 1, 2 категории и 

сточных вод на наличие возбудителей кишечных инфекций (в т.ч. холеру) 

до двух раз в неделю в лабораториях ФБУЗ «Центр гигиены и 

эпидемиологии» в субъектах и их территориальных отделений. Ситуация 

усугублялась сильным затоплением поймы рек и невозможностью в ряде 

случаев отбора проб в стационарных точках. Результат исследований проб 

водной окружающей среды на наличие холерного вибриона в Амурской и 

Еврейской автономных областях – отрицательный. В паводковый период 

из водоемов Хабаровского края изолировано 65 штаммов холерного 

вибриона не О1 серогруппы в 19 из 22 стационарных точек. Результаты 

мониторинговых исследований на подтопленных территориях показали 

наличие прогностических признаков для возможного ухудшения 

эпидемиологической ситуации по холере в теплый период 2014 г. На этом 

основании разработаны дополнения в раздел «Профилактика холеры» 

комплексного плана, рекомендовано организовать и проводить 

лабораторное обследование лиц, подлежащих обследованию на холеру в 

соответствии с требованиями п. 4.7. СП 3.1.1.2521-09 «Профилактика 

холеры. Общие требования к эпидемиологическому надзору за холерой на 

территории Российской Федерации», МУК 4.2.2870-11 «Порядок 

организации и проведения лабораторной диагностики холеры для 

лабораторий территориального, регионального и федерального уровней», 

а также перед началом летнего сезона оценить гидрологическую 

обстановку Приамурья, откорректировать точки отбора проб воды из 

поверхностных водоемов в зоне затопления, обратив внимание на 

отшнурованные водоемы и места возможного несанкционированного 

отдыха населения, с проведением паспортизации. 

Таким образом, сохраняющаяся напряженная и нестабильная 

ситуация в отношении холеры на глобальном уровне, высокая активность 

миграционных потоков, существование угрозы завоза возбудителя всеми 

видами транспорта на территорию региона и изоляция из поверхностных 

водоемов эпидемически не опасных и потенциально эпидемически 

значимых штаммов холерного вибриона определяет эпидемиологический 

прогноз по холере на 2014 г. как неблагоприятный. Это обусловливает 

необходимость совершенствования системы эпидемиологического 

надзора за холерой в направлении оптимизации схемы 

микробиологического мониторинга за счет внедрения современных 
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высокоинформативных диагностических технологий, а также определения 

роли и значимости отдельных методов молекулярного типирования 

возбудителя в рамках оперативного и ретроспективного молекулярно-

эпидемиологического анализа.  
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ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ РЕАЛИЗАЦИИ ПОЛОЖЕНИЙ 

МЕЖДУНАРОДНОЙ КОНВЕНЦИИ О КОНТРОЛЕ СУДОВЫХ 

БАЛЛАСТНЫХ ВОД И ОСАДКОВ И УПРАВЛЕНИЯ ИМИ 2004 

ГОДА, ОТРАЖЕННЫХ В ОБЯЗАТЕЛЬНЫХ ПОСТАНОВЛЕНИЯХ 

ПО РОССИЙСКИМ ПОРТАМ АЗОВСКОГО МОРЯ 

 

 

М.Ю. Соловьев, Ю.В. Рыжков,  О.В. Лях, Е.В. Ковалев 

Управление Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав 

потребителей и благополучия человека по Ростовской области,  

г. Ростов-на-Дону 

 

 

Российская Федерация присоединилась в 2012 г. к Международной 

конвенции о контроле судовых балластных вод и осадков и управления 

ими 2004 года (Постановление Правительства РФ «О присоединении 

Российской Федерации к Международной конвенции о контроле судовых 

балластных вод и осадков и управления ими 2004 года» от 28 марта 2012 

года № 256). Совсем скоро, возможно, еще до конца 2014-го или в начале 

2015 года, этот документ войдет в силу. 

Первые шаги, которые были предприняты правительством РФ по 

выполнению данной Конвенции - это внесение изменений в Обязательные 

Постановления по морским портам. 

Данные изменения были внесены для минимизации рисков завоза 

различных опасных инфекционных агентов, в том числе и холерных 

вибрионов, с балластными водами судов. Но, на наш взгляд, Обязательные 

Постановления по ряду портов требуют определенной коррекции. 

Обязательные Постановления по морским портам принимаются 

Правительством РФ, содержат специфическую для каждого порта 

информацию и подлежат исполнению судами независимо от 

национальной и ведомственной принадлежности, а также физическими 

лицами и юридическими лицами независимо от организационно-правовой 

формы осуществления деятельности в морском порту. 

Анализ Обязательных Постановлений по портам Азовского моря РФ 

(Азов, Ростов-на-Дону, Ейск, Темрюк, Кавказ) показал, что все порты 

разрешают сброс в порту изолированного балласта судами, принятого в 

Азовском море. Следует отметить, что рекомендуемые районы для 

принятия балласта в Азовском море в Обязательных Постановлениях не 

конкретизированы. Порты Кавказ и Темрюк дополнительно разрешают 

сбрасывать в своих акваториях балласт с судов, принятый в Черном море 

на расстоянии не менее 200 морских миль от ближайшего берега и в 

местах глубиной моря не менее 200 метров.  
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Исходя из Обязательных Постановлений следует, что смену 

балласта можно проводить в акваториях Азовского моря недалеко от 

береговой линии и промышленных центров Таганрогского залива, что 

создает определенные риски завоза инфекционных агентов в морские 

порты Ростовской области с балластными водами, так как эти воды 

считаются более загрязненными.  

Данное утверждение косвенно подтверждает анализ мест приема 

балласта, где в 2011-2013 гг. были обнаружены холерные вибрионы non 

О1/non О139 серогрупп. Всего было проанализировано 23 места 

балластировки и установлено, что балласт был отобран в районе 

Керченского пролива (20 районов), ограниченного координатами 45º30'N, 

36º50' Е - 45º40'N, 36º50' Е и в районе Таганрогского залива (3 района) с 

координатами 46º45'N, 37º27' Е - 46º58'N, 38º20' Е. 

Требования Таганрогского порта отличаются от остальных – там 

разрешен сброс изолированного балласта, принятого только в Черном 

море на расстоянии не менее 50 морских миль от ближайшего берега и в 

местах с глубиной моря не менее 200 метров. Следует отметить, что среди 

проб балласта, отобранных в 2013 г. было исследовано 3 пробы балласта 

Черного моря на наличие холерных вибрионов, холерные вибрионы в них 

не были обнаружены. Конечно, на основании такой малой выборки, какие-

либо выводы делать рано. С другой стороны, это косвенно подтверждает, 

что балласт забирался в соответствии с требованиями Конвенции. 

На наш взгляд, Обязательные Постановления по Таганрогскому 

порту лучше отражают требования Конвенции, но об их эффективности на 

сегодняшний день говорить рано. Обязательные Постановления по 

Таганрогскому порту вступили в силу в конце мая 2013 года и в течение 

всего года выполнялись не всеми судами. Это было связано с 

недостаточным информированием капитанов судов, заходящих в порт, а 

также с особенностями транспортировки грузов по акватории Азовского 

моря. 

Таким образом, для минимизации рисков заноса возбудителей 

холеры в территориальные воды РФ необходимо: 

1. разработать единую стратегию для управления балластной 

водой в российских портах Азовского моря согласно рекомендациям 

Международной Конвенции: максимальная удаленность от берега, 

удаленность от промышленных центров; 

2. в Обязательных Постановлениях по портам Азовского моря 

необходимо указать рекомендованные районы смены балласта для судов, 

выполняющих каботажный переход в Азовском море (корректировать 

данные районы на основании исследований акватории Азовского моря на 

наличие индикаторных микробов, определяющих стандарт качества 

балластной воды). При переходе из Черного моря смену балласта 

проводить на расстоянии не менее 50 морских миль от ближайшего берега 
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и в местах с глубиной моря не менее 200 метров и не проводить 

дополнительную смену балласта в Азовском море; 

3. разработать Порядок оперативного информирования 

санитарно-карантинной службы и администраций портов о различных 

чрезвычайных ситуациях биолого-социального характера в бассейнах 

Средиземного, Черного и Азовского морей. 

 

*** 

 

К СОВЕРШЕНСТВОВАНИЮ ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКОГО 

НАДЗОРА ЗА ХОЛЕРОЙ 

 

В.Н. Савельев, А.Н. Куличенко, И.В. Савельева, О.В. Малецкая, 

Е.И. Савельева 

ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ставрополь 

 

Эпидемиологический надзор за холерой в России включает: 

выявление больных с подозрением на холеру на всех этапах медицинской 

помощи населению, мониторинг возбудителя инфекции среди людей и в 

объектах окружающей среды, выявление больных с диарейным 

синдромом на железнодорожном и автомобильном транспорте в пунктах 

пересечения Государственной границы, на воздушном и водном 

транспорте, совершающем рейсы из стран, неблагополучных по холере,  и  

осуществляется в соответствие с СП 3.1.1.2521 – 09 «Профилактика 

холеры. Общие  требования к эпидемиологическому надзору за холерой на 

территории Российской Федерации» в отношении холеры, обусловленной 

типичным токсигенным Vibrio cholerae Еl Тor, Vibrio cholerae classical, 

Vibrio cholerae O139.  

Эволюция возбудителя седьмой пандемии холеры, начавшейся в 

1961 г. на о. Сулавеси  (Индонезия), за более чем 50-летний период 

привела к возникновению в 90-е годы его генетически измененных 

(гибридных) вариантов, в геноме которых помимо эльторовских (ctxB
El

, 

rstR
El

, rstC) содержатся гены профага CTX
Cl

phi- ctxB
Cl

 и rstR
Cl

 

[8,9,10,11,12,14,15]. К настоящему времени  геноварианты  Эль Тор, 

обладающие значительным по сравнению с типичным биоваром, 

эпидемическим потенциалом, стали доминирующими возбудителями 

эпидемий холеры в странах Африки и Азии [13,16,], а в октябре 2010 г., 

вследствии выноса инфекции из Азии в страны Карибского бассейна 

вызвали на Гаити самую крупную по охвату территории и числу 

заболевших и умерших эпидемию холеры в мире, сравнимую с эпидемией 

холеры в странах Латинской Америки в 1991 г. [17]. В Российской 
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Федерации подобная эпидемия холеры зарегистрирована в Республике 

Дагестан в 1994 г. и вспышка в 1998 г., возбудитель которой в момент 

выделения в соответствие с действующими МУК был идентифицирован 

как Vibrio cholerae O1 biotype Еl Тor, Ogawa (ctx+), а в 2009 г. – методом 

ПЦР- анализа как гибридный вариант биовара Эль Тор [1,4]. В 

последующие годы в Российской Федерации отмечены случаи заноса 

холеры, этиологическим фактором которой были гибридные варианты 

биовара Эль Тор,  в Омск (1994 г.), Приморский край (1999 г.), Татарстан 

(2001 г.), Башкортостан (2004 г.), Тверь (2005 г.), Мурманск (2006 г.), не 

имевшие больших эпидемиологических осложнений. Последние такие 

заносы авиарейсом из Индии в Москву зарегистрированы в 2010 и  

2012 гг., когда от 4 больных диареей, прилетевших этим рейсом, был 

выделен гибридный вариант Vibrio cholerae О1 biotype Еl Тor, Ogawa [3, 7] 

Обнаружение генетически измененных (гибридных) вариантов  

холерного вибриона, обусловивших самую крупную эпидемию в 1994 г. в 

Российской Федерации (в Дагестане) за всю историю седьмой пандемии, 

явилось основанием для изучения биологии, молекулярно-генетической 

организации их генома, а также клинических и эпидемиологических 

особенностей холеры Эль Тор. Получены следующие результаты 

микробиологических, молекулярно- генетических исследований генома, а 

также изучения клинических и эпидемиологических особенностей  

обусловленной ими холеры Эль Тор. 

Из данных, представленных в таблице 1, следует, что независимо от 

места и времени изоляции штаммов изучаемых микроорганизмов на 

Кавказе, они являются грамотрицательными, аспорогенными, 

полиморфными прямыми или слегка изогнутыми палочками, активно 

подвижными с одним полярно расположенным жгутиком, 

индофенолоксидазоположительными, ферментирующими глюкозу в 

аэробных и анаэробных условиях до кислоты (без газа), расщепляющими 

маннозу, сахарозу, манит, не активными в отношении к лактозе, 

арабинозе, дульциту, инозиту, декарбоксилирующие лизин и орнитин, не 

обладающими аргининдегидролазой, агглютинирующимися холерной 

сывороткой О1 серогруппы и О типовой Ogawa и, таким образом, 

таксономически относятся к роду Vibrio семейства Vibrionaceae, виду 

Vibrio choleraе О1 серологической группы серовару Ogawа. Вместе с тем 

оказалось, что, если типичные токсигенные холерные вибрионы О1 

серологической группы (выделенные в 1970-1990 гг.) фенотипически 

были биоваром Эль Тор (устойчивы к 50 ЕД полимиксина В, 

агглютинировали эритроциты морской свинки, образовывали 

ацетилметилкарбинол в реакции Фогес-Проскауэра, лизировались 

диагностическим монофагом Эль Тор II), то часть (48,7%) штаммов 

генетически измененных вариантов имели смешанные фенотипические 

свойства биовара Эль Тор и классического (таблица 2). 
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Таблица 1.  Фенотипические свойства токсигенных типичных и гибридных вариантов холерных вибрионов Эль Тор. 
 

Годы, место 

изоляции 

штаммов 

холерных 

вибрионов, (n) 

                                   Морфологические, серологические, биохимические и генетические тесты 
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1970-1989,Азер- 

байджан,      n=50 

 

 

 

Гр–     +       +       О1      –       +        –        +        +      +        –       –        –       +     ++        +        +        –      Е       Е       Е 

1970,Грузия,n=10 Гр–     +       +       О1      –       +        –        +        +      +        –       –        –       +     ++        +        +       –      Е       Е       Е 

1970-1973, 

 Дагестан,    n=35          

Гр–      +      +       О1      –       +        –        +        +      +        –       –        –       +     ++        +        +        –       Е       Е      Е 

1970-1990, Став- 

ропольский край, 

n=56 

 

Гр–      +      +       О1      –       +        –        +        +       +        –       –        –       +     ++        +        +       –       Е       Е       Е 

1993,1994,1998, 

Дагестан,     n=98 

Гр–      +      +       О1      –       +        –        +        +       +        –       –        –       +     ++        +        +       –       C       Е       Е 

1994,Ставрополь- 

ский край,     n=4 

Гр–      +      +       О1      –       +        –        +        +       +        –        –        –      +     ++        +        +       –       C       Е       Е 
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Таблица 2.  Фенотипические  свойства, определяющие биовар, у 

токсигенных типичных и гибридных вариантов эльтор. 
 

Примечание: PB – полимиксин В, 50 ЕД; ЭМС – эритроциты морской свинки, 2,5%;VP– 

реакция Фогеса-Проскауэра; ЭII – монофаг Эльтор в ДРТ; С – монофаг классический в ДРТ.   

 

Таблица 3. Молекулярно-биологическая характеристика гибридных 

и типичных вариантов холерных вибрионов Эль Тор    

Год, место выделения 

штаммов Vibrio сholerae O1, 

(n) 

     Фенотипические тесты   Биовар 

  Эль Тор 

      % 

Штам-

мов PB 
 

ЭМС VP ЭII C 

1970-1989, Азербайджан,  

n=50 

 R     +         +        +        – типичный   100      

 

1970, Грузия,   

n=10 

 R     +         +        +        – типичный    100 

 

1970-1973, Дагестан,         

n=35 

 R        +         +        +        – типичный    100 

 

1970-1975, Ставропольский 

край,                n=56 

 

 R        +         +        +        – 

 

типичный  

  100                          

 

1993- 1998, Дагестан     n=98 

                    из них:      n=40       R        +         +        +        –      типичный               41,3  

                                      n=58        RS      +–       +–      –        –      смешанный             48,7   

Пакистан                      n=5 S    –         –        –       +  классический   100 

 

Штаммы 

холерных  

вибрионов 

Генетические детерминанты генома холерного вибриона 

CTXphi 

RS

I 

RT

X 
EPI VP

I-1 

VPI-

2 

VSP

-1 

VSP

-2 
SXT 

Нуклеотидная/ 

аминокислодная 

последователь-

ность 

ctx

B 

rst

R 

rstC rtxC msh

Q 

omp

W 

tcpA VC17

58 

VC17

60 

VC01

75 

VC01

85 

VC04

90 

VC04

93 

strB, 

sul11 

dfrA1,

dfr18 

Гибридный 

вариант 

биовара 

Эль Тор, 

n= 50 

Cl El 

Cl 
+ + + 

+ 

E + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+,+ 

+,+ 

115,203(т/с)/ 

39(Н),68(Т) 

Типичный 

ток- 

сигенный 

биовар Эль 

Тор, n= 50 

El El + + + 

+ 

E + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
–,– 

–,– 

115,203(т)/ 

39(Y),68(I) 

Классическ

ий 

биовар, № 

569В, 

(референтн

ый )       

Cl Cl – – – 

– 

Cl – 

– 

– 

– 

– 

– 
–,– 

–,– 

115,203(т/с)/ 

39(Н),68(Т) 



42 
 

 

Из данных, представленных в табл. 3 следует, что 50 исследованных 

типичных токсигенных штаммов биовара Эль Тор (исходно 

регистрируемые  как доминантный возбудитель холеры Эль Тор с 1961 г. 

по 1991 г.), как и референтный штамм № 1696 (GenBank) содержат в своем 

геноме только эльторовские гены: ctxB
El

, кодирующий биосинтез 

холерного энтеротоксина 2-го типа, аминокислотная последовательность 

«В» субъединицы которого в положении 39 содержит тирозин (Y), а в 

положении 68 – изолейцин; rstR
El

 в области RSII и в профаге RSI; rstC в 

профаге RSI; rtxC  кластера RTX;  гены mshQ и ompW; tcpA
El

; VC1758 и 

VC1760; VC0175 и VC0185; VC0490 и VC0493 свидельствуют о 

присутствии  соответственно острова персистенции (EPI), патогенности 

(VPI-1и 2) и пандемичности (VSP-1 и 2).  

Изучаемые гибридные варианты биовара Эль Тор в своем геноме, 

как и типичные токсигенные холерные вибрионы Эль Тор, содержат, 

помимо эльторовских, гены классического биовара (ctxB
Cl

 и rstR
Cl

 ), a 

также остров персистенции (EPI), патогенности (VPI-1 и 2) и 

пандемичности (VSP-1 и 2), но только у гибридных вариантов биовара Эль 

Тор обнаруживался интегративный и коньюгативный элемент SXT с 

генами резистентности к стрептомицину (strB), cульфаметоксазолу  

(sul11),триметаприму (dfrA1).  

Известно, что в основе патогенетического механизма развития 

холерной инфекции, её клинических проявлений лежат биологические 

особенности этиологического фактора [6]. Установлено, что 

патогенетические особенности типичного (действие на энтероциты тонкой 

кишки холерного токсина второго типа) и гибридного варианта холерного 

вибриона эльтор (действие на энтероциты тонкой кишки холерного 

токсина первого типа) определили характер и выраженность клинических 

проявлений инфекционного процесса (таблица 4).  
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Таблица 4. Количество случаев и тяжесть течения холеры, вызванной 

типичными (1) и гибридными вариантами (2) холерного вибриона Эль Тор 
 

 

Анализируя представленные в таблице 4 данные, можно придти к 

выводу, что холера, обусловленная типичными токсигенными холерными 

вибрионами Эль Тор (генотип II), имеет более легкое течение 
(89,8%случаев) по сравнению с заболеваниями, вызванными гибридными 

вариантами Эль Тор (60,7 % случаев легких форм). Течение болезни 

средней тяжести и тяжелое наблюдалось соответственно в 8,8 % и 8 % 

(типичный Эль Тор) и в 21,5 % и 18 % (гибридный вариант Эль Тор). 

Число летальных исходов при холере, вызванной типичным холерным 

вибрионом Эль Тор, не зарегистирировано в 1990 г. в г. Ставрополе; в 

Дагестане оно составило менее 1 % в 1970-1981 гг.  При холере, 

обусловленной гибридными вариантами Эль Тор, этот показатель составил 

в среднем по Дагестану в 1994 г. 1 % и 4,8 % по некоторым районам 

республики.  
Таким образом, холера, обусловленная гибридными вариантами 

холерного вибриона Эль Тор, по своему клиническому течению 

соответствует классической (азиатской) холере, при которой число 

больных с обезвоживанием III-IУ степени составило 35,9%. 

Изучая зависимость характера эпидемического процесса от 

биологических свойств различных вариантов токсигенных вибрионов Эль 

Тор, мы пришли к выводу [6], что эпидемический тип проявления холеры 

Эль Тор обусловливается как типичным V. cholerae O1 biotype Еl Тor  

(Hly
–
, ctx

+ 
), так и гибридными вариантами холерного вибриона Эль Тор с 

генетической формулой ctxB
Cl

, rstR
El

, rstR
Cl

, rstC. При этом показатели 

заболеваемости и инфицированности при холере, вызванной типичными 

токсигенными холерными вибрионами Эль Тор, колебались, 

соответственно, от 0,5 до 19,6 и от 0,5 до 28,0 на 100 тыс. населения, а 

обусловленные гибридными вариантами холерного вибриона Эль Тор – 

соответственно  55,8 и  117,6  на 100 тыс. населения. В некоторых районах 

Дагестана в 1994 г. показатели инфицированности населения гибридными 

Тяжесть течения холеры Эль Тор 

Количество случаев 

1 2 

г. Ставрополь, 1990г. Дагестан, 1994 г. 

абс. % абс. % 

Легкое течение (Ι-ΙΙ степень дегидратации) 44 89,8 687 60,7 

Течение средней тяжести (ΙΙ-ΙΙΙ степень  

дегидратации ) 
4 8,8 241 21,5 

Тяжелое течение (ΙΙΙ-ΙV степень  

дегидратации ) 
1 8,0 201 18,0 

Вибриононосители 21 30,0 1240 58,6 

Летальный исход 0 0 24 1,0 
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вариантами Эль Тор были еще выше – 568,1 на 100 тыс. населения  

(г. Избербаш) и 697,5 на 100 тыс. населения (Каякентский район) [2]. 

Механизм заражения типичным или гибридным вариантом 

холерного вибриона Эль Тор один – фекально-оральный. Однако основной 

путь реализации этого механизма для типичного холерного вибриона Эль 

Тор – водный (97 %) в г. Ставрополе в 1990 г. и 80 % в Дагестане в 1970-

1981 гг), а для гибридного варианта Эль Тор – контактно-бытовой (58,3 % 

в Дагестане в 1994 г.). Контактно-бытовой путь передачи возбудителя 

болезни был доминирующим в горных районах Дагестана в 1994 г., его 

удельный вес достигал 64,6 – 96,4 % (Шалинский, Тляратинский районы) 

[3]. При этом процент очагов с двумя и более случаями холеры, 

обусловленной типичными холерными вибрионами Эль Тор, составил  

22 % (г. Ставрополь, 1990 г.). Первичные заражения здесь 

реализовывались непосредственно в семьях, все члены которых 

находились в одинаковых условиях водопользования родниковой водой, 

контаминированной типичными холерными вибрионами Эль Тор. Этот 

показатель оказался значительно более низким (12%) в Дагестане в 1970-

1981 гг., когда первичные заражения реализовывались за пределами 

семейного очага при употреблении для питья и хозяйственно-бытовых 

нужд воды поверхностных водоемов, контаминированных типичными 

вибрионами Эль Тор. Семейные очаги вообще не были зарегистрированы 

при спорадической заболеваемости холерой, вызванной типичными 

вибрионами Эль Тор. 

В период эпидемии холеры в 1994 г. в Дагестане, вызванной 

гибридными вариантами Эль Тор, осуществлялся занос холеры в семью с 

последующим  распространением среди ее членов при реализации 

бытовых факторов передачи в условиях низкого санитарного уровня 

проживающего населения, свидетельством чего являются находки 

гибридного варианта Эль Тор в очагах в смывах с кухонного стола, 

умывальника, унитаза, ручек дверей в туалете. Анализ 84 очагов холеры в 

Дербенте и 38 очагов в сельской местности Дербентского и Каякентского 

районов показал, что процент очагов с двумя и более случаями 

инфицированности (больные и вибриононосители) оказался довольно 

высоким и составил  в Дербенте 37,6 %, а в сельской местности – 43,3 %. 

Имели место и очаги с 4-7 случаями. В целом по республике очаговость 

составила: на трех административных территориях – 25,1 %, на четырех – 

41,8 %, на двадцати четырех – 50,2-94,7 % [2]. 

Выявленные клинико-эпидемиологические особенности холеры, 

вызванной типичными или гибридными вариантами вибрионов Эль Тор, 

обусловлены их биологическими свойствами, связанными со спецификой 

молекулярно-генетической организации данных микроорганизмов.  

Таким образом, получены данные, позволяющие оптимизировать 

эпидемиологический надзор за холерой, обусловленной генетически 
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измененными (гибридными) вариантами биовара Эль Тор по следующим 

направлениям: 

– для обеспечения мер, направленных на своевременное выявление 

заносных и местных случаев холеры необходимо совершенствование 

лабораторной диагностики, направленной на выделение как типичных 

токсигенных, так и генетически измененных вариантов холерных 

вибрионов биовара Эль Тор бактериологическим методом с молекулярно-

генетической идентификацией выделенных микроорганизмов; 

– мониторинг холерных вибрионов у людей и в объектах 

окружающей среды должен  быть расширен до молекулярно-генетического 

мониторинга выделяемых в ходе бактериологического исследования проб 

биологического материала или воды поверхностных водоемов холерных 

вибрионов с обнаружением в их геноме фрагментов генов патогенности, 

кодирующих биосинтез холерного энтеротоксина классического или Эль 

Тор типа; 

–  установленный факт более тяжелого течения холеры (количество 

больных с обезвоживанием III-IY степени может достигать до 40% вместо 

обычно наблюдаемых 15-20%, с охватом значительных территорий, 

длительности эпидемии, обусловленной гибридными вариантами биовара 

Эль Тор, предполагает внести в программу эпидназора коррективы в 

планирование формирования  в ЛПУ госпитальной и лабораторной баз на 

случай выявления больного с симптомами холеры. Это касается расчета 

мощности (в сторону увеличения) специализированных инфекционных и 

провизорных госпиталей, изолятора, их штатно-организационной 

структуры, оснащения  «холерными» койками, обеспечения средствами 

патогенетической и этиотропной терапии, защитной одеждой и 

дезинфицирующими средствами. Необходимо также предусмотреть 

увеличение мощности входящих в лабораторную базу бактериологических 

лабораторий, их материально - техническое обеспечение, 

укомплектованность кадрами. 

– учитывая преимущественно контактно-бытовой и пищевой пути 

передачи возбудителя холеры с генетически измененными свойствами, 

наблюдаемые в Республике Дагестан в период эпидемии холеры в 1994 г., 

необходимо  усиление контроля обеспечения режима биологической 

безопасности работы в инфекционном и провизорном госпиталях, 

изоляторе, бактериологических лабораториях и других медицинских 

организациях, независимо от их ведомственной принадлежности, а также в 

очагах холеры.  
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НОВОЙ ГИС ДЛЯ РЕТРОСПЕКТИВНОГО И 

ОПЕРАТИВНОГО АНАЛИЗА СВОЙСТВ ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ  

О1, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ОБЪЕКТОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ НА 

ТЕРРИТОРИИ РОССИИ 
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В системе эпидемиологического надзора за холерой для 

прогнозирования эпидемической обстановки, своевременного определения 

направленности и объема профилактических мероприятий на каждой 

конкретной административной территории важнейшее значение 

приобретает наличие многолетних пополняемых данных о циркуляции и 

свойствах V. сholerae О1 и О139 в объектах окружающей среды. 

Результаты мониторинга холерных вибрионов на территории бывшего 

СССР отражены в Справочнике-кадастре, данные которого охватывают  

период с 1970 г. по 1988 г. [1], а на территории Российской Федерации - в 

ГИС (геоинформационная система) 2005-2008 гг. [4]. Изучение холерных 

вибрионов на территории Российской Федерации по расширенному набору 

генов патогенности послужило основанием для создания новой единой и 

пополняемой ГИС «Распространение холерных вибрионов в объектах 
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окружающей среды на территории Российской Федерации с 1989 г. по 

2014 г.», которая разрабатывалась поэтапно. Полученные данные по 

количеству и характеристике выделенных штаммов холерных вибрионов 

О1 и О139 серогрупп собраны в электронные таблицы, которые имеют 

ретроспективную и перспективную направленность. ГИС позволяет 

пополнять ее новыми свойствами выделенных штаммов в единой системе, 

обрабатывать и анализировать информацию по схожести и различию 

штаммов и по пространственной характеристике их обнаружения.  

Наряду с ежегодным выделением на территории России 

атоксигенных штаммов V. сholerae О1 обращает на себя внимание 

появление клонов, не имеющих полный кластер коровой области CTXφ, но 

имеющие кластер VPI (tcp и toxT). Штаммы с такой структурой генома 

могут приобретать токсигенность в результате фаговой конверсии [2]. 

Нельзя обойти вниманием и то, что культуры V. cholerae О1 ctxA
-
tcpA

+ 

выделялись от больных и носителей в Ростовской области (2005 г.) и 

Республике Калмыкия (2011 г.) [3].  

Целью нашего исследования явилось проведение с помощью ГИС 

«Распространение холерных вибрионов в объектах окружающей среды на 

территории Российской Федерации с 1989-2014гг.»  целенаправленного 

информационного «среза» по анализу особенностей выделения и 

сравнительной фено- и генотипической характеристике штаммов холерных 

вибрионов ctxA
-
tcpA

+
. 

Данные ГИС, полученные по введенным заданным параметрам, 

показали, что на территории Российской Федерации в период с 2002 по 

2013 гг. из объектов окружающей среды был выделен 61 штамм V. сholerae 

О1 , не содержащий гена ctxA, но имеющий ген tcpA, из них серовара Огава 

– 59 штаммов, Инаба – 1, Гикошима – 1. В 2002 г. изолировано 3 штамма, в 

2003 г. – 22, в 2005 г. – 10, в 2007 г. – 3, в 2011 г. – 7, в 2012 г. – 12, в  

2013 г. – 4. 

При изучении территориального распределения штаммов ctxA
- 
tcpA

+
 

обнаружено, что в указанный период наибольшее количество таких 

культур изолировано на территории Республики Калмыкия (42) и в 

Ростовской области (16), а также регистрировались единичные случаи 

выделения на территории Алтайского (1) и Хабаровского (2) краев.  

У отобранных штаммов преобладали следующие фаготипы: 13 (23 

штамма), 5 (4 штамма), 15 (1 штамм), 14 (1 штамм),  32 штамма не 

типировались.  

Наибольший интерес представляет Республики Калмыкия, на 

территории которой в период с 2002 по 2013 годы регистрировались 

штаммы с генотипической характеристикой ctxA
- 

tcpA
+
. В 2003 году 

изолирован 31 штамм V. cholerae O1, из них 22 штаммов имели 

интересующую нас характеристику, в 2011 г. из 52 - 6 штаммов, в 2012 г. 

из 35 – 12 штаммов, в 2013 г. из 27 – 2 штамма.  
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Что касается  Ростовской области, то указанными свойствами 

обладали: 3 штамма из 9 выделенных штаммов V. cholerae O1 в 2002 г., 

соответственно 10 из 16 (2005 г.), и 3 из 6 штаммов (2007 г.).  

Новая ГИС позволяет провести сравнительный анализ свойств 

штаммов с разным набором генетических детерминант дополнительных 

токсинов, количество и уровни, экспрессии которых могут различаться от 

штамма к штамму. В качестве примера нами проиллюстрированы 

особенности генетической организации  культур, которые были выделены 

в 2012-2013гг. в Республике Калмыкия и представлены пятью генотипами 

(таб. 1). 

 

Таблица 1. Генотипическая характеристика штаммов V. сholerae O1 

El Tor, выделенных на территории Республики Калмыкия в 2012-2013 гг. 
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1 20

12 

63 А - + + + + + + + - + + - 

2 20

12 

89, 95, 

110,111,117,1

28 

В - + + + - - - - - + + - 

3 20

12 

116, 

117(ЦГиЭ), 

124, 127, 

128(ЦГиЭ) 

С - + + + - + - - + + + - 

4 20

13 

43 D - + + + - + + + - + - - 

5 20

13 

117 Е - + + + - + + + - - + + 

6 20

13 

286, 287 F - + + + + + + - - + + - 

 

Большинство штаммов, выделенные в 2012 году, имели гены: 

tcpAelt, toxT, nanH, mshA, attRS, rtxC, rtxA, hcp, cef, int, toxR, hapA, vasK, 

vasF, vasA, toxR, wbe и не содержали гены профагов CTX и RS1(ctxA, 

ctxBelt/class, cep, orf, zot, ace, rstR, rstA, rstB, rstC), а также  vcsD, tcpAclass, 

tcpAenv, tcpAclac, vcpD, slt1, tdn, trh, wbf, vce, acd-rtxA, acd-vgrG1, pbd-

vgrG3, vcsN2, vcsC2, vcsV2, stn/sto. Один штамм с генотипом А, 

выделенный в 2012 году, и четыре штамма с генотипами D, E и F, 

выделенные в 2013 году, отличались между собой по наличию или 

отсутствию одного-двух генов. Штамм № 63, выделенный в 2012 г., 

содержал гены vce, nanH и mshA, но не содержал ген stn/sto. Штаммы №№ 

43, 117, изолированные в 2013 г., не содержали ген vce, в то время как 
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штамм №43 содержал nanH и не содержал mshA и stn/sto, а штамм №117 

не содержал nanH, но содержал mshA и stn/sto. Штаммы №№ 286, 287 с 

генотипом F, выделенные в 2013 году, были идентичны и содержали ген 

vce, nanH, но не содержали pbd-vgrG3 и stn/sto. 

Отсутствие закономерности в динамике обнаружения исследуемых 

штаммов на территории Российской Федерации в водных экосистемах, 

преимущественное выделение на территории Республики Калмыкия на 

протяжении 1-3 лет (2011-2013 гг.) и в Ростовской области в течение 1 года 

(2002 г., 2005 г., 2007 г.), а также спорадическое обнаружение таких 

культур в других географических зонах свидетельствует о завозном 

происхождении штаммов и возможности их непродолжительного 

сохранения (переживания) в водоемах в благоприятных климато-

географических условиях.  

Таким образом, использование ГИС «Распространение холерных 

вибрионов в объектах окружающей среды на территории Российской 

Федерации с 1989-2014 гг.» позволяет проводить пространственный и 

временной ретроспективный анализ, дает возможность выявления 

особенностей циркуляции штаммов с определенными свойствами и 

проведения сравнительной характеристики генетической организации этих 

штаммов.  

Пополнение ГИС данными, полученными при проведении 

дальнейших мониторинговых исследований объектов окружающей среды 

и изучении генома штаммов, позволит проводить прогнозирование 

эпидемической обстановки, своевременное определение направленности и 

объема профилактических мероприятий на каждой конкретной 

административной территории в системе эпидемиологического надзора за 

холерой. 
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В.В. Балахнова, Э.Г. Цедова, А.А. Алиева 

ФКУЗ «Северо-Кавказская ПЧС» Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Ростов-на-Дону 

 

 

На территории Южного и Северо-Кавказского федеральных округов 

сохраняется  напряженная эпидемиологическая обстановка по широкому 

спектру природно-очаговых и особо опасных инфекционных болезней, 

особенно по холере. В целях обеспечения эпидемиологического 

благополучия, предупреждения  возникновения и распространения 

заболевания холерой среди людей специалисты ФКУЗ «Северо-Кавказская 

противочумная станция» совместно с ФКУЗ «Ростовский-на-Дону 

противочумный институт» осуществляют мероприятия по санитарно-

эпидемиологическому  надзору за холерой.  

В системе эпидемиологического надзора за холерой  одно из 

ключевых мест занимает мониторинг  контаминации  холерными 

вибрионами О1 и О139 серогрупп поверхностных водоемов и других 

объектов окружающей среды  на административных территориях, 

различных по типам эпидемических проявлений, в соответствии с 

районированием субъектов Российской Федерации. Ростовская область по 

эпидемическим проявлениям  холеры относится к территории I типа. 

Одним из критериев, по которому нашу область относят к I типу, является 

максимальное число лет ежегодного выделения холерных вибрионов из 

воды поверхностных водоемов и сезонность обнаружения вибриофлоры в 

водных объектах.  

В связи с этим, ежегодно с мая по сентябрь в Ростовской области  

проводится мониторинг воды открытых водоемов на загрязнение 

холерными вибрионами различных серогрупп.  

За последние 5 лет (2009-2013 гг.)  сотрудниками «Северо-

Кавказской противочумной станции» было выделено 19 атоксигенных 

гемолизпозитивных штаммов V. сholerae О1 серогруппы биовара Эль Тор, 

сероваров Огава и Инаба из воды поверхностных водоемов (стационарные 

точки отбора проб воды - реки Дон  и Темерник).   

 На протяжении всего периода мониторинга также было изолировано  

353 культуры, идентифицированных как V. cholerae non O1/non О139 
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серогруппы.  

С наступлением теплого периода 2013 года данная работа была 

продолжена. В ходе проведения исследования проб воды поверхностных 

водоемов реки Дон и Темерник в конце июня – начале июля были 

выделены 4 штамма, из них 3 - V. cholerae O1 серогруппы биовара Эль Тор 

серовара Огава и  1 штамм V. cholerae O1 серогруппы биовара Эль Тор 

серовара Инаба. Данные культуры как при выделении, так и при 

последующей идентификации в НИПЧИ обладали типичными свойствами, 

агглютинировались до титра О1 холерной диагностической и одной 

серовароспецифической сыворотками, были гемолизпозитивны в пробе 

Грейга. Все изоляты протестированы в ПЦР в режиме  «Real –time» и  не 

содержали ген ctx AB.  

По данным литературы известна способность холерных вибрионов 

длительно персистировать в объектах окружающей среды, в частности в 

воде поверхностных водоемов. Установить такое «переживание» 

вибриофлоры  в воде может использование мультилокусного VNTR- 

анализа ДНК. Стабильность  VNTR – маркеров возбудителя обеспечивает 

определение  генетической  характеристики  штаммов вибрионов,  

выделяемых из клинического материала и из объектов окружающей среды 

целого региона.  

В результате VNTR- типирования первого  атоксигенного (ctx-  tcp- ) 

штамма установлено, что локус VcA  содержит 15 повторов,  VcC  - 9,  

VcD  - 5, VсG – 1. Локус  VcB у данного штамма отсутствует.  Согласно 

кластерному анализу, проведенному с использованием базы данных 

Геоинформационной системы «Холера. Штаммы – VNTR» (Свидетельство 

об официальной регистрации №2007620389) установлено, что указанный 

штамм полностью идентичен штаммам, выделенным из реки Дон и реки 

Темерник в 2009 и 2011 годах. При VNTR-типировании второго 

атоксигенного холерного штамма установлено, что локус VcA данной 

культуры содержит 8 повторов, VcC  - 14,  VcD  - 6 , VсG – 1. Локус VcB 

также  отсутствует. Штаммы указанного генотипа ранее не встречались, и  

генетически близкородственных культур выявлено не было.  

Данное исследование доказывает уникальные способности холерных 

вибрионов к долговременному существованию и персистированию в воде 

поверхностных водоемов, что говорит о необходимости постоянного 

проведения мониторинга для своевременного выявления потенциально 

опасных клонов, выяснения происхождения и судьбы выделенных 

культур. Возможность контрольного слежения за ними в различных 

экосистемах обеспечивает использование тончайших механизмов  VNTR – 

типирования штаммов.  

Таким образом, в поверхностных водоемах г. Ростова-на-Дону (реки 

Дон и Темерник)  была установлена  циркуляция атоксигенных штаммов 

V. cholerae O1 сероваров Огава и Инаба. Вместе с тем, в течение 
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проведения мониторинга не были выявлены штаммы V. cholerae O139 

серогруппы. 

 По литературным данным выделенные  водные штаммы холерных 

вибрионов не О1/не О139 серогрупп могут являться резервуаром генов 

дополнительных факторов патогенности. 

Проведенная специалистами ФКУЗ «Северо-Кавказской ПЧС» 

работа в 2013 году свидетельствует о необходимости постоянного 

бактериологического контроля вод поверхностных водоемов города, что 

является неотъемлемой частью эпидемиологического надзора за холерой. 
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Первое десятилетие 21 века характеризуется крупными эпидемиями 

и вспышками холеры и устойчивой тенденцией роста мировой 

заболеваемости холерой (1). Дальнейшая эволюция возбудителя холеры в 

эндемичных странах привела к появлению штаммов, сочетающих в себе 
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признаки классического и Эль Тор биовариантов, которые получили 

дополнительные селективные преимущества для проникновения и 

закрепления их на новых территориях (2). О масштабах эпидемических 

осложнений, которые могут вызывать такие атипичные «гибридные» 

штаммы, свидетельствует вспышка холеры в регионе Карибского бассейна 

в 2010-2011 годах. 

В этих условиях мониторинг объектов окружающей среды за 

контаминацией возбудителем холеры имеет важное эпидемиологическое 

значение. Актуальность этому на территории Хабаровского края придает 

эпидемическое неблагополучие по холере на сопредельной территории 

(КНР), постоянная миграция населения, высокая вероятность завоза 

холеры через речные порты Хабаровского края, массивное загрязнение 

пограничной р. Амур водами рек (притоков р. Амур) Китая, несущих 

неочищенные и необеззараженные хозяйственно-бытовые и 

промышленные стоки. Все это обусловливает высокую вероятность 

эпидемических осложнений по холере, связанную, прежде всего, с 

реализацией водного пути передачи инфекции. 

В системе эпиднадзора за холерой для прогнозирования 

эпидемиологической обстановки на каждой конкретной административной 

территории важнейшее значение приобретает наличие многолетних 

данных о циркуляции холерных вибрионов в объектах окружающей среды 

и их биологических свойствах. Хабаровская противочумная станция 

проводит наблюдение за вибриофоном поверхностных водоемов в г. 

Хабаровске с 1958 года. Результаты этого мониторинга свидетельствуют о 

постоянной циркуляции холерных вибрионов не О1/не О139 в воде 

поверхностных водоемов и в хозяйственно-бытовых сточных водах. 

Выявление холерных вибрионов О1 серогруппы в 1995-2006 гг. из воды р. 

Амур свидетельствовало о наличии благоприятных экологических условий 

для холерного вибриона и формировании так называемого «немого очага» 

холеры в черте г. Хабаровска (2). Эпидемическое благополучие населения 

объяснялось тем, что все культуры О1 серогруппы были авирулентными 

по фаговому тесту и пробе Грейга (т.е. вызывали гемолиз эритроцитов 

барана) и не содержали генов ctxAB и tcpA при тестировании в ПЦР.  

При проведении эпидемиологического надзора за холерой в г. 

Хабаровске и Хабаровском районе в 2013 году осуществлялся 

бактериологический контроль объектов окружающей среды: река Амур, 

малые реки и озера, хозяйственно-бытовые сточные воды (12, 8, 2 

стационарные точки наблюдения соответственно). В течение мая-сентября 

было исследовано 310 проб воды из реки Амур, 228 проб – из малых 

водоемов, 101 проба сточной воды.  

Первые находки холерного вибриона не О1/не О139 серогрупп в 

воде поверхностных водоемов (р. Амур) зарегистрированы во второй 

декаде мая при температуре воды 12-15 °С и рН 7,0. В предпаводковый 
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период процент высеваемости V. cholerae не О1/не О139 группы из проб 

воды поверхностных водоемов составил 4,7%, хозяйственно-бытовых 

сточных вод – 5,5%. При повышении температуры воздуха (до 21-27°С) и 

уровня воды в водоемах в августе-сентябре («период паводка») 

зарегистрирована и максимальная контаминированность  холерным 

вибрионом воды поверхностных водоемов – 24,22%, сточных вод – 20%. 

Изучение биологических свойств выделенных холерных вибрионов 

не О1/не О139 показало, что все они были типичными по культурально-

морфологическим свойствам. Штаммы V. cholerae не О1/не О139, 

выделенные из различных объектов, практически не отличались по 

биохимической активности. Все они характеризовались принадлежностью 

к 1-ой группе Хейберга, ферментировали до кислоты глюкозу, сахарозу, 

маннозу, маннит, не разлагали инозит, арабинозу, содержали 

декарбоксилазу лизина и орнитина, не обладали дегидролазой аргинина и 

уреазой, расщепляли крахмал, образовывали ацетилметилкарбинол в 

реакции Фогес-Проскауэра. Штаммы холерного вибриона не О1/не О139 

группы не агглютинировались специфическими холерными сыворотками 

О1, Инаба, Огава, RO и О139, были резистентны к фагам C, eltor, ХДФ-

3,4,5. 

16 июля 2013 года при исследовании проб воды, отобранных в 

стационарной точке «р. Черная у п. Черная речка», было изолировано две 

культуры, идентифицированные как Vibrio choleraе El Tor Ogava. Обе 

культуры типичны по тинкториальным, культурально-морфологическим, 

биохимическим свойствам, агглютинируются до титра холерными О1 и 

Огава сыворотками, давали специфическое свечение в реакции 

иммунофлуоресценции, вызывали гемолиз эритроцитов барана в пробе 

Грейга. Оба штамма лизировались классическим холерным фагом в 

разведении 10
-1

, тогда как при оценке чувствительности к 

диагностическому фагу эльтор один из штаммов (V. choleraе El Tor № 286) 

лизировался только цельным фагом, второй (V. choleraе El Tor № 287) - в 

разведении 10
-2

.  

Оценка эпидемической значимости в ПЦР с учетом результатов в 

режиме реального времени показала наличие в геноме штаммов V. cholerae 

El Tor О1 гена tcpA, детерминирующего биосинтез основной структурной 

субъединицы токсин-корегулируемых пилей адгезии холерного вибриона, 

при отсутствии гена холерного токсина ctxА, что давало основание 

расценить данные штаммы как потенциально эпидемически опасные.  

При получении информации от ФКУЗ «Хабаровская противочумная 

станция» Роспотребнадзора об обнаружении в исследованных пробах воды 

реки Черной двух культур V. choleraе El Tor при Управлении 

Роспотребнадзора по Хабаровскому краю (далее Управление) в течение 

двух часов был создан оперативный штаб, в состав которого вошли 

представители всех заинтересованных министерств и ведомств. Решением 
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внеочередного заседания санитарно-противоэпидемической комиссии 

Правительства Хабаровского края 20.07.2013 г. утвержден план 

мероприятий по предупреждению возникновения и распространения 

острых кишечных инфекций среди населения г. Хабаровска и 

Хабаровского района, с конкретными сроками исполнения, и направлен в 

министерства и ведомства.  

С привлечением специалистов министерства природных ресурсов 

края и министерства сельского хозяйства и продовольствия края проведено 

картографирование мест сброса, объемов канализационных сточных и 

ливневых вод, несанкционированных сбросов канализационных сточных 

вод в р. Черная и ее притоков, точек сброса и объемов сточных вод от 

животноводческих комплексов, находящихся в бассейнах рек Черная, 

Сита. С учетом полученных данных увеличено количество 

мониторинговых точек и кратность отбора проб воды (ежедневно) 

поверхностных водоемов для исследования на холеру в пределах г. 

Хабаровска, Хабаровского района и из реки Черная, проводимых на 

лабораторной базе учреждений Роспотребнадзора. Медицинской службой 

Восточного Военного Округа так же проводились микробиологические 

исследования сточных вод от военных гарнизонов, расположенных в 

бассейне рек Черная, Сита. 

Управлением направлены предложения Главам администрации г. 

Хабаровска и Хабаровского района по улучшению санитарно-

эпидемиологической обстановки и введении ограничительных 

мероприятий на использование реки Черной в рекреационных целях в 

части запрета купания и ловли рыбы. 

Управлением подготовлено Постановление главного 

государственного санитарного врача по Хабаровскому краю о проведении 

обязательного лабораторного обследования на холеру категорий граждан, 

определенных требованиями санитарного законодательства. Приведена в 

готовность госпитальная база в г. Хабаровске и Хабаровском районе для 

больных опасными инфекциями – инфекционного и провизорного 

госпиталей, изолятора, а также готовность лечебно-профилактических 

учреждений, станций и пунктов скорой медицинской помощи, 

бактериологических лабораторий, учреждений дезинфекционного 

профиля. 

23.07.2013 г. состоялось заседание санитарно-противоэпидемической 

комиссии Правительства Хабаровского края, на котором были заслушаны 

отчеты заинтересованных министерств и ведомств, Администрации г. 

Хабаровска  и Хабаровского района по  выполнению плана мероприятий. 

Во исполнение Решения санитарно-противоэпидемической комиссии 

Правительства Хабаровского края, администрациями г. Хабаровска  и 

Хабаровского района была продолжена работа по контролю запрета 

купания в местах массового отдыха, (в т. ч. неорганизованных) в бассейне 
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р. Черная:  проведены рейдовые мероприятия с привлечением сотрудников 

органов внутренних дел, общественных организаций и волонтеров с целью 

проведения разъяснительной работы среди населения о временном запрете 

рыбной ловли из рек Черная, Сита, Петропавловского озера. В местах 

массового отдыха населения установлено более 300 аншлагов о запрете 

купания. 

Среди населения и в местах общего пользования (доски объявлений, 

продовольственные магазины) распространены листовки и памятки по 

профилактике острых кишечных инфекций, разработанные Управлением 

Роспотребнадзора по Хабаровскому краю. 

Предприятиями жилищно-коммунального хозяйства г. Хабаровска и 

Хабаровского муниципального района проведены рейды и мероприятия по 

ликвидации несанкционированных свалок хозяйственно-бытового мусора 

и твердых бытовых отходов на подведомственных администрациям  

территориях. 

Таким образом, обнаружение впервые в гидросфере Амурского 

бассейна потенциально эпидемически опасных вариантов V.cholerae El 

Tor, содержащих гентоксин-корегулируемых пилей адгезии, и 

однократность их выделения позволяют предполагать возможность заноса 

указанного варианта холерного вибриона в водоем г. Хабаровска. Все это 

свидетельствуют о наличии в  поверхностных водоемах региона 

оптимальных для накопления V. cholerae условий и определяет 

необходимость усиления мероприятий по профилактике холеры в 

послепаводковый период.  

Благодаря своевременно проведенным профилактическим и 

противоэпидемическим мероприятиям, межведомственному 

взаимодействию органов исполнительной власти субъекта, 

муниципальных образований края, заинтересованных министерств и 

ведомств, удалось не допустить осложнения эпидемиологической 

ситуации, связанной с обнаружением в исследованных пробах воды реки 

Черной культур V. сholeraе El Tor. 
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В течение 2013 года на территории 8-ми субъектов Российской 

Федерации из поверхностных водоемов изолировано 49 неэпидемических 

гемолизпозитивных атоксигенных штаммов холерных вибрионов О1Эль 

Тор: 

Республика Бурятия – 1 штамм (пос. Наушки Кяхтинского р-на – 

река Селенга); 

Республика Калмыкия – 27 штаммов (г. Элиста – река Элистинка, 

пруды Колонский и Заячий); 

Республика Коми – 4 штамма (г. Сыктывкар – реки Сысола и 

Вычегда; пос. Зеленец и местечко Коччеярг Сыктывдинского р-на – река 

Вычегда); 

Забайкальский край – 6 штаммов (г. Чита – озеро Кенон, г. Борзя – 

река Борзя); 

Краснодарский край – 1 штамм (г. Новороссийск – Черное море на 

Суджукской косе); 

Хабаровский край – 2 штамма (Хабаровский район, поселок Черная 

Речка – река Черная); 

Иркутская область – 1 штамм (г. Усолье-Сибирское – река Ангара); 

Ростовская область – 7 штаммов (г. Ростов-на-Дону – реки Дон и 

Темерник). 

В лабораториях противочумных учреждений Роспотребнадзора и 

центров гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора изолировано 25 

(51%) и 24 (49%) штаммов соответственно. 

48 культур (98,0%) изолированы из проб воды поверхностных 
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водоемов, 1 (2,0%) – из иловых отложений. Из проб речной воды 

изолировано 18 штаммов(36,7%),прудовой – 26(53,1 %),озёрной – 

4(8,2%),морской – 1 (2,0%).Наибольшая частота изоляции холерных 

вибрионов О1Эль Тор отмечена в августе – 57,1% и июле – 22,4%. В мае, 

июне и сентябре изолировано 2,0%, 4,1% и 14,4% штаммов 

соответственно. Первый штамм был выделен в Ростовской области в пробе 

от 27 мая, последний – в Республике Калмыкия в пробе от 23 сентября. 

Доля атипичных по биологическим свойствам культур составила 

75,5% (2012 г. – 98,6%). Типичными по основным тестам, как при 

выделении, так и при последующей идентификации в НИПЧИ, были 

штаммы, изолированные в Республике Калмыкия (4 шт.), Республике Коми 

(4 шт.), Забайкальском крае (2 шт.) и Ростовской области (2 шт.). 

Выделение атипичных культур регистрировалось на протяжении 

всего периода и отмечено в водоемах всех видов, показатель изменчивости 

для сероваров Огава и Инаба составил соответственно 85,7 и 50,0%. 

Среди атипичных (37) фоновыми были культуры, в различной 

степени резистентные к диагностическому фагу Эльтор – 100%.В то же 

время 3 штамма (Ростовская область – 2, Республика Калмыкия – 1) 

лизировались фагом «С» в ДРТ. Показатель культур, атипичных по 

протеолитической активности, составил 5,4%. На долю измененных по 

комплексу признаков пришлось всего 5,4% против 66,7% в 2012 г. Не 

зарегистрировано штаммов, атипичных по агглютинации холерными 

диагностическими сыворотками, диастатической активности и реакции 

гемагглютинации. В отношении к общему числу выделенных культур (49) 

эти показатели соответственно 75,5 – 4,1 –4,1%. 

В 2013 году все штаммы как при выделении, так и при последующей 

идентификации в НИПЧИ агглютинировались до титра или ½ титра О1 

холерной диагностической сывороткой и одной из серовароспецифических 

сывороток. 

В числе изученных штаммов серовар Огава составил 71,4% (35 

штаммов), Инаба – 28,6% (14 штаммов). 

Все культуры лизировали эритроциты барана в пробе Грейга как при 

выделении, так и при последующем изучении в НИПЧИ. 

Все изоляты из объектов окружающей среды протестированы в ПЦР 

– не содержали ген ctxA.  

Обращает внимание наличие генов tcpA и toxT в геноме 4-х 

штаммов, изолированных на территории Республики Калмыкия (2) и 

Хабаровского края (2). Эти же штаммы по результатам типирования 

фагами Дрожевкиной-Арутюнова в Ростовском-на-Дону НИПЧИ отнесены 

к 13 фаговару. Остальные штаммы (45) указанными фагами не 

типировались. 

Изоляты 2013 года в 100% случаев не лизировались фагами ctx+ и 

ctx-. 
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При определении чувствительности культур холерных вибрионов к 

антибактериальным препаратам минимальная резистентность отмечена к 

ципрофлоксацину – 5,2% (2 штамма) и доксициклину 7,8% (3 шт.), 

максимальная – к цефотаксиму – 46,8% (15 шт.), гентамицину – 36,8% (14 

шт.) и тетрациклину – 26,3% (10 шт.). 
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Таблица Характеристика культур холерных вибрионов О1 серогруппы, изолированных из ООС на территории Российской Федерации в 2013 году 

 
№ 
п/

п 

 

Административн
ая 

территория 
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ст

о
ч
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ы

д
ел

ен
и

я 
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го
 и
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ч
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у
л
ь
ту

р
 

 
В том числе по  Т Е С Т А М   И Д Е Н Т И Ф И К А Ц И И* 

 

 
В том числе  А Т И П И Ч Н Ы Х* 

 

О1 
СЕРОВАР 

 

 

О13
9 

 

 

ГЕМОЛИЗ
* 

 

ЭПИДЕМИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ 
и генетические маркеры 
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С
Е

Г
О

*
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по  
СЕРОВАРАМ** 

 

по  
ТЕСТАМ** 
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Г
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о
ш

и
м

а 

 
- 

 
+ 

ПЦР Комплексныймет
од 
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н
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R
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ф
аг

 

эл
ь
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р
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ю
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н
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и
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О
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ы

в
о

р
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тк
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р
-ц

и
я 

ге
м

-

аг
гл

ю
ти

н
ац

и
и

 

ж
ел

ат
и

н
а 

к
р
ах

м
ал

 

ctx tcp toxT wbe
+ 

wbf- 
+ - + - + - 

и
зу

ч
ен

о
 лизис 

фагами 

ctx+ ctx- 

1. Респ. Бурятия вода 1 - 1 - - - - 1 - 1 - 1 - 1 1 1 - - 1(1) - 1(1) - 1(1) - - 1(1

) 

- 

2. Респ. Калмыкия вода 27 26 1 - - - - 27 - 27 2 25 2 2

5 

27 27 - - 23 22 1 - 23 - - - - 

3. Респ. Коми вода 4 - 4 - - - - 4 - 4 - 4 - 4 4 4 - - 0 - - - 0 - - - - 

4. Забайкальский 

край 

вода 5 1 4 - - - - 5 - 5 - 5 - 5 5 5 - - 3(1) 1(1) 2 - 3(1) - - 1(1

) 

- 

ил 1 - 1 - - - - 1 - 1 - 1 - 1 1 1 - - 1 - 1 - 1 - - - - 

5. Краснодарский 

край 

вода 1 1 - - - - - 1 - 1 - 1 - 1 1 1 - - 1 1 - - 1 - - - - 

6. Хабаровский 

край 

вода 2 2 - - - - - 2 - 2 2 0 2 - 2 2 - - 2 2 - - 2 - - - - 

7. Иркутская обл. вода 1 - 1 - - - - 1 - 1 - 1 - 1 1 1 - - 1 - 1 - 1 - - - - 

8. Ростовская обл. вода 7 5 2 - - - - 7 - 7 - 7 - 7 7 7 - - 5 4 1 - 5 - - - - 

 
В С Е Г О 

по 

Р О С С И И 

вода 48 35 13 - - - - 48 - 48 4 44 4 4
4 

48 48 - - 36(2
) 

30(1
) 

6(1) - 36(2) - - 2(2
) 

- 

ил 1 - 1 - - - - 1 - 1 - 1 - 1 1 1 - - 1 - 1 - 1 - - - - 

Всег

о 

49 35 14 - - - - 49 - 49 4 45 4 4

5 

49 49 - - 37(2

) 

30(1

) 

7(1) - 37(2) - - 2(2

) 

- 

% 2013 г. 71,

4 

28,

6 

- - - - 100,

0 

- 100,

0 

8,2 91,

8 

   100,

0 

- - 75,5 85,7 50,0 - 75,5 - - 4,1 - 

% 2012 г. 72,

6 

26,

0 

1,

4 

- - - 100,

0 

- 100,

0 

17,

8 

82,

2 

   32,9 - 4,2 98,6 98,1 100,

0 

100,

0 

86,3 8,

2 

47,

9 

20,

5 

21,

9 

Отношение 2013 г. / 2012 г.  = +1,

1 

- - - -            -1,3 -1,1 -2,0 - -1,1 - - -5,0 - 

 

Примечание:   * –  данные по результатам окончательного изучения в НИПЧИ; 

 ** –  в скобках в сочетании с другими признаками  

 

***
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РЕЗУЛЬТАТЫ МОНИТОРИНГА ОБЪЕКТОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ 

СРЕДЫ АКВАТОРИИ ТАГАНРОГСКОГО ЗАЛИВА АЗОВСКОГО 

МОРЯ И Г. РОСТОВА-НА-ДОНУ ЗА 2013 Г. НА НАЛИЧИЕ 

ХОЛЕРНОГО ВИБРИОНА И БАКТЕРИОФАГОВ 

 

 

М.В. Скачко, Н.Е. Гаевская, В.Д. Кругликов, Т.А. Кудрякова,  

И. С. Шестиалтынова, И.Т. Аверьянова, Н.В. Дроботковская 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

 

Холера продолжает оставаться одной из актуальных опасных 

инфекций. Ежегодный мониторинг водных объектов окружающей среды  

на наличие холерных вибрионов является частью эпидемиологического 

надзора за холерой на территории Российской Федерации. Завоз холеры на 

территорию Ростовской области вполне реален и существует опасность 

распространения этой инфекции [1,2]. 

Цель работы заключалась в анализе результатов мониторинговых 

исследований за 2013 г. проб поверхностных водоемов г. Ростова-на-Дону 

и Таганрогского залива Азовского моря на наличие холерных вибрионов и 

бактериофагов.  

Как и в предыдущие годы, исследования проводили по 8-

стационарным точкам отбора г. Ростова-на-Дону, закрепленных за ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, из 

которых семь точек - основные пресноводные водоёмы города, одна – 

стоки, и так же исследовали воду Таганрогского залива из 13 

стационарных точек забора.  

Выделение и идентификацию культур холерных вибрионов 

проводили в соответствии со схемой лабораторной диагностики [3,4,5]. 

Затем у выделенных штаммов V. cholerae non О1/non О139 определяли 

принадлежность к серогруппам.  

В результате мониторинга в 2013г. в период с мая по сентябрь 

включительно было исследовано 169 проб воды г. Ростова-на-Дону и в 

дальнейшем выделено 3 атоксигенных культуры V. cholerae EL Tor 

сероваров Ogava (2 штамма) и Inaba (1 штамм). Данные штаммы являлись 

гемолизположительными и не содержали генов основных факторов 

патогенности – ctxA и  tcpA, а также генов профага pre-CTX (cep, ace, zot).  

Из стационарных точек г. Ростова-на-Дону было выделено 66 

штаммов V. cholerae non О1/non О139, которые были типичны по 

культурально-морфологическим, биохимическим, серологическим 

свойствам. При плановом обследовании на вибриофлору проб воды 
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поверхностных водоемов и стоков канализационных вод г. Ростова-на-

Дону использовали созданный нами набор  индикаторных штаммов  

V. сholerae EL Tor КМ-199, V. cholerae О139 КМ-152. С помощью 

мониторингового  слежения за биологическими свойствами фагов было 

установлено, что морфо- и серогруппы изолированных холерных фагов 

коррелируют с обнаруженными фагами в лизогенных штаммах холерных 

вибрионов EL Tor, циркулирующих в реках в эпидемический сезон. За 

данный период из проб воды г. Ростова-на-Дону холерных бактериофагов 

не обнаружено. 

Биологическая оценка воды реки Дон на присутствие холерных 

фагов является необходимой составляющей мониторинга окружающей 

среды на вибриофлору и позволяет своевременно реагировать на 

ухудшение ее состояния. Проведенный нами анализ динамики 

обнаружения холерных фагов в воде открытых водоемов и сточных водах 

г. Ростова-на-Дону в период с 2008 по 2012 гг., показал возможность 

использования бактериофагов в качестве информативного признака 

присутствия в водном объекте холерных вибрионов О1 серогруппы [6, 7]. 

Из 13 точек Таганрогского залива поступило 286 проб, из которых 

изолировано 242 штамма V. cholerae non О1/non О139, они были типичны 

по культурально-морфологическим, биохимическим, серологическим 

свойствам. Холерных бактериофагов из данных точек забора было 

выделено 19. Все бактериофаги относились к I морфогруппе XII серотипа 

холерных бактериофагов, которые продуцируются атоксигенными  

штаммами холерного вибриона. 

Было проведено серологическое типирование с использованием 

набора моноспецифических типирующих сывороток против холерных 

вибрионов О2-О84 серогрупп  штаммов из стационарных точекг. Ростова-

на-Дону и г. Таганрог за 2013г.с целью определения доминирующих 

серогрупп в данный эпидсезон. 

В результате серологического типирования в 2013 году г. Ростова-

на-Дону 9 культур – у 7 штаммов V. cholerae non О1/non О139( 77,7% ) 

была установлена серологическая принадлежность к 5 серогруппам, среди 

которых преобладали О76 (2 штамма), О67 (2 штамма). Остальные были 

представлены единичными штаммами. 

В 2013 году из 15 изученных штаммовV. cholerae non О1/non О139г. 

Таганрог удалось установить серологическую принадлежность у 13 

(86,6%), среди которых были выявлены представители 8 серогрупп. Из них  

принадлежали к 3 доминирующим серогруппам – О73 (2 штамма), О76 (2 

штамма), О69 (2 штамма). 

Таким образом, проведенный анализ показал серологическую 

картину водных штаммов холерных вибрионов V. cholerae non О1/non 

О139 серогрупп. В процессе идентификации бактериофагов с 

использованием фагочувствительных тест-штаммов были выявлены 
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показатели сходства рас с ранее обнаруженными в пробах воды из 

внешней среды. Полученные данные подтверждают значимость 

мониторинга водных объектов окружающей среды и настороженности по 

отношению к холере в  акватории Таганрогского залива Азовского моря. 

Проводимый эпиднадзор за холерой в течении сезона дает нам 

возможность своевременного контроля над этой инфекцией. 
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ПЦР-ДЕТЕКЦИЯ ГЕНОВ ДОПОЛНИТЕЛЬНЫХ ФАКТОРОВ 

ПАТОГЕННОСТИ В ГЕНОМАХ КЛИНИЧЕСКИХ ШТАММОВ 

ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ НЕО1/НЕО139 СЕРОГРУПП, 

ВЫДЕЛЕННЫХ В РОСТОВСКОЙ ОБЛАСТИ 

 

 

И.В. Архангельская, Н.Б. Непомнящая, Е.В. Монахова, М.И. Ежова, 

В.Д. Кругликов 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

Штаммы Vibrio cholerae non O1/non O139, циркулирующие в 

Ростовской области, вызывают у людей заболевания, симптоматика 

которых не отличается большим разнообразием и укладывается в рамки 

диагнозов «острая кишечная инфекция (ОКИ), гастроэнтерит, 

энтероколит». Вместе с тем, ранее нами была установлена крайняя 

неоднородность популяции этих возбудителей по наличию/отсутствию 

детерминант факторов патогенности [1], что свидетельствовало о 

«взаимозаменяемости» кодируемых ими токсинов. Так, у исследованных 

штаммов были выявлены в различных сочетаниях гены RTX-кластера, 

транслоконов системы секреции третьего типа (T3SS) и 

последовательности, кодирующие активные домены эффекторов системы 

секреции шестого типа (T6SS). Ни у одного из штаммов не было выявлено 

генов ctxAB, входящих в состав профага CTX вместе с генами cep, ace и 

zot. Последние были обнаружены у единственного клинического штамма 

1981 г. выделения, однако в составе pre-CTX. Этот же штамм содержал ген 

tcpA классического типа при отсутствии toxT [2]. У всех отсутствовал ген 

термостабильного токсина, но присутствовали гены гемагглютинин/ 

протеазы и цитотонического фактора Cef. Особый интерес представляло 

наличие патогенетического потенциала у штаммов с минимальным 

набором генов, экспрессия которых могла бы обеспечить его реализацию. 

Поэтому в рамках настоящего исследования мы провели поиск генов 

дополнительных факторов, по которым эти штаммы прежде не были 

охарактеризованы. 

В работу были взяты 116 клинических штаммов, выделенных с 1968 

по 2014 гг. ПЦР-детекцию проводили с использованием специфических 

праймеров, приведенных в таблице. 

Результаты показали, что помимо видоспецифичного гена 

гемагглютинин/протеазы hapA, все исследованные штаммы содержали 

детерминанты еще двух протеаз – ген prtV (входящий в состав hly-локуса) 

и коллагеназы (VC1650). Их непосредственная причастность к патогенезу 

неясна, однако обе, вероятно, являются факторами персистенции в 
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различных экологических нишах. В частности, для PrtV известна 

способность вызывать гибель питающихся бактериями нематод [16].  

Кроме того, у 62  штаммов был выявлен ген сериновой протеазы 

(VC1649) – установленного фактора патогенности, вызывающего в 

кишечнике накопление геморрагической жидкости, деструкцию ворсин и 

повреждение всех слоев его слизистой [13]. 

 

Таблица. Праймеры, использованные в работе. 
Класс-

тер 
ген последовательностипраймеров 

длинаам

плп.н. 
продукт ссылка 

h
ly

 prtV 

 

CATACTGAGATGCTCTACGAT 

TTTCACCATGTTCGGGCGTGA 
864 протеаза 13 

 VC1649 

 

GGTGGTAGTTATCTTGGTGG 

GTCACAACTCGCTCCTGAA 
843 

сериновая 

протеаза 
13 

 VC1650 

 

CGGCGTGGCTGGATACATTG 

GTCACACTTAAATAGTAGCGT 
389  

коллаге- 

наза 
3 

 chxA 
GTCGAAGATGAGTTAAACAT 

TTATTTCAGTTCATCTTTTCGC 
1905 

Cholix токсин 

I/II 
7, 

наст.исс

л.  chxAIII 
GTCGAAGATGAGTTAAACAT 

TTATTTCAGCTCATCATGCT 
1902 

Cholix токсин 

III 

 ompW 
CACCAAGAAGGTGACTTTATTGTG 

GAACTTATAACCACCCGCG 
588 белки 

наружной 

мембраны 

9 

 ompU 
ACGCTGACGGAATCAACCAAAG 

GCGGAAGTTTGGCTTGAAGTAG 
869  12 

V
P

I 

tcpA
univ

 
GAAGAACACGATAAGAAAAC 

CCTTGTTGGTATTTTCTCAT 
732 TCP 5 

aldA 
TTTTCTTGATTGTTAGGATGC 

ATTCTTCTGAGGATTGCTGAT 
885 

альдегидде-

гидрогеназа 
11 

mop 
GAAACATCCCATGAGTTGCG 

CGGACATATAGGGCCAGTCA 
778 

Zn-зависи-мая 

протеаза 
3 

acfB 
GATGAAAGAACAGGAGAGA 

CAGCAACCACAGCAAAACC 
1180 

фактор ко-

лонизации 
10 

tagA 
CAATGGAGTGGTTGTGCATGGA 

CGAGCATCGTATGCCAATGTGT 
680 

метало-

протеаза 

наст.иссл

. 

T
3

S
S

 

vopF 
GGAAATTCGCCAAGGTGTA 

CAAAACCGTCCATACAAGG 
839 

нуклеатор 

актина 
7 

V
S

P
-I

 

VC0185 
AGGAGGCGTGTAAGTCATAGC 

AGACCACGAATACCTGCTCC 
1100 неизв. 10 

tnp0185 
TGCCCCATCCATCCCATA 

CAAGAAGCGGAGAGATCGC 
781 - « - 3 

VC0175 
GGAACGTTCAGCAATGCGT 

CTGGCAGATGCTCGAATGAT 
586 - « - 3 

V
S

P
-I

I 

pVSP2-II 
GCACAACTTGTAAGATAGCCTTGC 

ACGCAAGACAAAACTACAGCTTGC 
570 - « - 15 

pro0490 
GCTTTATTCCATTGCGCCA 

TCGCTTGGCTTCAGAGATGA 
746 - « - 3 

pro0496 
CAACCCACCTTCCAACCATT 

TCCATCGTTCCCTCGGTT 
470 - « - 3 

VC0502 
TCATCAGTTAGCACACGAAC 

GCTATCGTTATACTTGGCG 
476 - « - 10 



68 
 

У 17 штаммов был обнаружен ген cholix-токсина (chxA) – блокатора 

белкового синтеза (рибозилтрансферазы), модифицирующего фактор 

элонгации 2 подобно дифтерийному токсину и экзотоксину A 

псевдомонад. Его ген достаточно широко распространен среди холерных 

вибрионов не О1/не О139 серогрупп [8]. Он встречается в трех формах – I, 

II и III, различающихся по структуре каталитических и других доменов. 

ChxIи II (но не III) обладают цитотоксической активностью, при 

внутривенном введении вызывают коагуляционный некроз клеток печени 

и гибель мышей, но ни один не вызывает накопления жидкости в 

кишечнике кроликов [7]. Из 18 выявленных нами chxA
+
 штаммов лишь у 

одного этот ген был III типа, у остальных – I либо II. Несмотря на то, что 

Awasthi S.P. etal. [7] полагают, что Cholix-токсин скорее причастен к 

развитию внекишечных системных заболеваний, мы не исключаем, что 

дальнейшие исследования покажут его участие в развитии диарейного 

синдрома. 

К факторам патогенности относят и белки наружной мембраны Omp 

[9,12]. Из двух генов, явившихся мишенями в настоящем исследовании, 

ompW присутствовал у всех без исключения штаммов, тогда как ompU – у 

14 , хотя у некоторых образовался ПЦР-амплификат меньшей длины, что, 

возможно, указывает на делецию внутри этого гена. 

Мы также провели детекцию гена ключевого эффектора T3SSVopF 

[14]. Оказалось, что его наличие не всегда коррелировало с установленным 

ранее присутствием 4 генов ее транслоконов [1]: ген vopF был выявлен у 

некоторых штаммов, не содержащих генов транслоконов, и наоборот – 

отсутствовал у ряда штаммов, их содержащих. Поскольку vopF находится 

в составе кластера T3SS, эти данные указывают на возможность делеций 

его отдельных участков. Тем не менее, отсутствие vopF не может 

однозначно свидетельствовать об утрате функциональности данной 

системы, поскольку на сегодняшний день идентифицировано по меньшей 

мере 15 транслоцируемых через нее эффекторов [6]. 

Как отмечено выше, при детекции генов tcpA Эль Тор и 

классического типа со всеми штаммами, кроме одного, были получены 

отрицательные результаты. В настоящем исследовании мы использовали 

недавно сконструированные Фадеевой А.В. с соавт. [5] универсальные 

праймеры, которые позволяют выявлять измененные аллели этого гена. С 

их помощью, кроме pre-CTX
+
 штамма, был выявлен еще один, 

содержащий  tcpA. Несмотря на отсутствие у всех toxT, у некоторых 

определялись другие гены VPI (tagA, mop, acfB, aldA – от одного до трех).  

Для холерных вибрионов Эль Тор характерно наличие в геноме 

островов пандемичности VSP-I и VSP-II, которые каким-то, пока 

неизвестным, образом влияют на эпидемический потенциал возбудителя. В 

литературе описаны лишь отдельные случаи обнаружения этих островов у 

холерных вибрионов не О1/не О139 серогрупп [4, 15]. Среди штаммов 
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Ростовской области встречались содержащие от 1 до 4 маркерных генов 

VSP-II, и лишь у отдельных выявлен ген VSP-I VC0185.  

Причиной выявления лишь отдельных генов VPI, VSP-I и VSP-II 

могут служить либо значительные отличия нуклеотидных 

последовательностей генов, входящих в состав этих островов, от таковых 

представителей О1 серогруппы, либо наличие протяженных делеций в 

геномах V. cholerae non O1/non О139. По всей видимости, ответ на этот 

вопрос поможет дать полногеномное секвенирование. 

Таким образом, проведенные исследования позволили выявить у 

холерных вибрионов не О1/не О139 серогрупп, вызывающих заболевания 

людей на территории Ростовской области, еще целый ряд генов, 

ассоциированных с вирулентностью, и еще раз подтвердили наше 

предположение о том, что их популяция может служить резервуаром 

генетических детерминант факторов патогенности.  
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Возбудитель холеры в настоящее время продолжает представлять 

угрозу для общественного здравоохранения, что диктует необходимость 

разработки новых средств диагностики и типирования. Одним из наиболее 

востребованных методов типирования являются приемы, основанные на 

выявлении уникальных генетических особенностей вибрионов. 

Известно, что некоторые гены живых организмов в результате 

вставок/делеций нескольких нуклеотидов (INsertion-DELetion)  отличаются 

по длине у различных особей.  Данный феномен положен в основу нового 

метода: молекулярного  INDEL – типирования, который с успехом 

применяется для генотипирования как микроорганизмов [1], так и человека 

[2]. Сведений об использовании приема INDEL – типирования  на модели 

холерного вибриона мы не встретили.  

Целью настоящего исследования явилось разработка и апробация 

методики  INDEL – типирования для холерного вибриона. Интересной 

представлялась возможность использования разработанного метода 

типирования в сочетании со ставшим уже традиционным VNTR-анализом 

на коллекции штаммов  Vibrio cholerae, выделенных в 2013 году из 

объектов окружающей среды на территории РФ. 

Первый этап работы состоял в разработке компьютерной системы 

для сравнительного анализа данных полногеномного секвенирования 

различных штаммов путем сравнения по каждому гену в отдельности. 

Важной особенностью разработанной программы явилась возможность 

работы с набором контигов различной длины при отсутствии полного 

собранного генома. Результатом работы программы стала созданная и 

зарегистрированная в Роспатенте база данных, содержащая описание 

генов, отличающихся по длине у различных штаммов холерного вибриона 

[4]. 

Второй этап работы заключался в конструировании виртуальных 

праймеров, фланкирующих каждый из выявленных полиморфизмов, и их 

проверку in silico в виртуальной ПЦР при помощи разработанной ранее 

программы с использованием базы данных нуклеотидных 

последовательностей штаммов холерного вибриона [3, 4]. Этот этап 

работы позволил отобрать  для проведения  INDEL-типирования из 

широкого круга потенциальных кандидатов 4 гена с наибольшей степенью 

вариабельности. 

В 2013 году из объектов окружающей среды на территории семи 

регионов РФ было выделено 45 штаммов Vibrio cholerae. Все указанные 

штаммы принадлежали к серовару О1 и были лишены гена холерного 

токсина (ctxAB). По результатам VNTR-типирования по пяти локусам 

VcA, VcB, VcI, VcD и VcG было выявлено 27 VNTR-генотипов. 

Проведенный на этих же штаммах  INDEL-анализ позволил выявить 

только 12 INDEL-генотипов, что, на первый взгляд,  позволяет сделать 

вывод о меньшей дискриминирующей силе INDEL-типирования  по 
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сравнению с VNTR-типированием. Однако сочетание методов VNTR- и 

INDEL- позволило выявить 31 генотип. Это позволяет заключить, что 

метод INDEL-типирования в ряде случаев позволяет дискриминировать 

штаммы, идентичные по своим VNTR- локусам.  На основании 

полученных данных был сделан вывод о необходимости сочетания 

результатов INDEL- и VNTR-типирования. При объединении результатов 

INDEL- и VNTR-типирования все изученные штаммы сформировали 31 

генотип, которые по результатам кластерного анализа распределились 

между 9 кластерами, обозначенными с «A» по «I» . 

 

Таблица 1. Результаты INDEL и VNTR-типирования штаммов  Vibrio 

cholerae, выделенных в 2013 году из объектов окружающей среды на 

территории РФ 
Регион Генотипы по результатам INDEL и VNTR-типирования 

Ростов A1 A2 A3 A4 A5 C1 G1         

Калмыкия C2 C3 E1 E10 E11 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 H1 H2 

Новороссийск D1               

Забайкальский 

край 
B1 B4 F1             

Бурятия B2               

Коми B3 B5              

Хабаровский край I1 I2              

 

Интересно отметить, что штаммы, содержащие ген 

токсинкорегулируемых пилей, четко дискриминировались от 

апилированных штаммов как по результатам INDEL-, так и по результатам 

VNTR-типирования и составили два независимых кластера «H» и  «I» . 

Причем в кластер «H» вошли штаммы из Калмыкии, а в кластер  «I»  – 

штаммы из Хабаровского края. На наш взгляд, это указывает на 

существование двух географически обособленных популяций ctx
-
tcpA

-
 

штаммов холерного вибриона.  

Распределение штаммов по итогам INDEL- и VNTR-типирования 

имело четкую географическую привязанность (таблица). Так, штаммы 

кластера А выделялись исключительно на территории Ростовской области, 

штаммы кластеров E и Н  - только на территории Калмыкии. Штаммы 

кластера С циркулировали как на территории Ростовской области, так и на 

территории Калмыкии, что, по-видимому, объясняется их географической 

близостью. Единственный штамм, выделенный в Новороссийске, составил 

кластер D и при этом существенно отличался от всех других штаммов. 

Штаммы, выделенные в Забайкальском крае, Бурятии и Республике Коми 

составили отдельный кластер B. 

Выводы. Для Vibrio cholerae разработана система INDEL-

типирования. Для достижения максимальной дискриминирующей 

способности целесообразно сочетать методы INDEL- и VNTR-
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типирования. 
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Метод VNTR-типирования с успехом использован для изучения 

штаммов, изолированных из объектов окружающей среды в 

межэпидемический период или  при анализе некоторых локальных 

кратковременных эпидемических вспышек [1,2].  Целью данного 

исследования было проведение VNTR-типирования штаммов холерных 

вибрионов, выделенных в период разлитых эпидемических вспышек, 

затронувших обширные регионы на территории СССР в период 1965-1974 

годов [3].  

В работе использованы 110 штаммов Vibrio cholerae серогруппы О1 
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биовара Эль Тор, выделенных на территории СССР во время вспышек 

холеры в период 1965-1974 годов. Анализ проводили по пяти VNTR-

локусам, но при этом, учитывая трудность точной локализации размера 

продуктов локуса VcB, результат выявления  локуса характеризовали по 

принципу «да» или «нет». 

Из исследованной подборки 110 штаммов  80 штаммов имели 

генотип ctx
+
tcp

+
 и  несли полноценные VNTR локусы VcA, VcB, VcC, VcD 

и VcG, у 30 ctx
-
tcp

- 
штаммов отсутствовал локус VcB, что лишний раз 

подтвердило наши наблюдения о сцепленности локуса VcB с генами 

пилеобразования [4]. По результатам VNTR-типирования был проведен 

кластерный анализ, который выявил 41 VNTR-генотип, распределившихся 

в шести кластерах (рисунок 1).  

Все 30 ctx
-
tcp

-
 штаммов сформировали 24 VNTR-генотипа, 

включавших три кластера A, B и C, которые четко дискриминировались от 

токсигенных штаммов. Для нетоксигенных штаммов была характерна 

низкая клональность: все VNTR-генотипы были представлены одним 

изолятом, кроме генотипа С17, включавшим 7 штаммов. Следует 

подчеркнуть, что проведенный ранее in silico  анализ вспышки холеры на 

острове Гаити показал, что подобное разделение нетоксигенных и 

токсигенных штаммов вибрионов имело место и во время  эпидемии 2010 

года на Гаити [4]. 

Токсигенные штаммы отличал высокий показатель клональности: 80 

штаммов образовывали 17 VNTR-генотипов, распределившихся на три 

кластера  D, E и F. При этом выявлено два мажорных VNTR-генотипа F6 

(29 штаммов) и E6 (18 штаммов). Различия между «токсигенными» 

кластерами были минимальны, при этом VNTR-формула по «стабильным» 

локусам VcI, VcD и VcG [5]  отличалась всего на один повтор в локусе VcI. 

Распределение VNTR-генотипов во времени показало, что в 1965 

году выделялись близкородственные штаммы F3 и F4, однако в 1970 году, 

наряду со ctx
+
 штаммами кластера F, отмечено появление ctx

+
 штаммов 

кластера Е, которые к 1972 году полностью вытеснили штаммы кластера F. 

Токсигенные штаммы кластера D были выявлены только в 1972 году. 

В результате проведенного VNTR-типирования музейных штаммов 

холерных вибрионов, выделенных в период эпидемических вспышек на 

территории СССР, показана клональная природа вспышки 1965 года, 

обусловленная заносом одного клона. Эпидемические осложнения 1970 и 

последующих годов, видимо, имеют более сложную природу. 

 



75 
 

 
 

Рисунок 1. Дендрограмма распределения VNTR-генотипов 110   

штаммов  Vibrio cholerae серогруппы О1 биовара Эль Тор, выделенных на 

территории СССР во время вспышек холеры в период 1965-1974 годов. 
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Появление токсигенных штаммов геновариантов V. cholerae биовара 

Эль Тор, содержащих классический аллель гена ctxB и отличающихся 

повышенной вирулентностью, впервые зафиксировано в 1992 году [5], а 

уже, начиная с 1993 г., все эпидемические вспышки и спорадические 

случаи заболевания холерой на территории Российской Федерации, были 

вызваны геновариантами [1]. В настоящее время молекулярно-

генетические особенности геновариантов, изолированных в разных 

странах мира, исследованы достаточно детально, проведено 

полногеномное секвенирование нескольких штаммов. В то же время, их 

экологические аспекты изучены не достаточно. В связи с изложенным, 

цель нашей работы состояла в проведении сравнительного анализа 

выживаемости типичных штаммов и геновариантов V. cholerae биовара 

Эль Тор при недостатке питательных веществ и в условиях 

температурного стресса. 

Исследования были проведены на 8 клинических типичных штаммах 

V. cholerae О1 серогруппы биовара Эль Тор, изолированных на территории 

России в 1970-1990 гг., и 16 штаммах геновариантов, выделенных в 1993-

2011 гг., во время вспышек или единичных случаях холеры, а также из 

внешней среды.  

Для определения выживаемости штаммов в условиях дефицита 

питательных веществ из агаровой культуры каждого штамма готовили 

взвесь 1х10
9
 м.к./мл по отраслевому стандартному образцу ОСО 42-28-59-

86П и по 0,5 мл помещали во флаконы с 50 мл автоклавированной речной 
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воды или 0,9 % раствором NaCl и культивировали при температурах 5 
о
С, 

25 
о
С, 37

о
С и 42 

о
С. Через каждые 4 дня делали высев на плотные 

питательные среды с последующим подсчетом количества выросших 

колоний и изучением присутствия в геноме произвольно взятых 10 клонов 

гена ctxA. Присутствие гена вирулентности в изолятах, подвергшихся 

действию неблагоприятных факторов, исследовали методом ПЦР со 

специфическими праймерами. Изучение белкового состава клеток 

проводили с помощью электрофореза в присутствии додецилсульфата 

натрия [3]. Для выявления белков гели окрашивали кумасси R-250, для 

обнаружения экзополисахарида – раствором азотнокислого серебра.  

В результате установлено, что геноварианты как и типичные штаммы 

способны длительное время (до 5 месяцев) сохраняться в речной воде при 

температуре 25°С; при этом два штамма геновариантов - V. cholerae М1345 

(Казань, 2001) и М1429 (Башкирия, 2004) оставались жизнеспособными до 

шести месяцев. При ПЦР тестировании в популяции 60 % типичных 

штаммов через разные промежутки времени были выявлены атоксигенные 

клоны, утратившие профаг СТХφ с генами холерного токсина. В то же 

время все штаммы геновариантов, кроме штамма Р18899 (Мурманск, 

2006), стабильно сохраняли профаг СТХφ. Таким образом, длительное 

сохранение токсигенных штаммов геновариантов во внешней среде создает 

реальную угрозу для заражения человека. 

Далее была исследована выживаемость штаммов при температуре 

37°С в 0,9 % растворе NaCl и показано, что численность популяции всех 

исследуемых штаммов при данных условиях культивирования постепенно 

снижалась. Однако, начиная с 10 суток, штаммы геновариантов стали 

стабильно сохранять свою численность, а у пяти штаммов (М1345, М1266, 

М1272, Р18899, Р17644) КОЕ/мл стало постепенно увеличиваться. В то же 

время количество живых бактерий в популяции типичных штаммов 

продолжало снижаться. В итоге на 15 сутки все типичные штаммы не 

давали рост на питательных средах, что могло указывать или на их гибель 

или на переход в некультивируемое состояние. В то же время штаммы 

геновариантов продолжали высеваться и на 20 сутки (время наблюдения).  

На следующем этапе работы нами были проведены модельные 

эксперименты по изучению влияния экстремальной температуры (42 и  

5 
о
С) на выживаемость штаммов. В результате было обнаружено, что 

геноварианты отличались повышенной выживаемостью, как при 

пониженной, так и при повышенной температуре. Так при температуре 

плюс 5 
о
С на 10 сутки жизнеспособными оставались 67 % штаммов 

геновариантов и 40 % типичных штаммов, а при температуре 42 
о
С через 

14 дней выжило 83 % геновариантов и 60 % типичных штаммов.  

Для изучения механизма выживания геновариантов при различных 

температурах был исследован их белковый спектр. При этом изменений 

продукции белков при культивировании штаммов при температуре 25 и 
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37 
о
С выявлено не было. В то же время в штаммах геновариантов, 

выращенных при температуре 42°С, обнаружено увеличение продукции 

белков внешней мембраны OmpT и/или OmpU соответственно с 

молекулярной массой 40 и 38 кДа. У типичных штаммов продукция 

данных белков не изменялась. Как известно, при резком изменении 

температуры культивирования нарушается структура и проницаемость 

внешней мембраны микроорганизмов, что приводит к изменению 

содержания воды и растворенных веществ в клетке и в итоге к потере 

жизнеспособности клеток. Белки OmpU и OmpT являются одними из 

основных белков, участвующими в образовании пор во внешней мембране 

и поддержании структурной целостности мембраны клеток холерного 

вибриона, а также выполняют и защитную функцию. Содержание белка 

OmpU может достигать 60 % от количества всех белков внешней мембраны 

[2, 4]. Возможно, выявленное нами увеличение биосинтеза белков OmpU 

и/или OmpT у штаммов геновариантов V. cholerae биовара Эль Тор при 

высокой температуре (42 
о
С) является одним из механизмов их адаптации к 

действию теплового стресса.  

У штаммов геновариантов, выращенных при температуре 5 °С, 

продукция белков OmpT и OmpU не изменялась. Однако при изучении 

популяции геновариантов у всех взятых для анализа штаммов была 

обнаружена ее гетерогенность. Наряду с прозрачными колониями были 

обнаружены крупные мутные или O колонии. В то же время популяция 

типичных штаммов была однородной и состояла из прозрачных колоний. 

Методом электрофореза было установлено, что изменение морфологии О 

колоний связано с увеличением биосинтеза экзополисахарида. Учитывая 

данные литературы о том, что штаммы V. cholerae, способные 

экспрессировать экзополисахарид, обладают большей устойчивостью к 

повреждающим факторам и лучше сохраняются во внешней среде, можно 

предположить, что продукция экзополисахарида штаммами геновариантов 

способствует их большему выживанию в условиях низких температур. 

Таким образом, в результате проведенных исследований показано, 

что токсигенные штаммы геновариантов V. cholerae биовара Эль Тор 

способны длительное время выживать в условиях недостатка питательных 

веществ. В результате адаптации к изменению температуры увеличивают 

биосинтез белков OmpU и/или OmpT при ее повышении и 

экзополисахарид при понижении, что, возможно, способствует их лучшей 

выживаемости при смене среды обитания.  
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Интегративные коньюгативные элементы – ICEs (integrative 

conjugative elements), также употребляется термин «constin» (conjugative 

self-transmissible integrating element) – являются одним из трех известных 

типов мобильных генетических элементов, способных к самостоятельному 

переносу, и имеют определенное сходство как с плазмидами, так и с 

бактериофагами. Имея в своем составе набор генов конъюгативного 

переноса и систем контроля удаления из хромосомы и интеграции в нее, 

ICEs могут выступать в качестве мобилизующего фактора для других 

генетических элементов, тем самым способствуя горизонтальному 

переносу детерминант вирулентности, устойчивости к антибиотикам и 

других генов [3]. Наиболее детально охарактеризованным из известных 
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филогенетических семейств ICEs является семейство элементов SXT/R391 

Vibrio cholerae. 

Последовательности ICEs семейства SXT/R391 представлены 

совокупностью генов предположительно плазмидного и фагового 

происхождения, а также генов, происхождение которых неизвестно [1]. 

Размеры известных ICEs варьирут в диапазоне от 80 до 105 т.п.н. 

Консервативные последовательности ICEs содержат гены систем 

интеграции/вырезания, конъюгативного переноса и регуляторные 

элементы [1]. Вариабельные последовательности размером в диапазоне от 

приблизительно 30 до 60 т.п.н. находятся в основном в 5 горячих точках  

(HS, hotspot), обозначаемых HS1 - HS5. Кроме того, некоторые ICEs также 

содержат вариабельную ДНК, встроенную за пределами 5 горячих точек, в 

четырех вариабельных регионах (VR, variable region), обозначаемых VR I – 

VR IV [6]. Среди функций, кодируемых вариабельной ДНК ICEs -  

устойчивость к антибиотикам и тяжелым металлам, регулирование 

образования биопленок и подвижности [2].  

В целом, ICEs имеют выраженную модульную структуру; гены 

определенных функциональных групп сгруппированы в виде кластеров. На 

5'-конце интегрированных форм ICEs обычно расположены гены 

резистентности к антибиотикам, 3'-конец представлен 4 группами генов, 

ответственных за передачу, а также генами, кодирующими необходимые 

для регулирования переноса белки. ICEs не содержат генов, необходимых 

для автономной репликации [5]. Довольно значительное число 

кодирующих последовательностей ICEs функционально не аннотированы.  

Гены резистентности к антибиотикам (сульфаметоксазол, 

триметоприм, стрептомицин, хлорамфеникол) сгруппированы вместе 

около 5'-конца элемента [4]. Гены транспозаз фланкируют гены 

резистентности к антибиотикам; в целом их последовательность размером 

порядка 23 т.п.н. структурно сходна со сложными транспозонами, либо 

интегронами, интегрированные в локус rumB ICE элемента [4].  

Для ПЦР-детекции и молекулярного типирования вариантов 

SXT/R391 нами была использована мультипраймерная система, 

включающая набор олигонуклеотидов, специфичных гену интегразы intSXT, 

гену устойчивости к сульфаметоксазолу sulII, гену устойчивости к 

стрептомицину strB и детерминантам устойчивости к триметоприму –

дигидрофолатредуктазам dfr18 и dfrA1, характерным для вариантов 

SXT
MO10

 и SXT
ET

 соответственно. Амплификацию мишеней проводили как 

в монолокусном, так и в мультилокусном форматах. 

В исследовании были использованы 66 штаммов V. cholerae O1 и 

O139 серогрупп, выделенные на территории Волгоградской области в 1970 

– 2007 гг., а также 54 штамма V. cholerae O1 из коллекции Ростовского-на-

Дону научно-исследовательского противочумного института, выделенные 

в различных регионах РФ в 2009 – 2012 гг.  
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ПЦР-скрининг исследуемых штаммов с праймерами, специфичными 

intSXT, выявил 5 штаммов О1 El Тor и 1 штамм О139 серогруппы, несущих 

ICE элементы семейства SXT/R391. Анализ данных штаммов в 

мультилокусной ПЦР продемонстрировал, что штамм  

V. cholerae O139 В-191 содержит вариант ICE SXT
MO10

, характерный для 

изолятов О139 серогруппы и несущий кластер генов 

антибиотикоустойчивости sulII -  strB - dfr18. В штаммах V. cholerae О1 El 

Tor В-196 (Волгоград), а также штаммах V. cholerae О1 El Tor 13740, 

17827, 18826 (Ростов-на-Дону) был детектирован ICE элемент SXT
ET

 - 

типа, несущий последовательности sulII и dfrA1. ICE элемент штамма  

V. cholerae О1 El Tor В-161 был полностью лишен кластера генов 

устойчивости к антибиотикам и, таким образом, идентифицирован нами 

как SXT
S
 вариант элементов. Сопоставление выявленных генетических 

профилей SXT элементов с профилями чувствительности к антибиотикам 

различных классов продемонстрировало наличие ожидаемых фенотипов 

резистентности у SXT
+
 штаммов. 

Обнаружение последовательностей интегративных элементов 

семейства SXT/R391 и выявленные различия их структуры и 

вариабельности состава кластера генов антибиотикорезистентности в 

исследованных нами штаммах V. cholerae, несущих фенотипические 

маркеры устойчивости к аминогликозидам и 

триметоприму/сульфаметоксазолу подтверждают важную роль данных 

генетических элементов в формировании множественной устойчивости 

возбудителя холеры к антимикробным соединениям. Как уже отмечалось 

выше, семейство SXT/R391 является самым представительным по числу 

относящихся к нему ICEs. Эти генетические элементы описаны в штаммах 

Vibrio cholerae различных серогрупп, у 5 видов рода Vibrio, а также у 

некоторых представителей других родов Gammaproteobacteria. 

Сравнительный анализ геномов SXT/R391 ICEs демонстрирует, что 

данные элементы в большинстве являются мозаичными, 

сформировавшимися, по-видимому, в результате рекомбинации между 

различными «исходными» ICEs. Таким образом, ICEs обеспечивают свое 

собственное разнообразие, а формирование рекомбинантных ICEs может 

дать новые мобильные элементы, несущие новые комбинации генов, в том 

числе детерминант  устойчивости к антибиотикам, расширяющие 

адаптивный потенциал бактериальных видов. 
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Введение 

Роль галофильных вибрионов в развитии пищевых токсикоинфекций 

значима и неоспорима. Персистируя в водоемах с повышенным 

содержанием солей, вибрионы способны вызывать заболевания при 

употреблении контаминированных микроорганизмом морепродуктов [3]. 

Типичным представителем данной группы является V. parahaemolyticus, 

пандемичный вариант которого О3:К6 серогруппы широко распространен 

в странах Юго-Восточной Азии, Африки, Америки [4, 8, 9]. На территории 

Сибири и Дальнего Востока V. parahaemolyticus встречается в водных 

экосистемах, в т.ч. на территории Приморского края. Наличие в регионе 

водоемов с оптимальными для галофильных вибрионов условиями 

окружающей среды не только создает предпосылки для их персистенции, 
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но и может способствовать развитию спорадических и вспышечных 

случаев пищевой токсикоинфекции, что имело место в 1997, 2012 гг. [1, 2]  

В июле - августе 1997 г. была зарегистрирована вспышка с регистрацией 

63 больных, обусловленная в 42,8% случаях V. parahaemolyticus[1, 2]. 

Также летом 2012 г. на территории Хасанского района Приморского края 

зарегистрирована  вспышка пищевой токсикоинфекции, этиологическим 

агентом которой был парагемолитический вибрион. На основании 

изложенного представляется актуальным изучение структуры популяции 

обнаруживаемых в Приморском крае V. parahaemolyticus с использованием 

методов молекулярного типирования. Одним из широко применяемых 

методов является мультилокусный анализ числа вариабельных тандемных 

повторов (MLVA), проявивший  высокую дискриминирующую 

способность в отношении  пандемичных штаммов V. parahaemolyticus 

серогруппы О3:К6, раннее считавшихся высокооднородными по 

результатам PFGE и  риботипирования [7].  

Цель работы – изучение генетического разнообразия штаммов  

V. parahaemolyticus, изолированных в 2012-2013 гг. от больных и из 

объектов окружающей среды на территории Приморского края. 

Материалы и методы 

В работе использовано 50 штаммов V. parahaemolyticus, выделенных 

на территории Приморского края в 2012-2013 гг. из клинического 

материала и объектов окружающей среды. Исследуемые штаммы  

V. parahaemolyticus типичны по тинкториальным, культурально-

морфологическим и биохимическим свойствам. 

MLVA-типирование осуществлялось по четырем локусам тандемных 

повторов Vptr1, Vptr3, Vptr6 и Vptr8, описанных Kimura B. et al. [7]. 

Анализируемые повторы локализованы на обеих хромосомах  

V. parahaemolyticus, размер их составляет 6 п.н. с кратностью повтора от 3 

до 31, установленной посредством секвенирования указанных локусов 

референсного штамма V. parahaemolyticus АТСС 17802 (таблица 1). 

Выделение геномной ДНК исследуемых штаммов осуществлялось с 

использование коммерческого набора «Рибо-Преп» (ФБУН «ЦНИИЭ» 

Роспотребнадзора, Москва). 

Амплификация  локусов, содержащих повторы, проводилась в ПЦР с 

использованием праймеров [7], меченных флюоресцентными красителями 

(FAM, R6G, ROX) (таблица 1). 

 

 

 

 

 

 

Таблица 1. Структура вариабельных тандемных повторов и 
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последовательности праймеров для детекции исследуемых локусов 

 
Примечание * – установлено для референсного штамма  V. parahaemolyticusАТСС 17802 

 

Реакционная смесь для постановки ПЦР содержала: 10хПЦР буфер – 

2,5 мкл; 25 mMMgCI2 – 2,5 мкл; смесь 2,5 mM дНТФ – 2,5 мкл; праймеры –  

по 5 пкмоль; Taq-полимераза – 0,12 мкл; исследуемая проба ДНК – 1 мкл; 

бидистиллированная вода – 0,6 Ед. Амплификация осуществлялась по 

следующей  программе: стартовая денатурация 95С – 15 мин; денатурация  

94С– 30 сек., отжиг праймеров 61С – 90 сек., элонгация 72С – 60 сек, 

заключительная элонгация 60С – 30 мин. 

Размер полученных ампликонов определялся методом капиллярного 

электрофореза на ДНК-анализаторе ABI Prism 3130 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems, США; Hitachi, Япония) с использованием приложения 

Gene Mapper 4.0 путем сравнения с маркером молекулярного веса Gene 

Scan™ 500 LIZ™ Size Standard. Расчет числа повторов производился 

исходя из размера амплифицированного фрагмента, размера 

фланкирующей области и числа нуклеотидов в повторе, вычисленной для 

референсного штамма V. parahaemolyticus 155. На основании числа 

повторов в локусе определялся индивидуальный аллельный профиль 

штамма. 

Кластерный анализ результатов MLVA-типирования осуществлялся 

методом невзвешенного кластрирования с арифметическим усреднением 

(UPGMA) при помощи программного комплекса Bionumericsv 6.01 

(«Applied Maths», Бельгия). 

Расчет дискриминирующей способности метода проводился по 

формуле Хантера-Гастона [6], оценка вариабельности локусов – 

посредством расчета индекса аллельного полиморфизма (h) [10]. 

 

Результаты  

Иссле-

дуемый 

локус 

Структура локуса 
Флюорес-

центная 

метка 

Праймер Последовательности праймеров Нуклеотидная 

последователь-

ность повтора 

Длина повтора 

(п.н.), число 

повторов* 

Vptr1 ATAGAG 6 (31) FAM 
Vptr1F TAACAACGCAAGCTTGCAACG 

Vptr1R TCATTCTCGCCACATAACTCAGC 

Vptr3 ATCTGT 6 (3) R6G 
Vptr3F CGCCAGTAATTCGACTCATGC 

Vptr3 R AAGACTGTTCCCGTCGCTGA 

Vptr6 GCTCTG 6 (17) R6G 
Vptr6 F TGTCGATGGTGTTCTGTTCCA 

Vptr6 R CTTGACTTGCTCGCTCAGGAG 

Vptr8 CTTCTG 6 (8) FAM 
Vptr8 F ACATCGGCAATGAGCAGTTG 

Vptr8 R AAGAGGTTGCTGAGCAAGCG 
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Для MLVA-типирования Kimura B. et al. [7] применяли схему, 

включающую анализ восьми локусов тандемных повторов Vptr1, Vptr2, 

Vptr3, Vptr4, Vptr5, Vptr6, Vptr7 и Vptr8. При выборе локусов тандемных 

повторов для настоящего исследования мы ориентировались в первую 

очередь на их вариабельность среди клинических и природных изолятов, 

на основании которой можно было их различать между собой и внутри 

данных групп. По данным Harth-Chu E. et al. [5] взятые в исследование 

локусы Vptr1, Vptr3, Vptr6, Vptr8 показаны как полиморфные с вариацией 

аллелей от 8 (для VPTR6) до 29 (для Vptr1).  

MLVA-типирование 50 штаммов выявило высокую генетическую 

гетерогенность изолятов из объектов внешней среды и относительную 

консервативность клинических штаммов по анализируемым локусам. 

Наибольшим полиморфизмом характеризовался локус Vptr1, для которого 

выявлено 18 аллелей с максимальным индексом аллельного полиморфизма 

(h) 0,901. Остальные локусы характеризовались относительно меньшей 

вариабельностью с индексами аллельного полиморфизма 0,861 (для Vptr3), 

0,878 (для Vptr6) и 0,787 (для Vptr8). Индекс Хантера-Гастона для всей 

выборки штаммов составил 0,988, что свидетельствует о высокой 

дискриминирующей способности метода.  

По результатам кластерного анализа MLVA-генотипы исследуемых 

штаммов V. parahaemolyticus распределились на два комплекса независимо 

от времени и места выделения с дифференциацией на 34 уникальных и 4 

кластерных MLVA-генотипа. Все клинические штаммы 2012-2013 гг. 

вошли во второй комплекс, но в разные группы в зависимости от времени 

изоляции. Из десяти штаммов, изолированных от больных в 2012 г. девять 

штаммов характеризуются идентичным аллельным профилем и один 

сходным, отличающимся лишь на один повтор по локусу Vptr1, что 

указывает на клональный характер вспышки. Другой клинический изолят, 

выделенный в 2013 г. имеет идентичный генотип со штаммом, 

выделенным из проб р. Партизанская (г.Находка). Представляет интерес 

кластеризация двух других штаммов из р. Партизанская как с 

клиническими изолятами 2012 г., так и с клиническим изолятом 2013 г. 

Кроме того, два изолята, выделенные из проб в заливе Находка у пляжа 

УПТК, расположены также в одном кластере с другим клиническим 

изолятом 2013 г. MLVA-профили остальных штаммов из ООС не 

ассоциированы ни с территорией, ни с периодом их изоляции. 

Таким образом, выявлена высокая генетическая гетерогенность 

циркулирующих в объектах окружающей среды V. parahaemolyticus по 

четырем исследуемым локусам, в отличие от клинических изолятов. 

Идентичность MLVA-профилей штаммов V. parahaemolyticus, выделенных 

от больных в 2012 г., свидетельствует о моноклональном характере 

вспышки. Факт выявления идентичных и сходных профилей тандемных 

повторов клинических штаммов с отдельными штаммами из объектов 
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внешней среды требует дальнейшего изучения. В целом мультилокусный 

анализ числа вариабельных повторов характеризуется высокой 

дискриминирующей способностью для характеристики структуры 

популяции V. parahaemolyticus. Тем не менее, для более детального 

изучения генетического разнообразия V. parahaemolyticus необходим 

анализ дополнительных локусов тандемных повторов и оптимизация 

схемы  MLVA-типирования. 
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Считается, что первые шесть пандемий холеры были вызваны Vibrio 

cholerae классического биовара, который в 1961 г. был почти повсеместно 

замещен вибрионами Эль Тор. Тем не менее, холерные вибрионы 

классического биовара до сих пор выделяются на эндемичных по холере 

территориях, а также могут вызывать отдельные локальные вспышки так 

называемой азиатской холеры, для которой характерно тяжелое течение, 

выраженная дегидратация, большое количество алгидных форм и 

летальных случаев (более 40%) [2]. Одна из таких вспышек была 

зарегистрирована совсем недавно в 2012 г. в Иране [6]. 

На территории России последняя вспышка азиатской холеры 

наблюдалась в 1942 г. в нескольких городах Поволжья. Она 

характеризовалась атипичностью инфекционного и эпидемического 

процессов (низкими показателями заболеваемости, несмотря на условия 

военного времени, значительным количеством легких клинических форм 

(до 60%), очень высоким уровнем длительного вибрионосительства) 

[1,3,4]. Подобное своеобразие вспышки объяснялось фенотипическими 

особенностями вызвавших ее штаммов: отсутствием продукции 

растворимой гемагглютинин/протеазы (РГАП), отвечающей за 

открепление холерного вибриона от клеток кишечного эпителия на 

поздней стадии заболевания и выход вибрионов во внешнюю среду, 

ауксотрофности по аденину на фоне суперпродукции холерного токсина 

(ХТ) и токсин-корегулируемых пилей адгезии (ТКПА) [5]. Выяснение 

причин указанных особенностей штаммов с помощью ПЦР анализа 

результатов не дало, в связи с чем было принято решение о 

полногеномном секвенировании одного из указанных штаммов М-29. 

Целью данной работы явилось изучение генетических изменений в 

геноме одного из атипичных классических штаммов холерного вибриона, 

вызвавших вспышку азиатской холеры в Поволжье в 1942 г. на основе 

биоинформационного анализа. 

Секвенирование геномной ДНК штамма V. cholerae М-29 

осуществлялось на приборе IonTorrent. Анализ и сравнение полученной 

полногеномной последовательности с нуклеотидной последовательностью 
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референсного штамма Vibrio cholerae O395 классического биовара, 

полученной из GenBank, проводился с помощью программы Lasergene 

DNA STAR Version 11.2.1.25. 

Для выявления причин гиперпродукции ХТ и ТКПА на первом этапе 

нашей работы мы изучили наличие генетических изменений в профаге 

СТХφ и острове патогенности VPI-1. Сравнительный анализ нуклеотидной 

последовательности профага СТХφ исследуемого штамма c таковой 

последовательностью у референсного штамма O395 изменений не 

выявило. В острове патогенности VPI-1 было установлено наличие 4 

мутаций в генах, входящих в TCP-кластер, контролирующий продукцию 

ТКПА.  В частности было выявлено 3 однонуклеотидных несинонимичных 

замен в генах tcpC (А на G в положении 610 п.н. от начала гена), tcpF (А на 

G в положении 707 п.н. от начала гена), tcpS (Т на С в положении 428 п.н. 

от начала гена) и одна однонуклеотидная делеция гуанина в положении 

910 п.н. от начала генаtcpC, приводящей к сдвигу рамки считывания.  

Указанные изменения могли оказать влияние на продукцию ТКПА, 

но не могли явиться причиной гиперпродукции холерного токсина. В связи 

с этим на втором этапе работы мы провели сравнительный анализ 

основных регуляторных генов холерного вибриона, оказывающих 

позитивный или негативный эффект на продукцию ХТ и ТКПА.  

Нами было установлено  наличие трех протяженных делеции в генах 

vieA (675 и 386 п.н.) и vieS (910 п.н.), которые, по данным A.D. Tischleretal. 

[10], координированно регулируют в геноме классического вибриона 

около 400 генов, в том числе и гены, ответственные за синтез холерного 

токсина (ctxA), токсин-корегулируемых пилей адгезии (tcpA). Кроме того, 

нами была выявлена одна однонуклеотидная несинонимичная замена в 

глобальном гене-регуляторе toxR(А на G в положении 668 п.н. от начала 

гена), регулирующем продукцию ХТ и ТКПА. Однако и гены vieA, vieS и 

ген toxR являются позитивными регуляторами генов ctxA и tcpA, а, 

следовательно, мутации в данных генах скорее привели бы к снижению 

продукции ХТ и ТКПА, в то время как обнаруженные нами 2 

однонуклеотидные несинонимичные замены (С на Т в положениях 528 п.н. 

и 560 от начала гена) в гене hapR, являющемся опосредованным (через ген 

aphA и регуляторный каскад [8,9]) негативным регулятором генов ctxA и 

tcpA, могли способствовать повышенной продукции ХТ и ТКПА. 

Косвенно подтверждению данного предположения способствует и тот 

факт, что ген hapR является позитивным регулятором гена hapA и его 

повреждение ведет к снижению, а то и полному отсутствию продукции у 

штамма РГАП [7], что и наблюдается у штамма М-29. 

На последнем этапе работы мы провели изучение причин 

ауксотрофности штамма М-29 по аденину. Было установлено, что у 

данного штамма в гене purE, ответственном за синтез 

фосфорибозиламиноимидазолкарбоксилазы, принимающей участие в 
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метаболизме аденина [11], в положении 206 от начала гена присутствует  

вставка аденина, приводящая к сдвигу рамки считывания, чем, по 

видимому и объясняется его потребность в экзогенном аденине. 

Таким образом, на основе биоинформационного анализа 

полногеномной последовательности штамма V. cholerae M-29 и сравнения 

его нуклеотидной последовательности с таковой референсного штамма 

Vibrio cholerae O395 классического биовара нам удалось установить, что 

атипичность вспышки азиатской холеры в Поволжье в 1942-1943 гг., 

видимо, связана с наличием генетических мутаций в генах hapR и purE у 

вызвавших её штаммов. 
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На настоящий момент насчитывается более 100 видов рода Vibrio и 

этот список постоянно пополняется. Типовым видом рода является Vibrio 

cholerae, возбудитель холеры. Но еще для десятка видов установлен факт 

патогенности для человека со способностью вызывать гастроэнтериты или 

другие клинически выраженные формы кишечных инфекций [1]. Обитая в 

водной среде и на животных в пересекающихся экологических нишах, они, 

очевидно, подвержены масштабному горизонтальному переносу генов [2, 

3], что может свидетельствовать  о малоизученности и недооцененности 

потенциального спектра патогенных для человека вибрионов.  

Определение видовой принадлежности вибрионов осуществляется 

по общепризнанной схеме, описанной в [4]. Большинство используемых 

тестов (реакция Фогеса-Проскауэра, тест продукции индола и т.д.) 

подобраны эмпирически, и для отнесения к конкретному виду необходимы 

результаты проверки по совокупности из 14 биохимических признаков. К 

главным недостаткам при использовании такого подхода относят 

нестабильность анализируемых фенотипов и большое количество 

трудоемких операций по постановке и учету результатов определения.  

В настоящее время делаются попытки переложить данный подход на 

более «твердую почву», описав локусы в геноме, вовлеченные в 

реализацию набора биохимических признаков. В работе [5] 

исследователям удалось реконструировать метаболические пути, которые 

определяют фенотипические эффекты, наблюдаемые в стандартно 

используемых тестах. Также был проанализирован набор генов, 

кодирующих белки, вовлеченные в данные превращения. Цитируемая 

работа вскрыла и проблемы, связанные, по всей видимости, с исходным 
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несовершенством стандартно применяемых тестов. Так, гены, 

ответственные за  метаболические пути  с участием орнитиновой 

декарбокислазы, аргинин-дегидролазы, ответственные за продукцию 

индола и ферментацию галактозы, D-маннозы,  трегалозы, D-маннитола и 

целлобиозы присутствовали в вибрионах, которые считаются негативными 

по данным признакам. В частности, геномы V. parahaemolyticus имеют 

гены, необходимые для ферментации целлобиозы, в то время как у  

V. natriegens  обнаруживаются гены орнитин-декарбоксилазы и гены, 

вовлеченные в продукцию индола. Очевидно, что отчасти такая ситуация 

могла бы быть объяснена наличием мутаций, нарушающих структуру гена, 

или же регуляторов метаболизма, способных к супрессии  одного или 

множества генов на одном из этапов реализации генетической 

информации, что приводит к отрицательному ответу при соответствующем 

тестировании. В противоположность этой ситуации, в некоторых штаммах 

не были обнаружены гены, ответственные за характерные для вида 

признаки. В частности,  штамм V. anguillarum 775 характеризуется 

нехваткой генов ферментации целлобиозы. Следует отметить, что авторами 

признается низкая валидность данных по этому штамму ввиду возможного 

неполного покрытия генома контигами, имевшимися в базе данных на 

момент анализа [5]. 

Наличие вышеуказанных проблем и стремительное удешевление 

методов секвенирования, открывающего всё большее количество 

доступных для анализа геномов, побуждает исследователей искать 

специфичные маркеры de novo порой без связи с доступными для 

лабораторного определения биохимическими признаками. Одним из 

первых предложенных и самых популярных маркеров является ген 16S 

РНК с 97% порогом идентичности последовательностей по данному гену 

внутри вида [6]. Рибосомальная РНК высококонсервативна внутри таксона, 

поскольку обеспечивает процесс синтеза белка в составе рибосомы. Тем не 

менее, ее использование кажется более подходящим для таксонов более 

высокого ранга, а дискриминирующая способность на уровне вида 

недостаточна [7]. Предполагается, что задачу видового определения можно 

решать путем мультилокусного сиквенс-типирования с использованием 

вместе с 16S восьми других генов домашнего хозяйства  (gapA, gyrB, ftsZ, 

mreB, pyrH, recA, rpoA и topA), вместе формирующих уникальную 

генетическую подпись для вида [7, 8]. 

Мультилокусное типирование представляется разумным и 

обоснованным методом для филогенетической оценки штаммов и 

формирования выводов об эволюционной истории видов. На смену ему 

приходит еще более высокотехнологичный и точный метод 

полногеномного секвенирования, имеющий все шансы стать «золотым 

стандартом» в решении проблемы. Но использование таких методов всё 

еще трудоемко и времязатратно в аспектах постановки эксперимента и, 
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главным образом, анализа большого объема данных, а потому не 

применимо в рутинной практике. Отсюда следует неослабевающее 

внимание к отдельным локусам, способных создать необходимое 

разрешение для надежной дискриминации видов. В настоящий момент 

задача поиска маркера сводится не к нахождению уникальных 

последовательностей для конкретного вида (что могло бы быть полезно 

лишь для его детекции), а к поиску таковых, присутствующих у всех видов 

рода, при этом с внутривидовой изменчивостью более узкой, чем 

межвидовой. В качестве кандидатов на такие маркеры предлагались гены  

hsp60, gapA, gyrB. Но впоследствии более высокая дискриминирующая 

способность  была обнаружена у генов recA, rpoA и pyrH, которые, тем не 

менее, неспособны точно определить видовую принадлежность всех 

штаммов в ходе экспериментальных проверок [9, и ссылки, приведенные в 

работе]. С помощью гена dnaJ, ранее удачно использованного для  

дискриминации видов родов Mycobacterium, Legionella, и Streptococcus, 

была успешно определена видовая принадлежности 57 штаммов 

вибрионов [9]. 

In silico-анализ возможных видовых маркеров рода Vibrio был 

осуществлен в работе [10], где в качестве маркера был выявлен и 

экспериментально верифицирован локус VC1988 (ген сhromosome 

segregation ATPase, по штамму N16961). Авторы работы признают, что не 

все виды надежно дискриминируются даже при использовании данного, 

подобранного из теоретических соображений, маркера. Среди 

немаловажных достоинств работы следует упомянуть разработку 

математического аппарата для подбора и оценки качества маркера.  

Увеличивающийся поток геномных данных и секвенирование 

геномов новых видов предоставляет все большие возможности для поиска 

новых дискриминирующих виды маркеров. Нами предложен подход для 

оценки дискриминирующей способности маркера, реализована программа 

на языке Python. Программа позволяет провести расчеты для любого 

необходимого для исследователя маркера по геномным данным с 

возможностью выбора локуса, в наибольшей степени отвечающего целям 

исследования. Предполагается, что выбор маркера будет зависеть от 

оценки текущей ситуации специалистом, набора патогенов или 

исследуемых объектов окружающей среды. 

Изучается возможность использования гена hfq (длина около 260 

п.н.) в качестве подобного маркера. Белок, кодируемый данным геном, 

выступает в роли РНК-шаперона, обеспечивая надежное связывание 

некоторых малых РНК и их мишеней в условиях неполной 

комплементарности, что делает ген достаточно консервативным среди 

штаммов вида [11]. Нами был проведен биоинформатический анализ 

доступных в БД Nucleotide генов hfq представителей рода Vibrio [12]. 

Данные по количеству вариабельных позиций, выявленных при попарном 
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сравнении некоторых видов, приведены в таблице 1. Очевидна достаточно 

надежная дискриминирующая способность маркера даже с 

использованием выбранной примитивной методики ее оценки. Предстоит 

подобрать подходящую метрику для рациональной оценки межвидовых 

вариабельных позиций данного гена и проверить методику 

экспериментально. 

 

Таблица 1. Количество вариабельных нуклеотидных позиций, 

выявленных при попарном сравнении последовательностей гена hfq  

некоторых видов р. Vibrio 

 
 

В заключение хотелось бы отметить, что разработка маркеров для 

сиквенс-типирования по одному локусу связано с целым рядом 

методических вопросов. Так, внедрение методов полногеномного анализа 

штаммов приведет в скором времени к пересмотру систематических 

единиц в бактериологии. Возникнет (и уже возникает) проблема 

разделения на общее и частное, когда отдельный секвенированный штамм, 

обладая уникальными характеристиками, имеет все шансы быть 

выделенным в новый вид. В настоящее время среднее количество 

идентичных нуклеотидов (ANI) большее 95% установлено пороговым для 

отнесения штамма к определенному виду. Но насколько правомерен будет 

данный критерий в свете новых данных по секвенированию и более 

глубокому изучению разнообразия бактериологических объектов? Видимо, 

будет достигнуто согласие между нумерическим и филогенетическим 

подходами при формировании концепции вида в бактериологии [13, 14]. 

Вид будет рассматриваться как совокупность геномных и биологических 

особенностей в целом. Но задача отнесения штамма к тому или иному 

виду, имеющему определенное клиническое значение и патогенность для 

человека, будет стоять не менее остро. 
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СЕКВЕНИРОВАНИЕ И АНАЛИЗ МУТАЦИОННОГО ПРОФИЛЯ 

ГЕНОВ CTXAB У ШТАММОВ VIBRIO CHOLERAE, ВЫДЕЛЕННЫХ 

НА ТЕРРИТОРИИ Г. РОСТОВА-НА-ДОНУ В 1999-2003 ГГ. 

 

 

Р.В. Писанов, А.В. Керманов, М.И. Ежова, В.Д. Кругликов 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

 

Многократно показано, что холерный токсин является основным 

фактором вирулентности холерного вибриона [1]. Продукция и секреция 

токсина клетками холерного вибриона при инфицировании больного 

формируют острую симптоматику заболевания, вызывая диарею с  

характерными водянистыми испражнениями («рисовый отвар»). За 

нарушение электролитного баланса в клетках эпителия кишечника 

отвечает обладающая каталитической активностью субъединица А. 

Диссоциируя из олигомерного комплекса белкового токсина в 

энтероцитах, она приводит к повышению концентрации цАМФ через 

АДФ-рибозилирование G-белка. В состав холерного токсина также входят 

пять субъединиц типа B, окольцовывающие субъединицу А (А2), которые 

отвечают за проникновение комплекса в клетку кишечника, связываясь с 

эукариотическим рецептором – ганглиозидом GM1. Белок холерного 

токсина кодируется перекрывающимися генами ctxA и ctxB в составе 

профага CTXφ [2, 3].  

Материалы и методы. Нами было осуществлено полногеномное 

секвенирование токсигенных (ctx
+
, tcp

+
) штаммов холерного вибриона  O1 

серогруппы (штаммы: 18252, 18367, 18368, 18369, 18588), обнаруженных 

при мониторинге водоемов и сточных вод на территории  Ростова-на-Дону 

в период с 1999 по 2003 гг.  Выделение ДНК осуществлялось согласно МУ 

1.3.2569-09 (гунидинизотицианат-фенольным методом). Парно-концевые 

библиотеки для секвенирования приготавливались из 50 нг геномной ДНК 

с использованием наборов Nextera (Illumina) по стандартным протоколам. 

Геномы были секвенированы на платформе MiSeq (Illumina, San Diego, 

CA). Фильтрация ридов и сборка геномов de novo осуществлялась с 

помощью ПО Velvet [4]. Были отобраны контиги, несущие кластеры генов 

ctxAB  и предстоящий на хромосоме участок от стоп-кодона гена zot, 

содержащий вариабельные тандемные повторы. Отбор контигов 

осуществлялся с помощью программы BLAST+ [5] против 

соответствующего участка геномной ДНК штамма N16961, полученного из 

базы данных NCBI Genome.  

Для сравнительного биоинформационного анализа тем же методом 
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локальных выравниваний были извлечены последовательности ctxAB (с 

промоторно-операторным участком) из доступных полногеномных 

сиквенсов Vibrio cholerae, присутствующих в базах NCBI Nucleotide или 

NCBI Genome [6]. Были отобраны 70 последовательностей с полным 

покрытием указанной области. Глобальное выравнивание 

последовательностей было осуществлено с помощью программы Clustal 

Omega [7] с параметрами по умолчанию и редактировалось вручную. 

Попарное сравнение относительно референтной последовательности  

(V. cholerae O1 N16961) и нахождение мутаций  проводилось с помощью 

программы MEGA6.0 [8] и программ из пакета Sfedu Bioinformatics 

Package [9].  

Результаты и обсуждение. В межгенном участке zot-ctx 

секвенированных нами штаммов не было найдено отличий как по 

нуклеотидной последовательности, так и по количеству повторов в 

сравнении с референтной последовательностью. Кодирующие области 

генов ctx, напротив, продемонстрировали вариацию по нескольким 

позициям. В таблице приведены мутации в генах оперона ctx  исследуемых 

штаммов и соответствующие им замены в зрелых полипептидных цепях 

холерного токсина (штаммы O395 и N16961 взяты как референтные 

классический и эльтор, соответственно). 

Нами были обнаружены замены по 4 позициям локуса ctxAB, 

являющиеся мутациями миссенс-типа. В субъединицеА (CTA) обе 

обнаруженные мутации приурочены к штамму 18369. Сравнение со 

штаммами, полученными из международной базы данных NCBI, 

позволило установить, что мутация, приводящая к аминокислотной замене 

V134G в CTA обнаруживается лишь у штамма J31w (не О1/не О139 

серогруппы) [10]. Неполярный аминокислотный остаток валин в 

рассматриваемом случае заменен на неполярный глициновый. 

Вторая мутация в этой субъединице, ведущая к замене основного 

гистидина на нейтральный аспарагин, не обнаруживается в ранее 

секвенированных геномах V. cholerae и открыта нами de novo. Мутация  

находится в непосредственной близости от участка домена, ответственного 

за взаимодействие субъединиц А и В в холерном токсине [10].  

В целом, для штаммов V. cholerae мутации в гене ctxB, более 

характерны, чем в ctxA. Цитозиновые нуклеотиды в позициях 115 и 203 

являются характерными для штаммов классического типа, в то время как 

тиминовый нуклеотид характерен для штаммов биовара Эль-Тор. У 

четырех исследованных нами штаммов, таким образом, обнаруживается 

ctxB классического типа, что позволяет отнести данные штаммы к так 

называемым измененным вариантам Эль-Тор [11]. 
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Таблица. Мутации в локусе ctxAB и соответствующие 

аминокислотные замены в холерном токсине 

 
 

(Позиции нуклеотидных мутаций указаны относительно первого 

нуклеотида старт-кодона соответствующего гена) 

 

Мутации, происходящие в гене ctxB при переходе от классического 

типа к типу Эль Тор приводят к аминокислотным заменам. Особый 

интерес представляет позиция 47 в зрелой CTB. Предполагается, что 

аминокислотный остаток в этом положении участвует во взаимодействии 

A и B цепей белка [10], а среди эффектов точковой замены можно ожидать 

изменения в сборке субъединичного комплекса в токсине и 

функциональных особенностях белка. Тем не менее, конкретный 

физиологический эффект всех обнаруженных нами мутаций остается 

неустановленным.  

Эксперименты по моделированию эффектов измененных холерных 

токсинов in silico и in vivo вместе с данными полногеномного 

филогенетического анализа рассмотренных штаммов могут пролить свет 

на эволюционное значение таких вариаций и их роль в вирулентности 

холерного вибриона.  
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IN SILICO АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ РЕГУЛЯЦИИ МИШЕНЕЙ 

МАЛОЙ РНК VRRA У ПАТОГЕННЫХ ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА 

ВИБРИОНОВ 

 

А.В. Керманов, Р.В. Писанов, В.М. Сорокин, А.Б. Мазрухо 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

В плеяде регуляторов экспрессии генов в бактериальной клетке, 

отдельно выделяется группа небелковых регуляторов — малых молекул 

РНК. Большинство таких регуляторов осуществляют свою функцию через 

посадку на мишень, матричную РНК (мРНК), к которой  комплементарны 

нуклеотиды ее последовательности. Формируемый дуплекс молекул РНК 

http://mmcs.sfedu.ru/bio/
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узнается специфичными РНКазами, что приводит к редукции количества 

таргетированного транскрипта и, как следствие, ведет к снижению 

экспрессии конечного продукта гена - белка [1].  

Для группы малых РНК стабильное связывание с мишенью 

возможно лишь при участии белка — шаперона Hfq. Причина кроется в 

неполной комплементарности малой РНК и мРНК, объясняемой 

расположением малой РНК на большом геномном расстоянии от мишени 

[2]. Возникновение множества независимых мутаций с одной стороны и 

давление отбора в частях молекулы, участвующих в регуляции 

метаболического пути с другой, обеспечивают пластичность регуляции и 

порождают очевидный факт возможности наличия множества мишеней 

для одного малого РНК-транскрипта.  

Примером подобной малой РНК может служить VrrA, для которой 

описано участие  в ингибировании продукции мембранных белков OmpA и 

OmpT у Vibrio cholerae через посадку на 5`-нетранслируемую область 

соответствующих мРНК [3,4]. Нами была биоинформатически показана 

высокая консервативность малой РНК VrrA и ompT   на участках их 

гибридизации и у подавляющего большинства у всех доступных для 

анализа секвенированных штаммов последовательности оставались 

неизменными или слабо измененными [5].  

Гомологи VrrA и мембранных белков представлены у других 

представителей рода Vibrio. Нами были изучены патогенные для человека 

вибрионы с целью выяснить наличие и отлаженность механизмов 

репрессии мембранных белков OmpT и OmpA малой РНК VrrA в 

биоинформатическом эксперименте.  Для предсказания участков 

гибридизации последовательностей нуклеиновых кислот и энергий 

связывания использовались программы RNAup [6] и RNAHybrid [7].   

Для ompT холерного вибриона детально изучен молекулярный 

механизм связывания с VrrA, в том числе, с полученными в работе [4] 

мутантными последовательностями. Они  послужили стандартом для 

измерений и использовались нами для калибровки метода. Результаты 

представлены в таблице 1. 

 

Таблица 1. Участки и энергии связываний малой РНК VrrA и мРНК 

ompA и ompT у патогенных для человека вибрионов. В двух последних 

столбцах в части, относящейся к ompT — моделирование эксперимента с 

мутантной ompT и VrrA, осуществленном in vitro в работе [4]. Данные 

последних двух столбцов в части таблицы по ompT использовались для 

калибровки остальных измерений 
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In silico эксперименты по гибридизации VrrA с мРНК ompT и ompA 

демонстрируют различную эффективность подавления синтеза 

мембранных белков у разных представителей рода Vibrio. У V. furnissii 

подавление ompT, видимо, гораздо более эффективно, чем для других 

Vibrio, проанализированных нами, а у Vibrio parahaemolyticus, вероятно, 

вообще нарушено. Для V. parahaemolyticus также характерна дисрегуляция 

VrrA по другой мишени — ompA. Vibrio mimicus и Vibrio alginolyticus 

также демонстрируют сниженные энергии связывания. 

Большое количество исследовательских групп по всему миру 

вовлечено в изучение биологической роди OmpA и OmpT в 

жизнедеятельности холерного вибриона. Известно, что репрессия OmpA 

приводит к увеличению продукции мембранных везикул, способных, как 

полагают, доставлять токсины и избегать иммунного ответа, как это было 

показано на E.coli [8]. Высокие значения энергии связываний для одного 

из самых успешных в аспекте стратегии выживания в организме хозяина 

патогена - холерного вибриона могут подтверждать эту гипотезу. Данные о 

предполагаемой высокой степени супрессии мембранных белков у V. 

furnissii может служить основанием для более пристального внимания к 

этому, пока еще малоизученному, и, вероятно, недооцененному патогену. 
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Введение. 

Изучение биологических и генетических особенностей штаммов 

особо опасных инфекций (ООИ), в частности штаммов холерного 

вибриона, одно их приоритетных направлений исследований в области 

проблем борьбы, предупреждения и ликвидации  распространения ООИ не 

только на территории Российской Федерации, но и в мировом масштабе. 
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Особенности географического расположения России, глобализация и 

усиление интеграционных процессов с разными странам на современном 

этапе - основная предпосылка для заноса новых атипичных штаммов 

холеры на территорию Российской Федерации из эндемичных очагов. 

Таким образом, в целях своевременного предупреждения распространения 

и выявления территорий заноса холеры, первоочередной задачей является 

разработка и внедрение методов генотипирования и генетической 

характеристики изучаемых штаммов вибрионов холеры, основанных на 

новых молекулярно-биологических подходах, в частности, на технологиях 

высокопроизводительного секвенирования. Информация о полногеномных 

нуклеотидных последовательностей штаммов V. cholerae, выделенных во 

время завозных случаев в Российской Федерации, будет ценным 

материалом не только для определения генетических особенностей 

штаммов, циркулирующих в эндемичных регионах за рубежом, но и 

понимания путей распространения и скорости изменения генетических 

субтипов холерного вибриона в мировом масштабе. 

Цель исследования заключалась в полногеномном секвенировании 

6 штаммов Vibrio cholerae O1 биовара Эль Тор,  изолированных при 

заносных случаях холеры в Российскую Федерацию и проведения 

филогенетического анализа для определения ассоциации исследуемых 

штаммов с уже существующими филогенетическими группами Vibrio 

cholerae O1 Эль Тор 7-ой пандемии. 

Материалы и методы.  

Исследуемые штаммы были представлены клиническими изолятами, 

выделенными у пострадавших людей в период с 2005 г. по 2012 г. во время 

заносных случаев холеры в Российскую Федерацию. Пять случаев были 

связаны с заносами из Индии, и только один штамм был связан с заносом 

из Таджикистана. Геномная ДНК данных штаммов была предоставлена из 

Музея живых культур ФКУЗ Ростовского научно-исследовательского 

противочумного института. Дальнейшее приготовление библиотек 

осуществляли с применением набора реагентов TruSeq (Illumina, США). 

Секвенирование проводили на платформе MiSeq (Illumina, США). 

Филогенетическую реконструкцию проводили с использованием 

разработанного алгоритма анализа данных в ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора.  Для проведения сравнительной филогеномики и 

реконструкции глобальной филогении штаммов  Vibrio cholerae O1 Эль 

Тор 7-ой пандемии было проведено сравнение с 144 ранее 

секвенированными геномами депонированными в архиве коротких 

прочтений (ShortReadArchive) базы данных NCBI. Суть филогенетического 

анализа заключалась в определении матрицы ортологичных SNP высокого 

качества между всеми сравниваемыми геномами, относительно генома 

2010EL-1786 и реконструкции филогенетического дерева с 

использованием Байесовских методов анализа [1]. Сравнение геномного 



103 
 

контента ряда штаммов, а именно определения набора и схожести 

кодирующих открытых рамок считывания, осуществляли с 

использованием пакета программ BLAST+ 2.28.  

Результаты. 

Сравнительный анализ ассоциированных с вирулентностью 

мобильных генетических элементов (CTXφ, RS1φ, VPI-1, VPI-2, VSP-1, 

VSP-2 и ICE) и геномных островков, а также сравнение всех кодирующих 

последовательностей (CDS) каждого из анализируемых геномов с 

референс- геномом 2010EL-1786 показал конгруэнтный набор 

генетических элементов и низкое разнообразие относительно обеих 

хромосом. Вместе с тем в штамме RND18899 (Мурманск, 2005 г.) 

отсутствовал профаг CTXφ. 

На основании идентифицированных SNP, локализованных в 

ортологичных областях исследуемых и сравниваемых штаммов, была 

проведена реконструкция глобальной филогении Vibrio cholerae O1 Эль 

Тор 7-ой пандемии. При сравнении 144 геномов в данной работе было 

выявлено 453 полиморфных позиций, содержащих SNP. 397 из них были 

локализованы в кодирующих регионах, из них 157 SNP были 

синонимичными и 225 несинонимичными, 1 SNP была ассоциирована с 

потерей стартового кодона, напротив 10  SNP были связаны с 

формированием стоп кодона и 3 с потерей стоп кодона. Остальные 56 SNP 

были локализованы в межгенных областях. 

Филогенетический анализ с ранее секвенированными штаммами 

показал, что все исследуемые штаммы принадлежат к одной 

монофилетической группе по отношению к штамму CIRS101, и в ряде 

случаев достоверно кластеризуются с ранее описанными кладами: 

Гаити/Непал-4, Непал-3 [1,2,3].  

Штаммы RND19188 и RND19187 были выделены у женщины и ее 

10-месячной дочери в июне 2010 г. и были связаны с заносом из Индии. 

Они формировали  отдельную ветвь в группе штаммов Непал-3,  при этом 

значительно  различались  между собой  (48 позиций с различающимися 

SNP), что дает основания  предполагать отсутствие общего источника 

заражения женщины и ее дочери или одновременный контакт 

пострадавших с источником, содержащим генетически гетерогенную 

популяцию холерных вибрионов.  

Клинический штамм RND18826 (г. Тверь, занос из Таджикистана, 

2005 г.) и штамм 2011EL-301, выделенный из морской воды  в районе 

пляжа в г. Таганрог  в августе 2011 г. [4], формируют отдельную группу и 

близки к группе штаммов выделенных в Пакистане [3], что в свою очередь 

позволяет предположить, что наиболее вероятной территорией 

происхождения штамма 2011EL-301 является территория Таджикистана. 

Однако это требует дальнейшего исследования и секвенирования 

репрезентативной выборки штаммов циркулирующих на данной 
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географической территории. 

Штаммы RND6878 (Московская обл., занос из Индии, 2012 г.) и 

RND1919 (Москва, занос из Индии, 2010 г.) в масштабах глобальной 

филогении группируются со штаммами, выделенными во время 

Гаитянской вспышки холеры в 2010 году, а также со штаммами 14, 25, 26 

выделенными в Непале. Направленное сравнение штаммов  RND6878 и 

RND1919 и штаммов, принадлежащих группе Гаитянских и Непальских 

штаммов (n=65), показало, что штамм RND19191 имеет только одну 

уникальную несинонимичную замену относительно референс-генома 

2010EL-1786 в позиции 132291 хромосомы 1 (Gat/Aat), которая приводит к 

замене аминокислоты D154N в гене TraE. Напротив, штамм RND6878 

имел 4 уникальные SNP позиции, локализованные в белок-кодирующих 

областях.  Таким образом, штамм RND19191, выделенный 1 июля 2010 

года, генетически близок к штаммам, выделенным во время вспышки 

холеры на Гаити в 2010 году, что свидетельствует о циркуляции штаммов 

Vibrio cholerae O1 биовара Эль Тор близких к гаитянским на территории 

Индии за 3 месяца до начала вспышки холеры на Гаити. Относительная 

генетическая близость штамма RND6878 к группе гаитянских, а также 

время и территория выделения  может указывать на циркуляцию группы 

штаммов подобных гаитянским, в Индии на протяжении последних 

нескольких лет. 
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У холерного вибриона О1 и О139 серогрупп  информация о наличии 

и свойствах N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы в литературе отсутствует и 

все данные о ней носят предположительный характер в силу 

заимствования из работ с использованием V. harvey, V. furnissii,  

V. vulnificus и V. parahaemolyticus. В связи с этим, целью нашего 

исследования явилось изучение N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы 

(хитобиазы) (КФ 3.2.1.30) у вибрионов, оптимизация условий синтеза и 

определения активности фермента, его выделение, очистка и 

характеристика некоторых физико-химических свойств.  

В результате проведенного исследования установлено, что у всех  

штаммов V. cholerae  О1  классического и Эль Тор биоваров, V. cholerae  

О139, V. cholerae non O1/non O139, а также у V. mimicus,  

V. parahaemolyticus, V. alginolyticus  и V. vulnificus, выделенных из 

различных источников и с разным набором детерминант вирулентности  

N-ацетил-β-D-глюкозаминидазная активность была четко 

зарегистрирована как качественным, так и количественным методами с 

использованием высокочувствительного синтетического субстрата 4-

метилумбеллиферил -  N–ацетил-β-глюкозаминида (Sigma). Это позволило 

не только  обнаружить фермент у всех штаммов, но и  продемонстрировать 

вариабельность уровня  N-ацетил–β–D–глюкозаминидазной активности у 

штаммов в зависимости от объекта выделения и набора детерминант 

вирулентности [3,4]. Обнаружено, что условия выращивания (температура) 

и индивидуальные особенности штаммов вибрионов влияли на уровень 

активности N-ацетил–β–D–глюкозаминидазы: клетки, выращенные на 

агаре Мартена при 28°С, обладали более высокой активностью по 

сравнению с выращенными при 37°С [5].Таким образом, выявленное 

увеличение активности N-ацетил–β–D–глюкозаминидазы при понижении 

температуры культивирования у штаммов V. cholerae O1 и О139 

серогрупп, изолированных из воды, позволило предположить участие 

этого фермента в выживаемости/сохраняемости  холерных вибрионов во 

внешней среде в условиях контакта с хитинсодержащими объектами. 

Кроме того, исследуемая активность выявлена у коллекционных штаммов, 

негативных по структурным генам нейраминидазы (∆nanH)  и 
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алкилсульфатазы (∆asu). Полученные данные могут указывать на 

эволюционно сложившуюся важность этого энзима для вибрионов 

различного происхождения.  

N-ацетил-β-D-глюкозаминидаза обнаружена также у взятых для 

контроля штаммов Yersinia enterocolitica и Y. pseudotuberculosis, однако 

она отсутствовала у исследованных штаммов Escherichia  сoli и Y. pestis, 

что позволило предложить использовать активность фермента для 

дифференциации возбудителей чумы и псевдотуберкулеза[6]. 

Известно, что большая группа генов, непосредственно участвующих 

в реминерализации хитина, образует так называемый хитинолитический 

комплекс. Большую часть генов этого комплекса мы охарактеризовали с 

помощью ПЦР с использованием оригинальных праймеров (это гены 

хитиназ, GlcNAc – связывающего белка, хитодекстриназы, хитопорина, 

хитинчувствительной гистидинкиназы и хитин-регулируемых пилей), 

кроме одного гена VCA0140 (хитинсвязывающий белок), праймеры к  

которому взяты из работы Bhowmick R. et al. [1]. Все штаммы О1 и О139 

серогрупп клинического происхождения несли полный набор изучаемых 

генов хитиназного комплекса. Однако, довольно пестрая картина 

результатов в ПЦР была выявлена у вибрионов водного происхождения. 

Несмотря на то, что у всех  исследованных  штаммов V. cholerae O139 

отсутствовали гены VC1073 (хитиназа), VC1952 (внеклеточная хитиназа, 

ChiA1), VCA0811 (GlcNAc–связывающий белок, glpA), VC0972 

(хитопорин), VC2324 (ChiRP-хитин-регулируемые пили, ген PilA), тем не 

менее это не отразилось на активности N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы, 

которая  у нихрегистрировалась довольно четко. 

 Поиск в GenBank показал, что в нём содержится информация о трех 

β-гексозаминидазах (гликозилгидролазах, К.Ф.3.2.1.52), находящихся на 

первой хромосоме холерного вибриона. Они наделены разным 

молекулярным весом, зарядом, принадлежат к разным семействам 

гликозилгидролаз, что указывает на их индивидуальность. Выяснено, что 

ген VС 2217 из штамма V.cholerae El Tor 16961, детерминировал белок  из 

883 аминокислотных остатков, мол. массой  97,9 кДа. Продукт этого гена   

является  гликозилгидролазой семейства 20, а домен 2  проявлял сходство  

на  57,2% с геном NghA, кодирующим  N-ацетил-β-D-глюкозаминидазу   

Y. pseudotuberculosis 1123. 

Среди различных модельных систем важное место занимает Serratia 

marcescens, у которой осуществлено клонирование и секвенирование гена  

chb (N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы). Тщательно проведенные  

исследования  позволили Tews et al. [2] выявить в белке структурно-

функциональные  домены, широко  используемые  другими 

исследователями при анализе свойств и идентификации вновь выделяемых  

белков. Фермент является  мономером, состоит из 885 аминокислотных 

остатков, имеет мол. массу около  98,1 кДа и лидерную 
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последовательность из 27 аминокислот. 

При сравнительном компьютерном  анализе аминокислотных 

последовательностей N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы Serratia marcescens 

и продукта гена VC2217 оказалось, что совпадение между ними составляет 

54% и сходство 12,65%. Такая высокая степень близости (66, 65%) белков 

двух бактерий позволила идентифицировать у фермента из холерного 

вибриона  активный центр из двух консервативных аминокислот  Asp539 и 

Glu540. Обнаружены также консервативные для β-N-глюкозаминидаз 

остатки Asp346, Arg349, Asp378, Asp379,Trp616, Trp685 и Trp737, участвующие в  

связывании субстрата в фермент-субстратном комплексе. Белок гена 

VC2217 – гликопротеин с тремя сайтами гликозилирования. Высокая 

степень сходства  ферментов из Serratia marcescens  и холерного вибриона 

проявилась и при изучении их структурных доменов. Выполненный 

биоинформационный анализ позволил заключить, что продукт гена 

VC2217 является N-ацетил-β-D-ацетилглюкозаминидазой  (К.Ф. 3.2.1.30), 

участвующей в  гидролизе хитина, и определил направление наших усилий 

по ее выделению, очистке и изучению некоторых свойств. 

Несмотря на нестабильность фермент удалось очистить в 4 раза 

путем разрушения клеток вибрионов, ультрацентрифугирования лизатов 

при 105000g, концентрирования в системе Amicon с последующей 

колоночной хроматографией (сефадекс G-100 и  фрактогель TSKDEAE-

650). 

Были изучены некоторые его физико-химические свойства. По 

данным электрофореза в 12% ПААГ геле молекулярная масса белка 

находилась около 95 кДа. Оптимальным для действия N-ацетил-β-D-

глюкозаминидазы оказался рН равный 6.0. Активность препарата 

фермента оставалась высокой  при 20- 28 
о 

С. Температурный оптимум   

составил  +37
 о

С, однако прогревание энзима в течение 15 мин при 50
о
С 

сопровождалось снижением активности на 78 %.  При определении 

чувствительности фермента к действию реагентов различной химической 

природы  выявлено ингибирующее действие ионов цинка, марганца, меди 

и железа. Присутствие в пробе ЭДТА  и SDS (1 мМ) значительно снижало 

активность фермента. Вещества, нарушающие конформацию молекулы 

белка (8М), мочевина и азид Na вызывали полную инактивацию фермента. 

Изучение влияния NaCl  на активность N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы 

выявило, что в концентрациях 0.05-0.1 М NaCl активировал 

ферментативную активность на 20%, а  в концентрации 2 М подавлял на 

45%. Выявлена функциональная значимость остатков цистеина в структуре 

белка. Константа Михаэлиса-Ментен (Кm) составила 0,03 мкМ, а Vmax- 

0,316 мкM. При изучении субстратной специфичности очищенного 

препарата фермента использовали субстраты 4-метилумбеллиферил-β-D-

глюкопиранозид (Lachema), 4-метилумбеллиферил- N-ацетил-β-D-

глюкозаминид, 4-метилумбеллиферил- β-D-галактопиранозид. Активность 
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была обнаружена  только в отношении  4- метилумбеллиферил-  N ацетил-

β-D- глюкозаминида, хотя на разных этапах очистки в пробах четко 

регистрировалась галактозидазная активность, что может указывать на 

присутствие β-N-гексозаминидазы (КФ 3.2.1.52, ген VC0613). В результате 

очистки удалось получить препарат с активностью только N-ацетил-β-D-

глюкозаминидазы. Полученная к ферменту кроличья антисыворотка 

образовывала  линии преципитации с исходным препаратом фермента. 

Таким образом, проведенное исследование позволило дополнить 

хитинолитический комплекс холерного вибриона N-ацетил-β-D-

глюкозаминидазой, ферментом, играющим важную роль в сохранении, 

выживании, питании и формировании новых форм возбудителя в 

окружающей среде. 
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СПОСОБНОСТЬ МОЧЕВИННЫХ ЭКСТРАКТОВ VIBRIO 

CHOLERAE К ДЕКОНЪЮГАЦИИ СОЛЕЙ ЖЕЛЧНЫХ КИСЛОТ 

 

 

С.Н. Козлов, В.Б. Николаев, Е.Ю. Марков, Л.Я. Урбанович 

ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный институт 

Сибири и Дальнего Востока Роспотребнадзора, г. Иркутск 

 

 

Бактериальные гидролитические ферменты (протеазы, липазы, 

эстеразы и др.) участвуют в процессе метаболизма микробной клетки и 

играют важную роль в адаптации микроорганизма к факторам 

окружающей среды. Известно, что некоторые морские бактерии и 

энтеробактерии способны разрушать неионогенные поверхностно-

активные вещества (ПАВ) [1, 2]. Под влиянием ферментов энтеробактерий 

происходит деконъюгация желчных кислот в тонком кишечнике, при этом 

есть сообщения о ферментативной деградации конъюгированных солей 

желчных кислот некоторыми патогенными бактериями [4]. Однако данных 

о ферментативной способности деконъюгировать соли желчных кислот 

холерными вибрионами нам обнаружить не удалось, за исключением 

сообщения о том, что при полногеномном анализе штамма Vibrio cholerae 

IEC224обнаружен ген O3Y_17603 (cgh), предположительно кодирующий 

холоилглицин гидролазу (EC 3.5.1.24) [5]. Однако энзиматическая 

активность и биологическая роль продукта экспрессии этого гена у 

холерного вибриона охарактеризованы не были. 

Цель работы – изучить способность к гидролизу конъюгированных 

солей желчных кислот препаратами мочевинных экстрактов V. сholerae El 

Tor О1 и V. cholerae О139 серогрупп. 

Материалы и методы. 
В работе использованы штаммы V. cholerae El Tor О1 и V. cholerae 

О139 серогрупп разной эпидемической значимости: 3 штамма токсигенных 

V. сholerae El Tor O1 (М-800, M-878, И-1263) и один штамм V.cholerae 

О139 (И-12), 8 штаммов нетоксигенных V.сholerae El Tor (И-637, И-

638,1291, 2131, 2-01, И-1369, И-1368, 129-05-B) и один штамм V.cholerae 

O139 (И-16), полученные из музея живых культур ФКУЗ «Иркутский 

научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего 

Востока» Роспотребнадзора.  

Бактерии культивировали на казеин-дрожжевом агаре (рН 7,6) при 

37 °С в течение одних суток и смывали физиологическим раствором. 

Бактериальную массу (в концентрации 10
9
 кл/мл) обрабатывали 

стерильным 9 М раствором мочевины в соотношении 1:1. После суточной 

экспозиции и определения стерильности полученного лизата 
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нерастворимый в мочевине материал удаляли высокоскоростным 

центрифугированием. Надосадочную жидкость, представляющую собой 

мочевинный экстракт (МЭ), подвергали диализу против проточной и 

дистиллированной воды, освобождали от образовавшегося осадка 

центрифугированием и лиофильно высушивали [3]. 

Гидролитическую активность определяли диффузионным методом в 

1 % агарозе с использованием 0,5 % раствора солей желчных кислот 

гликохолата и таурохолата натрия (Sigma). Тесты проводили при pH среды 

от 4,5 до 8,3 в 0,05 М натрий ацетатном и 0,05 М Tрис-HCl буфере, 

соответственно. Для контроля деконъюгации солей желчных кислот 

параллельно проводили тест с заменой солей желчных кислот на 

дезоксихолат натрия, дезоксихолевую и холевую кислоты. Исследуемые 

препараты вносили в лунки, сделанные в агарозе разлитой в чашки Петри, 

и инкубировали двое суток во влажной камере при 37 °С. О наличии и 

интенсивности гидролитической активности судили по образованию 

матово-белых ореолов вокруг лунок и их размеру. В качестве 

отрицательных контролей использовали буферные растворы и 

дистиллированную воду. Стабильность ферментативной активности 

оценивали прогреванием образцов при 56 °С и 97 °С в течение 7 мин. Все 

полученные результаты представлены в виде средних значений и их 

ошибок. 

Результаты исследования. 

Диффузионные тесты с препаратами МЭ холерного вибриона с 

добавлением в агарозу солей желчных кислот показали образование вокруг 

лунок матово-белых ореолов разной величины при отсутствии таковых у 

контрольных лунок, у образцов прогретых при 97 °С, а также в тестах с 

дезоксихолатом натрия, дезоксихолевой и холевой кислотами, что 

указывает на ферментативную природу образования вокруг лунок 

нерастворимых компонентов солей желчных кислот в результате их 

деконъюгирования. Отмечена зависимость величины зон проявления 

гидролитической активности от рН среды проводимых тестов (таблица). 

 

Таблица. Зависимость гидролитической активности препаратов МЭ 

холерного вибриона от рН среды и субстрата  

Субстрат 

Размеры зон гидролиза при разных рН 

среды (M±m) 

4,5 6,5 8,3 

Таурохолат натрия 1,23±0,02 мм 2,04±0,02 мм 5,40±0,03 мм 

Гликохолат натрия 0,77±0,02 мм 1,88±0,02 мм 4,40±0,04 мм 

 

Образование матово-белых ореолов вокруг лунок с препаратами МЭ 
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холерного вибриона было интенсивней и большего размера в щелочной 

среде, тогда как эти проявления оказывались ниже в кислой среде. 

Препараты МЭ в отношении таурохолата натрия проявляли более высокую 

активность в сравнении с гликохолатом натрия, что также отражалось на 

размерах гидролитических зон вокруг лунок.  

Выводы. 

Анализ гидролитической активности препаратов МЭ холерного 

вибриона в диффузионных тестах с использованием в качестве субстрата 

солей желчных кислот показал наличие в них деконьюгирующей 

активности. Величина деконъюгирующей активности зависит от рН среды 

и используемого субстрата. При этом деконъюгирующая активность 

препаратов МЭ холерного вибриона инактивируется при прогревании до 

95 °С. 
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г. Ростов-на-Дону 

 

 

Способность к фазовым переходам является показателем 

адаптационного потенциала холерных вибрионов. Фазовым вариациям 

могут подвергаться различные поверхностные структуры бактериальной 

клетки. Одним из примеров является формирование ругозного фенотипа за 

счет продукции экзополисахарида. Продуцируя его в большом количестве, 

холерные вибрионы образуют биопленки, в составе которых они 

устойчивы к ультрафиолету, тепловому, осмотическому или 

окислительному стрессу [2, 6], а также к захвату простейшими [7]. Кроме 

этого, установлено наличие корреляция между способностью вибрионов к 

фазовым вариациям и их патогенностью [2]. Однако в отечественной 

литературе данные относительно характера роста таких вибрионов на 

различных питательных средах, их чувствительности к антибактериальным 

препаратам, оценки их способности взаимодействовать со 

специфическими антителами и диагностическими бактериофагами, 

малочисленны [2, 5], тем не менее, они необходимы для проведения 

эффективной лабораторной диагностики холеры. Таким образом, изучение 

атипичных штаммов холерных вибрионов может внести существенный 

вклад в повышение эффективности мониторинга внешней среды. В связи с 

этим целью настоящей работы явилось получение и изучение 

стабилизированных фазовых вариантов V. cholerae El Tor. 

В работе был использован токсигенный штамм V. cholerae El Tor Р-

18895, который согласно ранее проведенным исследованиям 

характеризовался наилучшей способностью формировать биопленки [5]. 

Для получения ругозных колоний клетки штамма вносили в среду М9 (рН 

9,0) до конечной концентрации 10
6
 КОЕ/мл и через 2 недели высевали на 

агар LB и Мартена. В результате на LB наблюдали формирование колоний 

только исходного ST-фенотипа, тогда как на агаре Мартена наблюдали 

расщепление популяции V. cholerae El Tor на два типа колоний: SТ и 

ругозные, при этом частота появления ругозных колоний составила 

примерно 70±6,6%. Ревертирование штамма к исходному гладкому 

фенотипу индуцировали с помощью добавления в агар Мартена 1,0% 
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сахарозы. Для селекции ругозных вариантов использовали агар Мартена с 

добавлением гидрохинона в концентрациях от 10 до 100 мкг/мл (≈10
-4

-10
-3

 

моль/л), который, как известно, в концентрациях менее 1х10
-2

 моль/л 

обладает слабыми прооксидантными свойствами [1]. В результате через 2 

месяца с начала культивирования были получены колонии V. cholerae El 

Tor Р-18895 с выраженной складчатостью. На плотной среде Мартен при 

37
0
С формировались плотные рельефные колонии, тогда как при 

выращивании при 19 
0
С и 23 

0
С (условия термостата) наблюдали 

формирование объёмных рыхлых колоний (Рис.1). Кроме этого, ST-

вариант штамма V. cholerae El Tor Р-18895 на агаре Мартен с добавлением 

гидрохинона, расщеплялся с формированием еще одного морфотипа 

колоний - гладких плотных непрозрачных - О - колоний.  

 

А Б В Г  

 

Рис.1 Морфотипы фазовых вариантов V. cholerae El Tor Р-18895: 

расщепление на ST- и складчатые колонии (А), колонии 

стабилизированного ругозного варианта, выращенные при 37 
0
С (Б) и 23 

0
С 

(В), О-колонии (Г).  

 

Ругозные колонии были более устойчивы к бактериофагам eltor 

(1/2+), чем ST- колонии (2/3+) и О-колонии (2/3+). Кроме того, ругозный 

вариант V. cholerae El Tor Р-18895 агглютинировалсяв РАО сывороткой О1 

в более низких титрах (1:800), чем исходный ST-вариант (1:1600).  

При бактериологическом исследовании на холеру используют 

селективно-дифференциальные среды СЭДХ-M, TCBS. Для оценки 

характера роста исходный штамм V. cholerae El Tor Р-18895 и его 

ругозный вариант высевали на среду СЭДХ-M. Колонии холерных 

вибрионов через 18-20 часов на этой среде должны иметь ярко-желтую 

окраску на синем фоне [3]. Однако в отличие от исходных штаммов, 

находящихся в ST-форме, характерного роста данных фазовых вариантов 

через 20 часов не наблюдали. Желтые гладкие колонии на этой среде 

появлялись только на вторые сутки.  

Для подтверждения идентичности происхождения ругозного, О- и 

ST- морфотипов V. cholerae El Tor P-18895 был проведен VNTR-анализ с 

помощью локус-специфических праймеров [4]. В результате все три 

варианта данного штамма показали идентичный VNTR-профиль: VcA 19, 
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VcB 16, VcI10, VcD4, VcG5, VcLa. Кроме этого, было установлено наличие 

генов ctx, toxR, tcp и zot, что свидетельствует об их эпидемической 

опасности. 

Таким образом, получены стабилизированные ругозный и О- 

фазовые варианты штамма V. cholerae El Tor P-18895, имеющие частоту 

ревертирования к исходному фенотипу не более 10%, которые могут быть 

использованы в дальнейших исследованиях, касающихся особенностей 

формирования биопленок на различных органических и неорганических 

поверхностях, для оценки устойчивости вибрионов к некоторым факторам 

окружающей среды, в том числе и к антибиотикам, а также в 

совершенствовании методов выделения фазовых вариантов V. cholerae из 

внешней среды.  
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 

ХИТОЗАНА И ЕГО СПЕЦИФИЧЕСКОГО МОДИФИКАНТА 

 

 

М.В. Овчинникова, Т.В. Аленкина,  М.Н. Исляева 

ФКУЗ Российский научно-исследовательский противочумный институт 

«Микроб» Роспотребнадзора, г. Саратов 

 

 

Относительной количественной характеристикой функциональной 

активности энтеросорбентов является адсорбционная способность (АС), 

определяемая по веществам-маркерам [2]. При разработке и 

стандартизации новых видов энтеросорбционных препаратов нормативно-

технической документацией предусмотрено использование не менее двух 

общепринятых фармакологических маркеров для оценки данной 

характеристики, а для получения прогностической информации в 

отношении специфической адсорбционной активности вводятся тесты с 

конкретными патологическими агентами. В качестве фармакологических 

маркеров, как правило, используют метиленовый синий (МС), 

имитирующий среднемолекулярные токсиканты для оценки белок-

связывающей активности, обусловливающей детоксикационную сорбцию 

патологических агентов белковой природы - альбумины. Для изучения 

специфических свойств энтеросорбентов применяют различные экзо-, 

эндотоксические и микробиологические маркеры [3]. 

С целью создания прототипа противохолерного препарата 

направленного антитоксического действия был сконструирован 

энтеросорбент, представляющий собой активированную 

высокомолекулярную хитозановую матрицу с иммобилизованными 

антиэнтеротоксическими иммуноглобулинами. Такой специфический 

модификант должен сохранять способность к неспецифической сорбции, 

характерную для исходной матрицы (хитозана), а также проявлять 

специфическую активность в отношении холерного токсина. 

Задачей данного исследования являлось сравнительное изучение 

адсорбционной активности энтеросорбента хитозана и его специфического 

модификанта по трем веществам-маркерам: метиленовому синему, 

бычьему сывороточному альбумину (БСА) и холерному токсину (ХТ). 

Определение АС хитозана и его модификанта в отношении 0,15 % 

раствора МС проводили по ФС 42-3246-95 для таблеток угля 

активированного. После экспозиции маркера-адсорбата с  изучаемыми 

энтеросорбентами равновесные растворы отделяли фильтрацией на 

фильтровальных модулях Swinnex-47 («Millipore», США) через мембраны 

с размером пор 0,45 мкм, с последующим определением в них оптической 
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плотности на спектрофотометре (СФ) в максимуме поглощения 664 нм в 

сравнении с оптической плотностью исходного раствора (раствор 

сравнения) МС. Адсорбционную способность вычисляли по формуле: 

Х=(D0 - D) × а × 50/D0 × m×(1 - 0,01 ×W), 

где D0  - оптическая плотность раствора сравнения МС; 

D - оптическая плотность испытуемого раствора; 

m-  навеска препарата, г; 

а - фактическое содержание МС в растворе сравнения, мг/мл; 

W - влажность образца, %; 

50 – объем раствора раствора МС, мл.   

 

Белок-связывающую активность изучали по ВФС 42-2148-92  

«Полисорб» в модификации В.И. Решетникова (2005) с 0,5 % раствором 

БСА. Аналитическую детекцию непрореагировавшего БСА после 

экспозиции его 0,5 % раствора с навесками энтеросорбентов и 

последующего осаждения коллоидных взвесей центрифугированием при 

8000 об/мин, проводили на СФ в максимуме поглощения 280 нм. В 

качестве раствора сравнения использовали исходный раствор БСА. 

Адсорбционную способность энтеросорбентов вычисляли по формуле: 

Х=(D0 - D) × а ×25/D0  × b× (1 - 0,01 × W), 

где D0  - оптическая плотность раствора сравнения БСА ; 

D - оптическая плотность испытуемого раствора; 

m-  навеска препарата, г; 

b - фактическое содержание БСА в растворе сравнения, мг/мл; 

W - влажность образца, %; 

25 – объем раствора сравнения БСА, мл. 

Изучение специфической  АС препаратов проводили с очищенным 

препаратом ХТ. В эксперименте использовали навески энтеросорбентов по 

10 мг и модельный раствор ХТ в концентрации 100 мкг/мл. Концентрацию 

несвязавшегося ХТ определяли на СФ при двух длинах волн 260 и 280 нм. 

Величину специфической АС определяли по концентрации ХТ в фазе 

сорбента  по формуле: 

А = С0 - Ср, 

где С0  – начальная концентрация токсина в растворе, мгк/мл; 

Ср– равновесная концентрация токсина, мкг/мл. 

Степень извлечения ХТ из раствора рассчитывали по формуле: 

L = (С0 - Ср)/С0×100%.  

Полученные данные, представленные в таблице 1, свидетельствуют, 

что для хитозана и его специфического модификанта характерны высокие 

показатели АС по фармакологическим веществам-маркерам, сопоставимые 

с показателями АС таких энтеросорбентов как полисорб, карбосорб и 

микрокристаллическая целлюлоза с 5 % пектина [2]. Выявленные различия 

в сорбционной активности испытуемых препаратов при взаимодействии с 
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МС и БСА обусловлены различием в величине их исходной влажности, 

поскольку МС активнее сорбируется энтеросорбентами с 

низкойвлажностью, а альбумины - более увлажненными[2]. 

 

Таблица 1. Адсорбционная способность энтеросорбентов по  

фармакологическими маркерами   

Объект   Влажность, 

% 

 

Адсорбционная способность, мг/г 

По альбумину По метиленовой сини 

Хитозан 0,9 410,5±7,8 200,36±6,2 

Модификант 1,23 432,4±5,3 149,71±8,5 

 

Кроме того модификация хитозана  белковым  лигандом  изменяет  

электрохимические свойства активных поверхностей энтеросорбента, что 

приводит к повышению показателя сорбционной активности 

специфического модификанта в отношении БСА, но, в то же время, 

снижает сорбцию МС. 

АС хитозана в отношении холерного токсина (таблица 2) 

обусловлена его высокими неспецифическими сорбционными свойствами 

[4]. Иммобилизация иммуноглобулинов на хитозановой матрице 

обусловливает повышение степени извлечения ХТ из раствора и 

увеличение его концентрации в фазе сорбента, обеспечивая направленную 

специфическую  сорбцию холерного токсина у модификанта.   

 

Таблица 2. Специфическая адсорбционная активность 

энтеросорбентов   

Объект Концентрация холерного токсина в 

фазе сорбента (А), мкг/мл 
Степень извлечения  токсина 

из раствора (L), % 

Хитозан 68,60±1,5 3,18 

Модификант 94,79±0,8 19,19 

 

Таким образом, в результате проведенных исследований были 

установлены величины неспецифической сорбционной активности 

энтеросорбентов хитозана и его модификанта в отношении 

среднемолекулярных (МС) и высокомолекулярных (БСА) веществ, а также 

специфической активности в отношении таргетного субстрата (ХТ). 

Доказано, что наряду с направленным взаимодействием лиганда с ХТ 

хитозановая матрица модификанта сохраняет способность к 

неспецифической сорбции данного вещества. 
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РЕЦИПИЕНТНАЯ СПОСОБНОСТЬ ШТАММОВ ХОЛЕРНЫХ 

ВИБРИОНОВ НЕ О1/НЕ О139 СЕРОГРУПП 

 

 

Н.А. Селянская, Л.М. Веркина, О.Д. Кирилова, Т.Е. Арсеньева 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Ростов-на-Дону 

 

Интенсивные молекулярно-генетические исследования показали, что 

гены, ответственные за антибиотикорезистентность у холерных вибрионов  

могут располагаться на хромосомах или в составе мобильных 

генетических элементов: плазмид, интегронов, SXT – конъюгативного 

элемента [1, 7].  

Успешная передача от кишечной палочки  клеткам Vibrio cholerae El 

Tor R-плазмид различных групп несовместимости подтвердила 

способность возбудителя холеры к расширению спектра 

антибиотикорезистентности в ходе эпидпроцесса [3-5]. Вызывает интерес 

возможность включения таких плазмид и в клинические изоляты Vibrio 

cholerae non O1/non O139, что и явилось целью настоящего исследования. 

Материалы и методы. В работе в качестве реципиентов использовали 

антибиотикочувствительный штамм V. cholerae non O1/non O139 16150 

(ctxA
+ 

tcpA
+
) (Узбекистан, 1987 г.), его экспериментально полученные 

рифампицино- (Rif
r
) и хинолонорезистентные (Nal

r
) мутанты. В роли доноров 

выступали штаммы Escherichia coli j5-3 с R-плазмидами (inc C, J, S). 

Конъюгативную передачу r-детерминант резистентности 

осуществляли путем совместного культивирования 18-часовых бульонных 

культур штамма-донора и штамма-реципиента (в соотношении 1:2) в 

течение 3-4 ч при 37 
о
С с последующим высевом на плотные питательные 

среды, содержащие антибактериальные препараты для селекции 

трансконъюгантов и контрселекции донора. Частоту передачи 
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подсчитывали отношением числа выросших трансконъюгантов к общему 

числу живых бактерий, использованных для высева. 

Чувствительность/устойчивость штаммов-доноров, реципиентов и 

трансконьюгантов к антибактериальным препаратам определяли методом 

серийных разведений в плотной питательной среде [агар Мюллера-

Хинтона, рН 7,5 (HIMEDIA, Индия)]. Посевная доза взвесей 16-18 часовых 

агаровых культур составляла n×10
6 

м.к. по отраслевому стандарту 

мутности ГИСК им. Л.А. Тарасевича (ОСО-42-25-59-86 П). 

Интерпретацию результатов проводили в соответствии с МУК 4.2.2495-09 

[2]. 

Электрофоретическое разделение плазмид проводили в 0,7% 

агарозном геле. Выделение ДНК проводили по Kado C.I., Liu S.-T. [6] с 

последующей окраской бром этидием (Et.Br.). 

Результаты.  

Прежде всего была оценена частота передачи R-плазмид клеткам  

холерных вибрионов не O1/не O139 серогрупп (таблица 1). 
Антибиотикочувствительный штамм V. cholerae non O1/non O139 

16150 воспринимал плазмиды R57b (incC группы несовместимости), R391  

(incJ), R478 (incS) с частотой  n×10
-6

-10
-8

.  

С аналогичной частотой передавались эти R-плазмиды от кишечной 

палочки экспериментально полученным хинолонорезистентным (Nal
r
) 

мутантам штамма V. cholerae non O1/non O139 16150 (таблица 1). 

Частота передачи R-плазмид клеткам рифампицинорезистентных 

(Rif
r
)  мутантов штамма V. cholerae non O1/non O139 16150  составила 

n×10
-6

-10
-9

 (таблица 1). 

 

Таблица 1. Сравнительное изучение реципиентной способности 

антибиотикочувствительного штамма холерного вибриона 16150 и его 

экспериментально полученных рифампицино- (Rifr) и 

хинолонорезистентных (Nalr) мутантов 

Реципиент V.cholerae non O1/ 

non O139   
Донор  E. coli j 5-3 

Группа 

несовместимости 

Частота  

передачи 

16150 

R57b inc C n10
-6

 

R391 inc J n10
-6

 

R478 inc S n10
-6-

10
-8

 

16150 Nal
r
 

R57b inc C n10
-6

 

R391 inc J n10
-6

 

R478 inc S n10
-8

 

16150 Rif 

R57b inc C n10
-6

 

R391 inc J n10
-6

 

R478 inc S n10
-6-9
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Результаты коньюгативного переноса плазмиды R478 из штамма-

донора E. colij 5-3  в штамм-реципиент  V. cholerae non O1/non O139 16150 

представлены на рисунке. 

 

Рисунок. Результаты коньюгативного переноса плазмиды R478 из 

штамма-донора E. colij 5-3 в штамм-реципиент V. cholerae non O1/non O139 

16150. Электрофорез плазмидной ДНК в 0,7% агарозном геле. Окраска Et.Br.

 
1 - E. coli QD исх.; 2 - E. coli R478; 3 - V. cholerae non O1/non O139 

16150 исх.; 4 - V.cholerae non O1/non O139 16150 R478; 5 - E. coli QD исх. 

 

На рисунке показано, что в штамме V. cholerae non O1/non O139 

16150 (дорожка 4) появилась плазмида, по молекулярной массе сходная с 

плазмидой R478, находящейся в штамме E. coli (дорожка 2). 

Определение антибиотикочувствительности доноров, реципиентов и 

полученных R+трансконьюгантов подтвердило успешность коньюгативного 

переноса R-плазмид из кишечной палочки в клетки холерного вибриона. Все r-

детерминанты резистентности, кодируемые взятыми в опыт R-плазмидами, 

экспрессировались у изученных (по 6-18) R
+
-трансконъюгантов (таблица 2). 

 

Таблица 2. Фенотипы антибиотикорезистентности штаммов-доноров, 

реципиентов и R+трансконъюгантов V. cholerae non O1/non O139 6150  

 Штамм Rifr Nalr Km Ap Tc Cm Gm 
Tmp/S
mz 

Д
о

н
о

р
 E. coli j5-3R57b - - + + + + + + 

E. coli j 5-3 R391 - - + - - - - - 

E. coli j5-3R478 - - + - + + - - 

Ре
ци

-

пи
ен

т V. cholerae 16150 - - - - - - - - 

V. cholerae 16150Rifr + - - - - - - - 

V. cholerae 16150Nalr - + - - - - - - 

R
+т

ра
нс

ко
н

ью
га

нт
 V. cholerae 16150R57b - - + + + + + + 

V. cholerae 16150RifrR57b + - + + + + + + 

V. cholerae 16150NalrR57b - + + + + + + + 

V. cholerae 16150 R391 - - + - - - - - 
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V. cholerae 16150RifrR391 + - + - - - - - 

V. cholerae 16150NalrR391 - + + - - - - - 

V. cholerae 16150 R478 - - + - + + - - 

V. cholerae 16150RifrR478 + - + - + + - - 

V. cholerae 16150NalrR478 - + + - + + - - 

 

Примечание: Rif
r
, Nal

r
 – хромасомная устойчивость к рифампицину и 

налидиксовой кислоте; Tc, Gm, Km, Cm, Ap, Tmp/Smz – r-детерминанты 

плазмидной устойчивости к тетрациклину, гентамицину, канамицину, 

левомицетину, ампициллину, триметоприму/сульфаметоксазолу, 

соответственно. 

 

Таким образом, проведенные исследования свидетельствуют о 

возможности включения в клетки холерных вибрионов не О1/не О139 

серогрупп R-плазмид различных групп несовместимости (inc С, J, S). 

Заключение.  

Значительная генетическая пластичность холерных вибрионов, 

широкая циркуляция различных R-плазмид среди представителей 

микрофлоры человека создают потенциальную возможность приобретения и 

утраты определенных генов в популяции данного вида в процессе 

межвидового генетического обмена.  Включение в клетки холерных 

вибрионов не О1/не О139 серогрупп R-плазмид с маркерами 

антибиотикорезистентности затрудняет выбор средств этиотропной терапии 

инфекций, вызываемых этой группой возбудителей, и требует 

обязательного контроля антибиотикочувствительности каждой 

выделенной культуры. 
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МОНОКЛОНАЛЬНЫЕ АНТИТЕЛА К ПОВЕРХНОСТНЫМ 

АНТИГЕННЫМ ДЕТЕРМИНАНТАМ ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ 

ЭЛЬ ТОР И ИХ ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ 

 

 

В.В. Евдокимова, Л.П. Алексеева, О.Ф. Кретенчук, О.С. Бурша, 

М.Э. Яговкин, В.Д. Кругликов, И.В. Архангельская 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

 

До настоящего времени использование иммуноферментного анализа 

как экспрессного метода на различных этапах диагностики холеры не 

предусмотрено методическими указаниями в связи с отсутствием 

коммерческих отечественных тест-систем. Принимая во внимание, что 

прямой вариант твердофазного иммуноферментного анализа (ТИФА) 

более быстрый по времени и менее затратный по сравнению с непрямым, в 

лаборатории ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора разработаны и сконструированы экспериментальные 

серии пероксидазных конъюгатов на основе видоспецифических 

моноклональных антител (МКА), направленных к эпитопам О-

полисахарида холерных вибрионов О1 серогруппы  (ПХ-МКА О1) и 

соответственно серогруппы О139 (ПХ-МКА О139). Моноклональные 

конъюгаты показали в ТИФА и дот-ИФА высокую чувствительность и 
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строгую специфичность в отношении штаммов V. cholerae O1, V. cholerae 

O139 при отсутствии перекрестных реакций с представителями 

близкородственных и гетерологичных микроорганизмов [1]. 

Целью данной работы было получение и характеристика гибридом-

продуцентов МКА, пригодных для конструирования холерных Инаба и 

Огава специфичных пероксидазных конъюгатов. 

Для иммунизации мышей Balb/c, служащих донорами иммунных 

спленоцитов, использовали цельные клетки токсигенного штамма  

V. cholerae El Tor 13020 (Инаба), обеззараженные кипячением в течение 

20 минут. 

В качестве злокачественного партнера для гибридизации применяли 

клеточную линию миеломы мыши P3X63Ag8.653. Гибридизацию 

иммунных спленоцитов и миеломы осуществляли по методу Fazekas de St. 

et al. [2]. 

Скрининг антителопродуцирующих гибридом проводили в 

непрямом ТИФА с использованием целых микробных клеток штамма  

V. cholerae 13020. Мышиные иммуноглобулины выявляли пероксидазным 

конъюгатом BioRad (США).  

Электрофорез бактериальных взвесей проводили по 

Laemmli U.K. [3]. 

Постановку иммуноблоттинга осуществляли как описано H. Towbin 

et al. [4]. 

В результате многократных скринингов полученных гибридом и их 

клонированных вариантов отобрали 9, которые показали при длительном 

культивировании стабильную антителопродукцию и хорошие ростовые 

свойства. Частоту представленности антигенных детерминант, узнаваемых 

соответствующими им МКА, определяли в составе поверхностных 

структур широкого набора штаммов холерных вибрионов О1 серогруппы 

из коллекции музея живых культур. По результатам ИФА (таблица), МКА 

разделили на две группы: 1-ая – МКА Н2, F11, G3, E5, B6 вступали в 

реакцию с клетками токсигенных вибрионов Эль Тор ctx
+
tcp

+
, 

выделенными от человека; 2-ая – МКА А5, В3, D6, F5 взаимодействовали с 

клетками вибрионов Эль Тор независимо от наличия генов ctx
+
, tcp

+
 и 

источника выделения.  
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Таблица. Взаимодействие в ИФА моноклональных антител с 

холерными вибрионами О1 серогруппы 

 
№ п/п 

Штаммы 

V. cholerae 

(обеззараженные 

кипячением) 

Гибридомы (положительная реакция в ИФА) 

 

Н2 A5 E5 G3 B3 A5 D6 F11 F5 

1 

 

V.cholerae El Tor Inaba 

(человек) 8/5* 8/5 8/5 8/6 8/6 8/5 8/8 8/5 8/7 

2 V.cholerae El Tor Inaba 

(вода) 10/0 10/9 10/0 10/2 10/9 10/1 10/10 10/0 10/0 

3 

 

V.cholerae El TorOgava 

(человек) 
8/5 8/8 8/5 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 

4 V.cholerae El TorOgava 

(вода) 
11/0 11/8 11/0 11/0 11/9 11/0 11/11 11/0 11/0 

Примечание: « * » - отношение числа исследованных штаммов к 

числу штаммов, взаимодействующих с МКА. 

 

На рисунке схематично отражены антигенные взаимоотношения 

токсигенных и атоксигенных холерных вибрионов Эль Тор, у которых с 

помощью МКА можно выявить общие для них эпитопы и 

индивидуальные.  

С целью определения эпитопной направленности МКА их 

исследовали в ИФА с очищенным препаратом ЛПС О1, выделенным из 

штамма V. cholerae El Tor 5879, и белками внешней мембраны штаммов 

V. cholerae сlassical 569В, 1395, любезно предоставленными н.с. 

Ларионовой Л.В. У всех МКА в отношении ЛПС О1 зарегистрирована 

отрицательная реакция. С мембранными белками взаимодействовали 

только МКА гибридом D6 и F5. 

Для выяснения вопроса о локализации эпитопов клеточные лизаты 

штаммов V. cholerae El Tor 13020 ctx+ и 19435 ctx- подвергали 

электрофорезу в ПААГ с Na-ДДС с последующим переносом на 

нитроцеллюлозную бумагу и проведением иммуноблоттинга. Общие для 

токсигенных и атоксигенных штаммов эпитопы выявляли МКА А5 и В3 в 

районе маркерных белков 40-45 кДа и D6 в виде тонкой полосы на уровне 

примерно 60 кДа. Поверхностные эпитопы токсигенных вибрионов 

связывались с МКА Н2, F11, G3, E5, B6, образуя полосы различной 

интенсивности, локализованные в диапазоне маркерных белков от 11 кДа 

до 50 кДа. 
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Рисунок. Моноклональные антитела к поверхностным эпитопам 

токсигенных и атоксигенных штаммов V. cholerae El Tor 

 

Таким образом, в ходе проведенных исследований получена панель 

гибридом-продуцентов МКА, направленных к поверхностным 

терморезистентным эпитопам токсигенных и атоксигенных холерных 

вибрионов Эль Тор. Среди них не выявлены эпитопы, принадлежащие 

ЛПС О1, так как он не вступал в реакцию с испытуемыми МКА. 

Положительное взаимодействие с белками внешней мембраны отмечено в 

отношении двух из девяти МКА, имеющихся в нашем распоряжении. 

Очевидно и то, что нам не удалось получить специфические МКА, 

позволяющие дифференцировать холерные вибрионы О1 на серовары 

Огава и Инаба. По-видимому, инактивация клеток вибрионов кипячением 

в короткие сроки порядка 20 минут в первую очередь приводит к 

фрагментации поверхностных белков на отдельные полипептидные 

компоненты, маскирующие О-антиген, препятствуя тем самым его 

участию в активации В-лимфоцитов. Необходима более длительная 

термообработка клеток, чтобы О-полисахарид был максимально открыт и 

индуцировал иммунный ответ. В то же время впервые в массовую 

культуру выведены гибридомы-продуценты МКА, имеющие 

диагностическую ценность, так как с их помощью возможна детекция 

токсигенных штаммов холерных вибрионов Эль Тор и анализ 

Vibrio cholerae El Tor Ogawa 

(от человека, ctx
+
, tcp

+
) 

 

Vibrio cholerae 

El Tor Inaba (от 

человека, ctx
+
, tcp

+
) 

 

Vibrio cholerae 

El Tor Inaba (из 

воды, ctx
-
, tcp

-
) 

 

Vibrio cholerae El Tor 

Ogawa (от человека, 

ctx
+
, tcp

+
) 

 

Vibrio cholerae 

El Tor Ogawa (из 

воды, ctx
-
, tcp

-
) 

 

МКА 

H2, F11, G3, E5, B6 

A5, B3, D6, F5 

Vibrio cholerae El Tor Inaba 

(от человека, ctx
+
, tcp

+
) 
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комплементарных им эпитопов, химическую природу и направленность 

которых предстоит выяснить в дальнейших исследованиях. Также на 

основании детальной характеристики МКА представляется возможным 

получить ответ на вопрос, каковы функциональные свойства 

терморезистентных антигенов, локализованных на поверхности холерных 

вибрионов О1. Продолжение экспериментальной работы направлено на 

расширение панели МКА за счет Инаба и Огава специфических антител 

для разработки на их основе пероксидазных конъюгатов и других 

иммунодиагностических тестов.  
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КОМПЛЕКС БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ БАКТЕРИОФАГОВ 

ХОЛЕРНЫХ И ПАРАГЕМОЛИТИЧЕСКИХ ВИБРИОНОВ, 

ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ДЛЯ ИХ ИДЕНТИФИКАЦИИ 

 

 

Н.Е. Гаевская, Т.А. Кудрякова, Л.Д. Македонова, Г.В. Качкина 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г Ростов-на-Дону 

Бактериофаги патогенных вибрионов представляют собой группу 

вирусов, характеризующихся широким морфологическим и генетическим 

разнообразием [2]. Учитывая это огромное разнообразие фагов патогенных 

вибрионов, проведение идентификации их представителей является 
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актуальной проблемой, тесно связывающей между собой такие вопросы, 

как строение вириона, антигенная структура и литическая специфичность 

при взаимодействии фага с клеткой-хозяином [3]. Совершенствование 

идентификации бактериофагов и их применение для внутривидовой 

дифференциации холерных и парагемолитических вибрионов дополняет 

имеющиеся данные литературы по биологической характеристике 

бактериофагов и способствует точности лабораторной диагностики холеры 

и пищевых токсикоинфекций, вызванных парагемолитическими 

вибрионами. Основными критериями при первичной характеристике 

бактериофагов являются морфология корпускул, морфология негативных 

колоний, серологические свойства, специфичность фагов, устойчивость к 

воздействию химических и физических агентов, диапазон литической 

активности, данные одиночного цикла развития фагов [1, 2, 5]. 

Целью работы явилось определение комплекса биологических 

свойств бактериофагов холерных и парагемолитических вибрионов, 

используемых для их идентификации. 

В работе были использованыфаги V. cholerae classical – 16, V. 

cholerae El Tor – 32, V. cholerae O139 – 8 фагов, V. parahaemolyticus – 19. 

Размножение холерных фагов осуществляли на индикаторных культурах 

V. cholerae classical 145 (ctx
+
tcp

+
), V. cholerae El Tor 75M (ctx

+
tcp

+
), КМ-

199 (Р-13169) (ctx
-
tcp

+
), V. cholerae O139 серогруппы – КМ-152 (Р-16373) 

(ctx
+
tcp

+
). Для размножения бактериофагов галофильных вибрионов 

применяли индикаторные штаммы V. parahaemolyticus КМ-97 и КМ-184. 

Специфичность бактериофагов испытывали на 133 штаммах бактерий 

близкородственных родов и семейств (Vibrionaceae, Pseudomonadoceae, 

Enterobacteriaceae). Антифаговые сыворотки получали путем 

внутривенной иммунизации кроликов по методу Ю.Н. Марьиной 1941 г. 

соответствующими фагами: холерными бактериофагами I – XII серогрупп 

и парагемолитическими бактериофагами № 23, 67, 109, 227, 536, 616, 824. 

Работу проводили на 0,7%, 1,5% агаре и бульоне Мартена, рН 7,6-7,8. А 

также использовали те же среды, но с добавление 1,5% или 3% NaCl для 

работы с галофильными вибрионами. Обнаружение бактериофага и 

изучение биологических свойств осуществляли общепринятыми методами 

[1].  

Величина и морфология негативных колоний изученных фагов  

V. cholerae classical, V. cholerae El Tor, V. cholerae O139 серогруппы,  

V. parahaemolyticus не отличались друг от друга, так как имели негативные 

колонии округлой формы, мутные или прозрачные, диаметром 0,3–2 мм. 

Данные одиночного цикла развития вышеперечисленных фагов так же не 

давали каких-либо значительных отличий. В отношении исследуемых 

фагов к действию мочевины и цитрата натрия различий обнаружено не 

было, в отличии от действия температуры и хлороформа. 

Первичную оценку морфологической принадлежности фагов 
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осуществляли по чувствительности к ним специально подобранных 

индикаторных штаммов. 

Метод электронной микроскопии позволил выявить существенные 

различия в структуре корпускул бактериофагов по классификации А.С. 

Тихоненко. Определено у холерных бактериофагов 5 морфогрупп I-V,  

V. parahaemolyticus – 4 морфогруппы (I, III, IV, V). 

Для изучения антигенных свойств выделенных фагов использовали 

сыворотки к холерным фагам I-XII серотипов фагов, к фагам  

V. parahaemolyticus – 11 серотипов. Бактериофаги V. parahaemolyticus не 

имели перекрестных реакций с антисыворотками к фагам V. cholerae. 

Другой критерий, применявшийся нами при идентификации 

отдельных фагов – спектр литического действия. Специфичность фагов в 

отношении хозяина подтверждена на большом наборе представителей 

близкородственных микроорганизмов семейств Vibrionaceae, 

Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, которые не лизировали испытуемые 

фаги. 

Диапазон литической активности у фагов эльтор составлял от 57,8% 

до 76,8% штаммов V. cholerae, у парагемолитических фагов – 0,8-82% 

штаммов V. parahaemolyticus и 52,5% V. alginolyticus. 

Таким образом, определён комплекс идентификационных признаков 

бактериофагов вибрионов V. cholerae и V. parahaemolyticus: 

а) характерная морфология бактериофагов в электронном 

микроскопе – определение морфогруппы; 

б) специфичность литического действия, подтверждаемая на 

соответствующих видах микроорганизмов, применение тест-штаммов 

вибрионов; 

в) отсутствие антигенного родства с бактериофагами других видов. 

Биологические свойства бактериофагов холерных и 

парагемолитических вибрионов характеризуются видовыми различиями. 

При этом общей биологической особенностью у них является литическая 

специфичность при взаимодействии с клетками хозяев, которая является 

важной составляющей препаратов фага для лабораторной диагностики 

возбудителей холеры и пищевых токсикоинфекций, вызванных 

парагемолитическими вибрионами. 
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Современные знания о явлении лизогении у холерных вибрионов 

подтвердили существующие представления о свойствах лизогенных 

культур, продуцирующих умеренные бактериофаги in vivo, in vitro как 

спонтанно, так и после воздействия индуцирующих факторов. Известно, 

что холерный умеренный фаг использует возможности биологической 

«целесообразности» выбора между литическим и лизогенным путями 

развития, придавая разнообразные преимущества лизогенной системе. Они 

включают обеспечение такого уровня выживания, при котором 

бактериофаг полностью не исчерпывает внутриклеточные ресурсы, а 

трансдукция бактериальных генов, сопровождающая лизогению, 

обеспечивает бактериям дополнительные процессы репликации. Вместе с 

тем, некоторые свойства лизогенных систем, такие как условия накопления 

умеренных бактериофагов, их выявление, признаки лизогенных холерных 

вибрионов, циркулирующих в различных регионах, изучены недостаточно, 

и, в частности, тип умеренного фага, устойчивость к фагам 

гетерологичных иммунных категорий, являющихся маркерными 
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признаками лизогенного штамма. Обнаружение специфической метки в 

виде лизогенности по фагу определенного серологического варианта 

важно для разработки методов фагодиагностики. 

Целью работы явилось изучение лизогении штаммов холерных 

вибрионов Эль Тор, выделенных в Ростовской области и характеристика 

свойств продуцируемых бактериофагов. В работе исследовали штаммы  

V. cholerae El Tor, выделенные в 2003 году из реки Темерник (18588 

ctx+tcp+) и городских очистных сооружений (18963 ctx-tcp+), 21 штамм 

(ctx-tcp+), изолированные в 2005 году в Каменском районе Ростовской 

области.  

В качестве питательных сред использовали бульон и 0,7% и 1,5% 

агар Мартена  (рН=7,6-7,8). Обнаружение бактериофага и изучение 

биологических свойств осуществляли общепринятыми методами [1]. Для 

выделения бактериофагов из штаммов, поступивших из Каменского 

района, применяли стрептомициновую технику [2]. Для получения 

стрептомицинорезистентного индикаторного штамма фагочувствительную 

культуру V. cholerae El Tor 13169 (концентрация клеток n×10
9
 в 1 мл) 

выращивали на агаре Мартена, содержащего возрастающие концентрации 

стрептомицина (25, 50, 100, 500 мкг/мл) и отбирали выросшие колонии. 

Полученный мутант, устойчивый к антибиотику, был обозначен  

V. cholerae El Tor 13169 Str
r
. Сохранение культурой лизабельности 

холерными фагами I-V морфогрупп  позволило использовать его при 

проведении экспериментов по установлению свободных фагов в 

бульонных культурах лизогенных бактерий. При применении различных 

методов, включая фильтрацию через мембранные фильтры, бактериофаг 

был выявлен только у одного из Каменских штаммов V. cholerae El Tor 

18780. Учитывая изложенное, мы поставили перед собой задачу выяснить 

связано ли редкое обнаружение фага в исследуемых штаммах 

действительно с его отсутствием или объясняется недостаточной 

чувствительностью методик его выявления. Для решения поставленной 

задачи нами была применена стрептомициновая методика. Для чего были 

проведены исследования с экспериментально полученным индикаторным 

штаммом 13169 Str
r
 и 21 бульонной культурой на среде со 

стрептомицином (500 мкг/мл). Этот прием обеспечил обнаружение фага у 

12 чувствительных к антибиотику штаммов в небольших титрах (10
-1

 – 10
-

2
) после удлинения сроков выращивания бульонных культур до 7 – 10 

суток. Следует отметить, что лизогения была обнаружена у 11 штаммов, 

выделенных от людей, и одного, изолированного из внешней среды. 

Умеренные холерные бактериофаги характеризовались принадлежностью 

к XII серотипу, I морфогруппе, X иммунотипу. Титры размноженных 

фагов после 5 пассажей составляли n×10
8
-10

9
БОЕ /мл. Изучение 

биологических свойств штаммов-продуцентов фагов показало, что штамм 

18803, выделенный из внешней среды и 18814 – от человека были 
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фагоустойчивыми, остальные штаммы лизировались различными 

диагностическими фагами: классическим (1), эльтор (2), типирующими 

(VI) и относились к 16 фаготипу.  

Характеристика лизогенных систем холерных вибрионов, 

выделенных в Ростовской области в 2005 году, представляет несомненный 

научный и практический интерес. Ранее нами было показано, что 

доминирующим типом холерных фагов, обнаруженных в пробах воды из 

рек Дон и Темерник в период с 2000 по 2012 годы, был фаг XII серотипа. 

Изучение штаммов холерных вибрионов, поступивших в Музей живых 

культур показало, что продукция идентичных бактериофагов отмечалась у 

лизогенных штаммов V. cholerae El Tor № 53, 59, 109 – 2003 год  

(г. Элиста), № 18907 – 2006 год (г. Элиста), № 57 – 2001 год  

(г. Новороссийск), № 6 – 2000 год (Калужская обл.), № 18963 – 2003 год  

(г. Ростов-на-Дону). 

Следует отметить, что общепринятые методы обнаружения 

лизогении для групп штаммов, поступивших в 2005 году из Каменского 

района Ростовской области, были непригодны. Благодаря методическому 

подходу с использованием антибиотика была доказана продукция 

бактериофагов в исследованных культурах. Стрептомицин обладает 

сложным механизмом действия (повышение проницаемости клеточной 

мембраны, блокирование синтеза белка как следствие нарушения функции 

рибосом), при этом не влияет на бактериофаг. Особенностью лизогении 

Каменских штаммов являлась низкая фагопродукция, обнаруживаемая 

после длительного выращивания культур в жидкой среде. Умеренные 

бактериофаги не выдерживали контакта с хлороформом и 

инактивировались при воздействии химических факторов и не 

инактивировались в присутствии биологического воздействия 

антибиотика. На протяжении многих лет (1970-1994 годы), как правило, из 

лизогенных штаммов от больных людей и объектов внешней среды 

выделяли холерные фаги II серотипа на различных территориях (Россия, 

Украина, Азербайджан и др.). В 2003 году также в пробе воды из реки 

Темерник в ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора был обнаружен лизогенный токсигенный штамм  

V. cholerae El Tor 18588, продуцировавший фаг этого серотипа. Различия 

между бактериофагами касались не только антигенных (II и XII серотипы) 

и морфологических свойств, но также структуры ДНК (одно- и 

двунитчатая).  

Полученные результаты свидетельствовали о том, что в Каменском 

районе Ростовской области в 2005 году циркулировали холерные 

вибрионы, лизогенные свойства которых отличались по типу 

переносимого бактериофага от штаммов-продуцентов фагов, выделенных 

ранее в очагах холеры. 
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Микробные экзополисахариды могут выполнять ряд функций: -

обеспечивать устойчивость микробной клетки к неблагоприятным 

условиям внешней среды и поеданию простейшими за счет наличия ЭПС 

на поверхности микробной клетки; - выступать посредником во 

взаимодействии с другими микроорганизмами и объектами неживой 

природы; - взаимодействовать с биологически-активными молекулами 

(белками, олигосахаридами и др. веществами), способствуя прикреплению 

бактерий к фиксированным поверхностям. 

В отношении холерного вибриона имеются данные зарубежных 

авторов [3, 4], свидетельствующие, что в случае продукции ими ЭПС 

повышается их устойчивость к действию хлора, кислой среды, 

бактерицидному действию сывороток, осмотическому и оксидативному 

стрессу. 

Холерный вибрион при попадании в макроорганизм в первую 

очередь подвергается действию кислоты, затем желчи. Provensano D. et al 

[5], в своей работе показал, что устойчивость внешней мембраны 

холерного вибриона к этим веществам обусловлена присутствием на его 

поверхности полисахаридов и белков-поринов, препятствующих 

поступлению их в клетки. Заднова С.П. с соавт. [1], изучая влияние желчи 

на прозрачные (типичные) и мутные (атипичные) клоны V. cholerae Дакка 

35 установили, что последние обладают большей устойчивостью к её 

действию. При одинаковой посевной дозе клеток в бульон с желчью, 
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типичных вырастало в 100 раз меньше, чем атипичных.  

Поэтому целью работы была оценка устойчивости типичных и 

«ругозных» вариантов вибрионов Эль Тор к действию абиотических 

факторов. 

Нами были поставлены модельные опыты, в которых воздействию 

желудочного сока, желчных кислот, перекиси водорода, 

ультрафиолетовому облучению, высушиванию, действию биоцидов 

(формальдегида 60 мкг/мл), детергентов (додецилсульфат натрия 500 

мкг/мл),  изменению температур подвергались вибрионы Эль Тор двух 

фенотипов: «гладкого» и «ругозного». Объектом исследования служили 

типичные вибрионы Эль Тор и их «ругозные» варианты, полученные в 

экспериментальных условиях. Для этого исходные штаммы вносили в 

среду М9 рН 9,0 и выдерживали при комнатной температуре 7-12 дней [2]. 

После высева на чашки Петри отбирали «ругозные» колонии и рассевали, 

накапливая биомассу. Затем готовили 1 млрд. взвеси и после титрования 

производили высев на агаровые пластины для определения числа 

жизнеспособных вибрионов. При постановке опыта взвесь вибрионов в 

дозе 10
3
 обрабатывали в течение 10 минут желудочным соком, 1% 

желчными кислотами, 6% перекисью водорода. Формальдегид и 

додецилсульфат натрия вносили в культуру в виде 10%-ного раствора. 

Через 2 ч определяли количество жизнеспособных клеток. 

При исследовании роли ЭПС в защите клеток от действия высоких 

температур культуру нагревали на водяной бане до 50°С, 60°С и 70°С, 

выдерживали 15 мин и далее определяли количество жизнеспособных 

клеток.  

При изучении способности ЭПС защищать клетки от действия 

низких температур культуру замораживали в морозильной камере при        

- 20°С, выдерживали при этой температуре неделю, после оттаивания 

определяли  количество жизнеспособных клеток. 

Для определения роли ЭПС в защите клеток от высушивания 

культуру (5 мл) помещали в стерильные чашки Петри, выдерживали при 

комнатной температуре до полного высыхания (1 мес.) и затем определяли 

количество живых клеток, предварительно суспендировав сухой остаток в 

5 мл физиологического раствора. 

Ультрафиолетовому облучению взвеси вибрионов подвергали на 

расстоянии 60 см в течение 30 секунд. После обработки из взвесей делали 

высев по 0,1 мл на чашки, выдерживали при 37 °С 24 часа и подсчитывали 

число изолированных колоний.  

Эксперименты показали, что при действии кислоты желудочного 

сока на типичные и «ругозные» варианты V. cholerae El Tor выживало от 

47% до 40% «ругозных» клеток в зависимости от штамма (Таблица). В 

аналогичных условиях наблюдали значительное снижение 

жизнеспособности клеток, свободных от ЭПС до 10% - 15%.  
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Таблица. Оценка устойчивости типичных и «ругозных» вариантов 

вибрионов Эль Тор к действию различных факторов 

 

фактор воздействия 

Штаммы V. cholerae El Tor 

типичные ругозные 

18895 4696 18843 18960 18895 4696 18843 18960 

количество % живых клеток после воздействия 

кислота желудочного 
сока pH 4,0 

15% 11% 10% 12% 47% 44% 40% 37% 

1% холат натрия 9% 8% 7% 6% 37% 31% 32% 29% 

6% перекись 
водорода 

- - - - 4% 2% 7% 2% 

УФ - излучение 3% 2% 2% 1% 25% 21% 15% 14% 

высушивание 28% 23% 17% 20% 75% 73% 72% 70% 

формальдегид 60 
мкг/мл 

- - - - 8% 6% 4% 5% 

додецилсульфат 
натрия 500 мкг/мл 

- - - - 8% 8% 6% 4% 

те
м

п
ер

ат
ур

а 

50ºС 15% 11% 10% 10% 49% 40% 37% 36% 

60ºС 3% 2% 2% 1% 12% 10% 9% 9% 

70ºС - - - - 3% 2% 2% 1% 

- 20ºС 25% 23% 18% 17% 68% 65% 61% 61% 

 

Клетки ругозных вариантов оказались более устойчивыми к 

действию 1% желчных кислот (от 29% до 37%) по сравнению с исходными 

вариантами, количество жизнеспособных клеток последних находилось в 

пределах 10%. 

Внесение 6% перекиси водорода приводило к гибели типичных 

клеток штаммов V. cholerae El Tor, тогда как жизнеспособных клеток 

«ругозных» вариантов оставалось от 2% до 7%. 

После воздействия ультрафиолетового излучения жизнеспособными 

клетками оставались от 14% до 22% «ругозных» вариантов и от 1% до 3% 

типичных штаммов V. cholerae El Tor.  

Высушивание в течение месяца типичных штаммов V. cholerae El 

Tor приводило к гибели значительного количества клеток, 

жизнеспособными оставалось от 17% до 28%  в зависимости от штамма, в 

то время как у «ругозных» вариантов штаммов V. cholerae El Tor 

жизнеспособными были от 70% до 75% клеток.  Вероятно, такая 

устойчивость к высушиванию культур «ругозных» вариантов обусловлена 

содержанием ЭПС.  

Добавление формальдегида и додецилсульфата натрия  к клеткам 

штаммов V. cholerae El Tor, свободных от ЭПС, приводило к гибели 

клеток, в тоже время «ругозные» клетки оставались жизнеспособными (4% 

- 8%).  
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При нагревание культуры, содержащей ЭПС, до 50 °С от 40% до 36%  

клеток оставались жизнеспособными, тогда как клеток типичных штаммов 

V. cholerae El Tor от 10% до 15%. Нагревание культур до 70 °С приводило 

к полной гибели клеток не содержащих ЭПС, тогда как «ругозные» клетки 

оставались жизнеспособными от 1% до 3%. При 60°С выживало 1% до 3%. 

типичных клеток и соответственно от 9% до 12% клеток в «ругозной» 

форме.  

Клетки «ругозных» вариантов оказались более устойчивыми к 

замораживанию по сравнению с  клетками свободными от ЭПС. 

Таким образом, при действии агрессивных факторов на микробную 

взвесь наблюдалась гибель большей части вибрионов. Однако в случае 

«ругозных» вариантов вибрионов оставалось в 4 – 6 раз больше 

жизнеспособных по сравнению с гладкими формами. Вероятнее всего 

наличие защитного слоя, в виде ЭПС, на поверхности «ругозных» 

вибрионов, способствует их выживанию в неблагоприятных условиях.    
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Образование биоплёнок микроорганизмами представляет собой одну 

из основных проблем в области медицины. Способность холерных 

вибрионов  образовывать биоплёнки [2, 4] повышает их устойчивость к 

различным неблагоприятным воздействиям. Так, чувствительность 

бактерий, включенных в структуру биоплёнки, к антибактериальным 

препаратам может снижаться в 10–1000 раз по сравнению с планктонными 

формами [3], что создает трудности в терапии инфекционных заболеваний.  

Некоторые антибактериальные средства в субингибирующих 

концентрациях стимулируют образование биоплёнок [1]. 

Цель работы: оценить антибиотикочувствительность холерных 

вибрионов в составе биоплёнки и способность субингибирующих 

концентраций некоторых антибактериальных препаратов влиять на 

образование биоплёнок  Vibrio cholerae. 

Материалы и методы. Штаммы V. cholerae El Tor Р-5879 и 17906; non 

О1/non О139  - 16145 и 16150.  

Антибактериальные препараты: левомицетин, доксициклин, 

гентамицин. 

В пенициллиновые флаконы, содержащие пластиковые пластины для 

получения биоплёнок, добавляли по 5 мл кипячёной водопроводной воды. 

В каждый флакон добовляли суспензию культуры холерных вибрионов в 

концентрации n×10
4
 м.кл. по отраслевому стандарту мутности ГИСК им. 

Л.А. Тарасевича (ОСО-42-25-59-86 П). В одну группу флаконов 

одновременно добавляли антибактериальный препарат в определённой 

концентрации, а в другую группу флаконов оставляли на 4 суток для 

образования биоплёнок. После чего в них также добавляли 

антибактериальный препарат. После выдерживания 24 часа в термостате 

при 37 
0
С делали высев планктонной и биоплёночной культуры на агар 

Мартена. Результат  учитывали через 24 часа по наличию или отсутствию 

роста холерных вибрионов. 

Результаты исследования. 

После воздействия антибактериальными препаратами отсутствовал 

рост планктонной формы штаммов V. cholerae El Tor Р-5879 и V. cholerae 

non О1/non О139 16150 на агаре Мартена при наличии роста биоплёночных 
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форм этих микроорганизмов (таблица 1). В контроле (без добавления 

антибиотика) наблюдали рост на агаре как при высеве из планктона, так и 

биоплёнки (таблица 1).  

 

Таблица 1. Влияние антибактериальных препаратов на образование 

биоплёнок штаммами холерных вибрионов 

Антибактериальный 
препарат 

Концентрация, 
мг/л 

Штамм V. cholerae 

El Tor Р-5879 non О1/non О139 16150 

П Б П Б 

Гентамицин  2 - + - + 

4 - + - - 

8 - + - - 

Доксициклин  1 - + - + 

2 - + - + 

4 - + - - 

Левомицетин  2 - + - + 

4 - + - - 

8 - + - - 

Контроль  + + + + 

Примечание: П – планктонная форма; Б – биопленочная форма; 

 «+» - наличие роста; «-»  - отсутствие роста. 

 

Таким образом, гентамицин, доксициклин, левомицетин в 

субингибирующих концентрациях стимулировали образование биоплёнок 

холерными вибрионами.  

Кроме того, нами была предпринята попытка оценить 

чувствительность к  этими препаратами штаммов V. cholerae в составе 

сформировавшихся биоплёнок (таблица 2). 

 

Таблица 2. Чувствительность к антибактериальным препаратам  

V. cholerae в составе биоплёнок  

Антибактериальный 
препарат 

Концентрация, 
мг/л 

Штамм V. cholerae 

El Tor 17906 
non О1/ non 
О139 16145 

non О1/ non 
О139 16150 

П Б П Б П Б 

Гентамицин  2 - + - + - - 

4 - + - + - - 

8 - + - + - - 

Доксициклин  1 + + - + + + 

2 + + - + - + 

4 - + - + - + 

Левомицетин  2 - + - + - + 

4 - + - + - + 

Контроль  + + + + + + 

Примечание: П – планктонная форма; Б – биопленочная форма; 

 «+» - наличие роста; «-»  - отсутствие роста. 
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Наблюдалось отсутствие подавления роста биоплёночных культур 

штаммов V. cholerae при воздействии доксициклина и левомицетина.  

Гентамицин в концентрациях 2-8 мг/л подавлял рост не только 

планктонной культуры  штаммов холерных вибрионов, но и биопленки 

штамма V. cholerae non О1/non О139 16150 (таблица 2). 

Таким образом, клетки штаммов холерных вибрионов Эль Тор и не 

О1/не О139 серогрупп в составе биоплёнки были менее чувствительны к 

гентамицину, тетрациклину и левомицетину в сравнении с планктонной 

формой.  

Заключение. 

Проведённое исследование показало, что чувствительность к 

некоторым антибактериальным препаратам холерных вибрионов Эль Тор и 

не О1/не О139 в планктонной форме и в виде биоплёнок различается. Этот 

факт требует стандартизации методов выявления биоплёнок указаных 

микроорганизмов, т.к. способность к плёнкообразованию может вызвать 

трудности в выборе средств этиотропной терапии. Необходимо проведение 

оценки активности  антибактериальных препаратов в отношении 

биоплёнок, что может повысить эффективность рациональной 

антибиотикотерапии инфекций, вызываемых холерными вибрионами. 
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Одним из важнейших мероприятий в системе эпиднадзора за 

холерой  является постоянный мониторинг окружающей среды на 

контаминацию холерными вибрионами [1]. Признак чувствительности 

холерных вибрионов к специфическим фагам используют при 

идентификации данных микроорганизмов [2]. Однако формирование 

фагорезистентности микроорганизмов отрицательно сказывается на 

диагностической эффективности фаговых препаратов, а изучение 

механизмов фагорезистентности имеет важное научно-прикладное 

значение и не утратило своей актуальности. Фагоустойчивость бактерий 

связывают с классической лизогенией, нарушением проникновения 

нуклеиновой кислоты фага в бактерию, наличием у бактерий системы 

рестрикции-модификации, приобретением R-плазмид и др. [3].  

Возможным подходом к исследованию формирования фагорезистентности 

является изучение углевод-специфических  рецепторов фагов, 

участвующих во взаимодействии с поверхностными структурами 

холерного вибриона,  используя современные подходы. Одним из 

примеров современных диагностических подходов, которые получают 

широкое распространение в научных и клинико-диагностических 

лабораториях, является масс-спектрометрический анализ, в основе 

которого лежит белковое профилирование биологического объекта [4]. На 

сегодняшний день оптимальной схемы исследования бактериофагов с 

помощью МАЛДИ масс-спектрометрического профилирования не 

разработано. 

Задачами нашего исследования было определение специфичности 

рецепторов бактериофага Эльтор, изучение ингибирующей способности 

углеводов на литическое действие фага по отношению к чувствительному 

штамму с помощью МАЛДИ масс-спектрометрического профилирования. 

В работе использовали паспортизированный музейный штамм  

V. cholerae El Tor 18507, коммерческий препарат холерного 

диагностического бактериофага Эльтор, бульон и агар Мартена (0,7 и 

1,5%) pH=7,6-7,8.  Для изучения роли углевод-специфических рецепторов, 

участвующих  во взаимодействии микробных клеток холерного вибриона с 
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исследуемым фагом  были взяты углеводы – сахароза, арабиноза, D-

галактоза, мальтоза, N-ацетил-D-глюкозамин  фирмы Serva  в конечной 

концентрации 1%. Влияние углеводов на активность бактериофага 

определяли путем постановки пробы с фагом классическим методом и 

модифицированным нами. Фаг перед нанесением на чувствительную 

культуру предварительно инкубировали с углеводами. Белковые профили 

исследуемых объектов изучали с помощью метода MSP-анализа. При 

применении программы Biotyper проводили табличную оценку 

молекулярных масс (MSP-peaklist). 

Путем постановки пробы с фагом нами было установлено, что 

мальтоза и N-ацетил-D-глюкозамин не повлияли на активность фага по 

сравнению с контролем. В отличие от данных углеводов, сахароза, 

арабиноза и D-галактоза оказывали ингибирующее влияние на 

бактериофаг. 

В дальнейших исследованиях мы решили изучить влияние углеводов 

на активность бактериофага, используя протеомное профилирование. 

Применяя программу Biotyper, мы проводили табличную оценку 

молекулярных масс, в которой основные спектры каждого изучаемого 

объекта преобразовывались в таблицы «MSP-peaklist». Масс-спектр, 

состоящий из пиков разной интенсивности, является графическим 

отображением масс-пик листа, который представляет собой таблицу всех 

молекулярных масс полученных профилей каждого исследуемого объекта. 

Так, нами были проанализированы данные MSP-peaklist нативного 

бактериофага и фага, проинкубированного с углеводами (сахарозой, 

арабинозой, D-галактозой, мальтозой, N-ацетил-D-глюкозамином). 

MALDI масс-спектрометрическое профилирование нативного 

препарата бактериофага эльтор показало, что у данного фага можно 

выделить  из всех пиков один доминантный, с молекулярной массой 4373 

Да, характеризующийся 100% интенсивностью, что свидетельствует о том, 

что этот комплекс белков является основным для фага. Интенсивность 

остальных пиков фага была незначительной и варьировала от 1 до 20%. 

Протеомное профилирование фага, проинкубированного с сахарами, 

выявило, что при взаимодействии со всеми углеводами в реакцию вступал 

доминантный комплекс белков с молекулярной массой 4373 Да, что, по 

всей видимости, свидетельствует о том, что этот комплекс белков является 

углевод-специфическим рецептором фага. Сравнительный анализ MSP-

peaklist показал, что в результате взаимодействия рецепторов фага со 

специфичными к ним сахарами, пик с молекулярной массой 4373Да 

(характеризующийся 100% интенсивностью) полностью исчезал и в 

результате каскада реакций, обусловленных влиянием углеводов на эти 

рецепторы, у фага появлялось от 8 до 13 разновидностей 

низкомолекулярных белков с массой от 3825 до 4100 Да, с интенсивностью 

выше 40% (40-100%). В результате взаимодействия фага с углеводами, не 
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вызывающими ингибирования литической активности фага, пик с Mr 

массой 4373 Да сохранялся, но приобретал низкую интенсивность и 

появлялось только 3 новых пика с молекулярными массами выше 4109 Да. 

В сравнении с ингибирующими сахарами такого активного процесса 

реакций не наблюдается. 

В результате проведенных исследований была разработана схема 

исследования бактериофагов с помощью МАЛДИ масс-

спектрометрического профилирования и изучены изменения протеомного  

профиля бактериофага под воздействием  углеводов. Была проведена их 

сравнительная характеристика. Был определен комплекс доминантных 

белков бактериофага, которые, по всей видимости, и являются углевод-

специфическими рецепторами фага. Таким образом, применение метода 

MALDI-TOF масс-спектрометрии является эффективным инструментом не 

только для идентификации микроорганизмов, но и для изучения фагов и 

механизмов их взаимодействия с углеводами. 
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В процессе приспособления разнообразных организмов (от бактерий 

до растений и млекопитающих) к неблагоприятным условиям среды в 

последние годы  рассматривают роль полиаминов [5, 6]. Известно, что 

полиамины — это большая группа низкомолекулярных азотсодержащих 

соединений, образующихся при декарбоксилировании аминокислот 

(кадаверин - из лизина, путресцин - из орнитина и т.д.),  они представляют 

собой короткие углеводородные цепочки, состоящие из 4–10 углеродных 

атомов, которые содержат от 2 до 4 аминогрупп. Важнейшие из них, 

содержащиеся во всех живых клетках, — кадаверин [NH2(CH2)5NH2], 

путресцин [NH2(CH2)4NH2], спермидин [NH2(CH2)4-NH(CH2)3NH2] и 

спермин [NH2(CH2) 3NH-(CH2)4-NH(CH2)3NH2] [2].  

Показано влияние полиаминов на устойчивость ряда 

микроорганизмов к некоторым  видам стресса за счет их антиоксидантных 

свойств [1, 4], а также за счет способности снижать  проницаемость 

пориновых каналов клеточной стенки путем проникновения в их  просвет 

[2, 7, 8].  

Сведения о продукции полиаминов при стрессорном воздействии на 

возбудителя холеры в литературе отсутствуют. Одним из видов стресса на 

холерные вибрионы в кишечнике человека является резкое изменение 

газового состава среды обитания. В желудочно-кишечном тракте человека 

содержится около 200 мл различных газов, среди которых кислород 

составляет 0-12%. Концентрация его от тонкого до толстого кишечника 

постепенно снижается за счет всасывания.  В связи с этим целью 

настоящего исследования явилось изучение влияния изменения 

концентрации кислорода на продукцию холерными вибрионами одного из 

полиаминов  - кадаверина.  

Для определения продукции внутриклеточного и внеклеточного 

кадаверина штаммы холерных вибрионов выращивали в бульоне Мартена 

в течение 4 суток с ежедневным пересевом в обычных атмосферных 

условиях, в микроаэрофильных условиях (в эксикаторе с 5% СО2 и 10-12% 

О2 – имитация тонкого отдела кишечника – I вариант) и в анаэростате с газ-
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пакетами AnaeroGen, обеспечивающих газовый состав с содержаниемО2 не 

более 1% и СО2 9-13% (как в толстом  отделе кишечнике – II вариант). 

Продукцию кадаверина определяли по методике S. Cortacero-Ramıґrez et al. 

[3] с нашими модификациями, касающимися соблюдения требований 

безопасности работы с ПБА II группы. В работе использовали 14 штаммов 

V. cholerae El Tor, 2 - V. cholerae classical, 2 - V. cholerae O139.  

При  условиях, соответствующих  концентрации кислорода в 

кишечнике (как в I, так и во II варианте) холерные вибрионы Эль Тор 

образовывали как внутриклеточный, так и внеклеточный кадаверин в 

значительном количестве. При этом суммарные показатели продукции 

этого полиамина в I варианте (имитирующем тонкий кишечник, в котором 

происходят все основные события патогенеза холеры) оказались выше, чем 

во II варианте (в условиях почти полного отсутствия кислорода) -1156, 6 

мкг/мл против 974,25.Обращает на себя внимание снижение средних 

значений суммарной продукции кадаверина в каждой из двух групп  

вибрионов Эль Тор по мере снижения эпидемической значимости: в I 

варианте - с 453,2 мкг/мл у ctx
+
tcp

+
 штаммов до 277 мкг/мл у ctx

-
tcp

-
 

штаммов; во II варианте концентрация кадаверина снижалась с 345,6 

мкг/мл до 295,25 мкг/мл.  

При рассмотрении результатов внутриклеточной и внеклеточной 

продукции кадаверина было установлено, что при концентрации кислорода 

в среде 10-12% соотношение внутриклеточного и внеклеточного 

кадаверина составляло 1:1,5, т.е. различия были незначительные. Можно 

предположить, что в таких условиях полиамины защищают холерные 

вибрионы как путем заполнения пориновых каналов (внутриклеточный 

кадаверин), так и путем изоляции клеток от вредного окружения 

(внеклеточный кадаверин), способствуя тем самым развитию 

патологического процесса в тонком кишечнике. В отсутствие кислорода 

соотношение внутриклеточного и внеклеточного кадаверина составляло 

уже 1:4, т.е. шло образование, в основном, внеклеточного кадаверина, 

необходимого для внешней защиты клеток вибрионов. 

Максимально высокие значения показателей продукции кадаверина 

были установлены у токсигенных холерных вибрионов О139 серогруппы – 

суммарные значения 502,0 мкг/мл (I вариант) и 481,0 мкг/мл (II вариант). 

Соотношения продукции внутриклеточного и внеклеточного кадаверина 

было таким же, как и у вибрионов Эль Тор.  Классические холерные 

вибрионы  по активности не уступали холерным вибрионам Эль Тор 

(суммарное значение в I группе равнялось 450,0 мкг/мл и 383,2 мкг/мл – во 

II группе. 

Таким образом, показано, что в условиях изменяющейся газовой 

среды холерные вибрионы активно образуют один из основных 

полиаминов – кадаверин. При этом его количество прямо коррелирует с 

патогенностью культур (оно значительно выше у эпидемически значимых 
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штаммов, чем у штаммов, лишенных генов ctx и tcp). Соотношение 

внеклеточного и внутриклеточного кадаверина зависит от концентрации 

кислорода в окружающей среде. В условиях газовой среды тонкого 

кишечника (10-12% О2) оно практически равно, при выраженной гипоксии 

(<1% О2) – преобладает синтез внеклеточного кадаверина. 
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Среди патогенных для человека вибрионов наиболее значимыми  

после возбудителя холеры являются Vibrio parahaemolyticus. Это 

галофильные микроорганизмы, обитающие в прибрежных морских водах  

и способные вызывать у людей гастроэнтериты, связанные с 

употреблением в пищу морепродуктов. В настоящее время V. 

parahaemolyticus признан  основным  этиологическим агентом  пищевой  

токсикоинфекции  во всем мире [18]. Начиная с 1996 года,  во многих 

странах  регистрируют вспышки тяжелого  гастроэнтерита, обусловленные  

так называемым «пандемичным» клоном возбудителя [15]. Его  

характерными особенностями  являются принадлежность  к определенным 

серологическим группам  и присутствие в геноме семи островов 

патогенности.  Вибрионы этого клона выявлены в странах Азии, 

Центральной и Южной Америки, Африки и Южной Европы [17, 8, 11, 6, 

14]. В Российской Федерации  заболевания, обусловленные 

«пандемичным» вариантом V. parahaemolyticus 03:K6, регистрируют, 

начиная с 1996 года и по настоящее время [5, 3].  Существует мнение о 

формировании эндемичного очага этого заболевания в Дальневосточном 

регионе РФ [2]. Все это свидетельствует о настоятельной необходимости 

соответствующего мониторинга, включающего и  наблюдение  за 

изменением  чувствительности возбудителя к антибактериальным 

препаратам. По имеющимся сведениям, большая часть  клинических 

штаммов V. parahaemolyticus  проявляет чувствительность к тетрациклину, 

гентамицину, хлорамфениколу, хинолонам, карбапенемам, монобактамам 

[7, 12, 1] и резистентность к сульфосодержащим препаратам, 

триметоприму, пенициллину, карбенициллину, ампициллину и 

цефалоспоринам II-IV поколения [9, 10, 16]. Отмеченную многими 

исследователями резистентность к β-лактамным антибиотикам  связывают 

с ферментативной инактивацией препаратов, т.е. с β-лактамазной 

активностью вибрионов. 

Таким образом, даже немногочисленные имеющиеся сообщения 

свидетельствуют  о небходимости контроля за изменением 

чувствительности  к антибактериальным препаратам вибрионов этого вида.  

Собранная в Ростовском противочумном институте коллекция 

галофильных вибрионов позволяет сравнительно оценить 

антибиотикограммы парагемолитических вибрионов, выделенных в разные 

годы  в регионах Черного, Азовского, Каспийского и Японского морей, и 

проследить за меняющимися тенденциями антимикробной  

чувствительности представителей этого вида. Целью настоящего 

исследования явилась сравнительная оценка антибиотикограмм 

парагемолитических  вибрионов, выделенных от людей и выявление 

штаммов с множественной антибиотикоустойчивостью. 

Материалы и методы. В работе использовано 58 штаммов  

V. parahaemolyticus, выделенных от больных на территории России и 
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сопредельных стран в разные годы. Все штаммы предварительно 

охарактеризованы комплексным методом оценки патогенности [4].  

Антибиотикочувствительность  изучена диско-диффузионным методом  

согласно действующим методическим  указаниям МУК 4.2.2495-09 на 

среде Мюллера-Хинтона к следующим препаратам: β-лактамам  

(ампициллин, цефотаксим); тетрациклинам (доксициклин, тетрациклин); 

хинолонам (ципрофлоксацин, налидиксовая кислота); аминогликозидам 

(гентамицин, канамицин, стрептомицин); рифампицину, ко-тримоксазолу, 

фуразолидону и хлорамфениколу. Все штаммы были распределены на 

группы:  чувствительные, устойчивые и промежуточные (умеренно 

устойчивые). При  анализе полирезистентности был рассчитан индекс 

множественной резистентности (МАR) по формуле a/ b, где а- число 

антибиотиков, к которому были устойчивы штаммы, и b- общее число 

антибиотиков в данном исследовании (по методу Krumperman) [13]. 

Результаты и обсуждение. Все взятые в работу клинические штаммы 

были Канагава-позитивны, имели гены термостабильного прямого 

гемолизина (tdh) и контактзависимой транспортной системы третьего типа 

(TTTS 2α). Вибрионы, выделенные до 1996 года, обозначенные как 

«предпандемичные», содержали маркерные гены второго, седьмого  

островов патогенности (V.Pai 2 и V.Pai 7) обязательно, а выборочно  - 

других шести V.Pai  и принадлежали к разным серологическим  вариантам. 

В отличие от этой группы  штаммов,  изоляты, выделенные от больных, 

начиная с 1996 года, имели одновременно маркерные гены всех семи 

островов патогенности, принадлежали к серогруппе 03:К6 и на этом 

основании  были расценены как «пандемичные». 

При изучении антибиотикограмм упомянутых групп штаммов 

установлена устойчивость к ампициллину в 100% случаев, что согласуется 

с многими сообщениями [16]. Отмечена устойчивость к доксициклину 

(31%), рифампицину (37,9%), канамицину (20,6%), стрептомицину 

(51,7%), фуразолидону (55,1%), налидиксовой кислоте (3,4%),  

гентамицину (6,8%),  ципрофлоксацину (6,8%),  тетрациклину (10,3%), ко-

тримаксазолу (10,3%). Среди изученных штаммов данной выборки 55,2 % 

оказались устойчивыми одновременно к двум и более антибактериальным 

препаратам. Как показано в таблице, у штаммов с множественной 

устойчивостью к антибиотикам, обнаруженных как в «пандемичной», так и 

в «предпандемичной» группах, выявлено от  2-х до 5-ти маркеров 

резистентности.  
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Таблица. Множественная устойчивость штаммов V. parahaemolyticus 
№ 

п/п 

 

Профили антибиотико-

резистентности 

Штаммы Vibrio parahaemolyticus 

«Предпандемичные» «Пандемичные» 

MAR-

индекс 

Кол-во 

штаммов 

MAR-

индекс 

Кол-во 

штам-мов 

1. FUR, STR, KAN, AMP   0,3 1 

2. DOC, FUR, TET, AMP   0,3 1 

3. DOC, FUR, RIF, STR, AMP   0,38 1 

4. CIP, FUR, RIF, STR, AMP   0,38 1 

5. FUR, AMP   0,1 4 

6. CIP, FUR, STR, AMP   0,3 2 

7. CIP, FUR, STR, AMP, GEN   0,38 1 

8. STR, AMP   0,1 3 

9. FUR, STR, AMP   0,2 2 

10. RIF, FUR, STR, KAN, AMP   0,38 1 

11. RIF, KAN, AMP   0,2 1 

12. RIF, FUR, KAN, AMP   0,3 1 

13. RIF, FUR, STR, AMP   0,3 1 

14. RIF, STR, KAN, AMP   0,3 1 

15. RIF, FUR, AMP 0,2 1 0,2 1 

16. DOC, FUR, AMP, NA 0,3 1   

17. DOC, FUR, AMP 0,2 2   

18. DOC, TET, FUR, AMP 0,3 2   

19. DOC, CIP, FUR, STR, AMP 0,38 1   

20. CO, FUR, STR, AMP, GEN 0,38 1   

21. TET,FUR, STR, AMP, GEN 0,38 1   

22 CO, RIF, FUR, STR, AMP 0,38 1   

 

Примечание: FUR - фуразолидон, STR - стрептомицин, KAN - 

канамицин, AMP – ампициллин,  DOC – доксициклин, TET – тетрациклин, 

RIF - рифампицин, STR – стрептомицин, CIP – ципрофлоксацин, GEN – 

гентамицин,  KAN – канамицин,  NA – налидиксовая кислота, CO – ко-

тримоксазол. 

 

«Предпандемичные» изоляты были устойчивы к  ампициллину, 

доксициклину, стрептомицину, гентамицину фуразолидону, ко-

тримоксазолу, ципрофлоксацину,  рифампицину, в разных сочетаниях.  

Среди  «пандемичных» штаммов данной выборки не выявлено 

устойчивых к ко-тримоксазолу, а  дополнительно к  упомянутым маркерам  

резистентности «предпандемичных» вибрионов,  определена  устойчивость  

к канамицину. О расширении спектра резистентности у вибрионов этой 

группы свидетельствовало, как показано в таблице,  увеличение  индекса 

множественной резистентности.  

Таким образом, полученные сведения  о нарастании числа штаммов 

парагемолитических вибрионов с множественной устойчивостью к 

антибактериальным препаратам и о расширении у них  спектра  
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антибиотикоустойчивости, дополняют наши представления о 

формировании этого процесса и способствуют  оптимизации выбора 

средств этиотропной терапии.  
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Существенным препятствием для усовершенствования химических 

вакцин против холеры является недостаточность сведений о природе 

протективных антигенов холерного вибриона. Вместе с тем, установлено, 

что протективные антигены, ответственные за формирование 

антибактериального иммунитета, локализованы, главным образом, в 

наружных мембранах возбудителя  (Марков Е.Ю. и др., 1998, 2004).  

Белок OmpT является одним из восьми белков наружных мембран 

холерного вибриона. Очищенный с помощью дифференциального 

центрифугирования и хроматографии на колонке с целлюлозой DE-52 

белок имеет мол. массу около 40 кДа, наделен протеолитической 

активностью, расщепляет протамин, фибрин, желатин, казеин, коллаген, 

активирует плазминоген человека в плазмин. Не гидролизует плазмин-

специфичный пептидный субстрат n-нитроанилид трипептида For-Ala-Phe- 

Lys pNa.HBr (Ренам, Россия). Чувствителен к 

фенилметилсульфонилфлуориду, но слабо реагирует на присутствие 

дитиотреитола, ЭДТА, p-хлормеркуриобензоата, ингибируется солями 

цинка и меди, мочевиной и SDS, что сближает его с сериновыми 

протеазами. И хотя роль белка  в биологии холерного вибриона остается до 

конца не понятной, тем не менее его синтез строго регулируется  

микробом в ответ на различные сигналы окружающей среды (рН, 

температура). Кроме защиты от антимикробных белков и активации 

плазминогена, обеспечивающих известное преимущество вибрионам в 

условиях кишечника чувствительного хозяина, увеличение синтеза OmpT в 

присутствии высоких концентраций NaCI, пониженной температуре и в 

минимальных средах позволяет предположить его вклад в выживаемость 

Vibrio cholerae во внешней среде.  

В составе мембранных пузырьков OmpT может принимать участие в 
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транспорте различных бактериальных факторов (ферменты, токсины, ДНК 

и др.) в клетки хозяина во время колонизации кишечника.  

Целью исследования была оценка перспективности использования 

препарата мембранного белка OmpT для специфической профилактики 

экспериментальной холеры.  

Для выделения препаратов наружных мембран из холерных 

вибрионов клетки 18-часовых агаровых (агар Мартена, рН 7,6) культур 

штамма V. cholerae 18950 OmpT ДOmpU после смыва физиологическим 

раствором с 0,01 % мертиолата и 1,5 - часовой инкубации при комнатной 

температуре осаждали центрифугированием на холоду при 6000 об/мин. и 

разрушали с помощью УЗ-дезинтегратора модели Bandelin SONOPULS HD 

3200 (стержень КЕ-76, 10 циклов по 20 сек на холоду с 1-минутными 

интервалами) или механическим растиранием с песком. После удаления 

детрита лизаты центрифугировали при 105000g 1 час при 4
о
 С в роторе 

Sorvall AH627 (центрифуга Beckman L5-50В). Надосадочную жидкость 

отбрасывали, а осадок солюблизировали с помощью физиологического 

раствора с 1% тритона Х-100 (Serva) при комнатной температуре в течение 

ночи с последующим концентрированием в 2 - 4 раза ультрафильтрацией в 

системе Amicon (камера 10 РА, мембрана РМ 30). Полученный концентрат 

использовали для дальнейшего выделения и очистки мембранных белков.  

Очистку белка OmpT проводили с помощью хроматографии 

отдиализованного препарата мембранных белков на колонке с целлюлозой 

ДЕ- 52 (15х1см) (Whatman, Англия), уравновешенной 20 мМ  трис-НCl 

буфером рН 8,0 с 0,1 % тритона Х-100. Белок определяли по Лоури, 

спектрофотометрией при 280 нм или флуорометрически с использованием 

набора реактивов и  флуориметра Qubit
TM

 фирмы  Invitrogen , CША. Из 

представителей рода Vibrio только штаммы V. cholerae classical, V.cholerae 

El  Tor и O139 реагировали в реакции преципитации в геле с 

антисывороткой  к OmpT белку из холерного вибриона. 

Беспородных белых мышей иммунизировали двукратно 

внутрибрюшинно препаратом белка OmpT в дозах 2,5, 5, 10 и 20 мкг. Через 

21 день у иммунизированных (опытных) животных вызывали 

генерализованную инфекцию, заражая их внутрибрюшинно агаризованной 

вирулентной культурой V. cholerae 569 В в дозе 4х10
9
 м.к. Для этого агар 

Нобля (Difco) растворяли в дистиллированной воде, кипятили в течение 30 

минут на водяной бане при постоянном помешивании и после охлаждения 

до 45ºС соединяли с 1 млрд. взвесью культуры V. cholerae 569 В, 

выращенной при температуре 37 ºС в течение 18 часов, в соотношении 1:1 

до конечной  концентрации агара 0,2%. 100% гибель контрольных 

(интактных) мышей в течение суток подтверждала наличие 

генерализованной инфекции. Срок наблюдения за опытными животными 

составлял 3 суток после заражения. 

Результаты исследования показали, что двукратная 
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внутрибрюшинная иммунизация белком OmpT в дозах 2,5 и 5 мкг 

защищала от генерализованной инфекции 90% экспериментальных 

животных при 100% гибели контрольной группы белых мышей. 

Иммунизация большими дозами препарата обеспечивала выживаемость 

50-60% животных (табл.). 

Полученные данные свидетельствуют о перспективности 

дальнейшего изучения протективных и иммуногенных свойств препарата 

OmpT белка наружных мембран возбудителя холеры, что может быть 

полезным для совершенствования специфической профилактики этого 

заболевания. 

 

Таблица. Влияние двукратной внутрибрюшинной иммунизации 

белком OmpT на развитие экспериментальной холеры у белых мышей 

 
Доза 
(в мкг) 

Количество зараженных 
животных 

Количество выживших 
животных 

ImD50 
(в мкг) 

2,5 20 18  
3,80 
 

5,0 20 18 

10,0 20 10 

20,0 20 12 

Контроль 10 0  
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В-субъединица холерного токсина (В-ХТ) является одним из 

основных иммуногенных компонентов, формирует антитоксический 

иммунитет. В-ХТ входит в состав холерной вакцины Дюкорал, 

лицензированной для применения более чем в 70 странах. В литературе 

описаны способы получения очищенной В-ХТ из рекомбинантного 

штамма Vibrio cholerae [2,3]. Их недостатками, ограничивающими 

использование для получения В-ХТ, как компонента вакцины, являются 

высокая продолжительность технологического процесса и большое 

количество стадий процесса. 

Одним из перспективных направлений, применяемых в технологиях 

концентрирования и очистки антигенов, является использование метода 

тангенциальной фильтрации на установках с плоскорамными 

фильтрующими элементами. Современный рынок предлагает достаточно 

широкий спектр биотехнологического оборудования и материалов для 

методов  микро- и ультрафильтрации, обладающих различной 

производительностью (в том числе и отечественного) [1]. 

Все вышеперечисленное определило перспективность использования 

новых фильтрационных технологий и оборудования для разработки 

масштабированного способа получения В-ХТ. 

Для получения В-ХТ I типа использовали специфически стерильный 

детоксицированный безмикробный центрифугат штамма V. cholerae КМ93 

[4]. 

Технологический процесс фракционирования и концентрирования 

складывался из ряда последовательно выполняющихся операций: 

-отделение балластных примесей методом тангенциальной 

микрофильтрации с использованием мембран с порогом отсечки 0,22 мкм. 

При этом целевым продуктом является фильтрат. Кроме того, на данной 

стадии происходит полное удаление клеток холерного вибриона из В-ХТ;  

-выделение В-ХТ методом тангенциальной ультрафильтрации с 

использованием мембран с номинальной отсечкой по молекулярной массе 

(НОММ) 100  кДа; 

-концентрирование В-ХТ методом тангенциальной 

ультрафильтрации с использованием мембран с НОММ 10 кДа. После 

концентрирования В-ХТ проводится диафильтрация 10 объемами 0,1 М 

фосфатного буфера с рН 7,0±0,1. 

Далее белковую фракцию, содержащую В-ХТ, осаждали из 

концентрата гексаметафосфатом натрия в кислой среде (рН 4,0±0,1). Для 

установки необходимого уровня рН использовали 18,5 % раствор соляной 

кислоты. После инкубации в течение 2 ч при комнатной температуре и 4 ч 

при 4 °С проводили центрифугирование при 12000 об/мин в течение 20 

мин. Полученный осадок растворяли в 0,1 М фосфатном буфере рН 7,0±0,1 

и проводили диализ против 0,01 М фосфатного буфера рН 7,0±0,1 при 4 °С 

в течение 24 ч с последующим центрифугированием при 3000 об/мин для 
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освобождения от нерастворенных частиц. Полученный препарат 

стерилизовали через фильтры 0,22 мкм и лиофильно высушивали. 

По разработанной методике были получены 4 экспериментально-

производственные серии препарата В-ХТ, характеристика которых 

представлена ниже.  

 

Таблица. Фракционирование и концентрирование безмикробного 

центрифугата штамма V. cholerae КМ93 

Образец Белок, мг/мл РДП, титр GM1ELISA, мкг/мл 

сырье  0,64 1/2 2,65 

0,2 мкм 0,2 1/2 2,65 

100 кДа 4,8 1/2 2,65 

10 кДа    

фильтрат 0,04 0 0 

концентрат 3,0 1/16 20,1 

 

Содержание белка в сухом препарате в среднем составляло 82±2%. 

Все серии препарата проявляли высокую иммунохимическую активность – 

титр в дот-иммуноанализе 1/512-1/1024 (0,5-1 мкг) (рисунок 1). 

 

 
Рисунок 1. Активность серий В-субъединицы холерного токсина в 

дот-иммуноанализе: 1 – серия 1; 2 – серия 2; 3 – серия 3; 4 – серия 4 

 

В-ХТ представляет собой белок молекулярной массой 58 кДа, с 

мономерами молекулярной массой 11,6 кДа, которые образуют димеры, 

тримеры, тетрамеры и пентамеры, регистрируемые в электрофоретическом 

анализе. Используемый в работе рекомбинантный штамм-продуцент 

синтезирует В-ХТ в виде пентамера, который в белковом SDS-PAGE 

регистрируется в виде полос с молекулярной массой 58 и может содержать 

полосы с мол. массой 34, 23 кДа (рисунок 2).  

Иммунохимическая специфичность всех полученных лабораторных 

серий В-ХТ была подтверждена в иммуноблоттинге со специфической 

поливалентной  кроличьей сывороткой к В-ХТ (рисунок 3). 
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Рисунок 2. Электрофореграмма серий В-субъединицы холерного 

токсина, окраска Кумасси R-250: 1 – маркеры молекулярной массы 

«Fermentas» (США); 2,3 –серия 1; 4,5 – серия 2; 6,7 – серия 3; 8,9 – серия 4. 

 
Рисунок 3. Иммуноблоттинг серий В-субъединицы холерного 

токсина: 1 – серия 1; 2 – серия 2; 3 – серия 3; 4 – серия 4. 
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РАЗРАБОТКА ПРЕПАРАТОВ И МЕТОДОВ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ, 

ЛЕЧЕНИЯ И ПРОФИЛАКТИКИ ХОЛЕРЫ 

 

 

НОВЫЕ ПРЕПАРАТЫ НА ОСНОВЕ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 

АНТИТЕЛ В ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ ХОЛЕРЫ 

 

 

Л.П. Алексеева, О.Ф. Кретенчук, В.В. Евдокимова, В.Д. Кругликов,  

И.В. Архангельская 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

 

Проблема повышения качества диагностических препаратов и, как 

следствие, повышение достоверности лабораторной диагностики холеры 

была и остаётся в центре внимания специалистов. На сегодняшний день в 

лабораторной диагностике холеры согласно МУК 4.2.2870-11 

используются лошадиные агглютинирующие О1-сыворотки, 

иммуноглобулины О1 флуоресцирующие и кроличья агглютинирующая 

О139-сыворотка производства института «Микроб». За рубежом проблема 

специфичности холерных диагностикумов была решена путем 

конструирования моноклональных реагентов, которые нашли широкое 

применение [1, 2, 3, 4]. В ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт Роспотребнадзора проводится работа, направленная на 

совершенствование лабораторной диагностики холеры путем 

конструирования новых препаратов на основе моноклональных антител 

(МКА) для детекции холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп в реакциях 

прямой иммунофлуоресценции (РИФ), слайд-агглютинации и 

иммуноферментном анализе (ИФА). На рисунке представлен комплект 

диагностических моноклональных препаратов, разработанных на базе 

института.  
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Рисунок. Новые диагностические препараты на основе 

моноклональных антител. 

 

В процессе выполнения работы предварительно были отобраны 

гибридомы-продуценты МКА, максимально отвечающие диагностическим 

требованиям, то есть специфически взаимодействующие с 

комплементарными детерминантами, наиболее устойчивыми к различным 

инактивирующим факторам, представленные на клеточной поверхности с 

высокой частотой и в доступной для связывания форме. В качестве 

источника МКА в равной мере использовали асцитические и 

культуральные жидкости гибридом. Конструирование моноклональных 

флуоресцирующих иммуноглобулинов на основе МКА О1, О139 включало 

следующие этапы: получение и очистка МКА, конъюгация МКА с 

флуорохромом, удаление избытка ФИТЦ, лиофилизация, хранение. 

Экспериментальные серии флуоресцирующих МКА, приготовленные в 

соответствии с биотехнологической схемой, прошли широкие испытания 

на базе ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский 

противочумный институт Сибири и Дальнего Востока Роспотребнадзора, 

ФГБУЗ Государственный центр гигиены и эпидемиологии Федерального 

медико-биологического агентства, в ходе учений санитарно-

противоэпидемических бригад (г. Ростов-на-Дону), которые показали их 

высокую специфичность и чувствительность порядка 10
5 
м.кл., что явилось 

основанием для оформления нормативной документации на набор 

реагентов «Иммуноглобулины моноклональные диагностические 

флуоресцирующие сухие для серологической идентификации V. cholerae 

О1 и О139 (in vitro) методом РИФ «Иг - V. cholerae О1/О139 – РИФ». Он 

рассчитан на выявление холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп в 30 

исследуемых образцах. 

Способность МКА О1, О139 агглютинировать холерные вибрионы 

О1, О139 серогрупп аналогично коммерческой О-сыворотке послужило 

основанием для создания набора реагентов «Иммуноглобулины 
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моноклональные диагностические cухие для серологической 

идентификации V. cholerae О1 и О139 (in vitro) методом РА «ИГ –

V.cholerae О1/О139 — РА». Строгая специфичность МКА в отношении 

холерных вибрионов О1, О139 при отсутствии перекрестных реакций с 

близкородственными и гетерологичными микроорганизмами в 

перспективе позволит использовать их в слайд-агглютинации без 

дополнительной постановки ее развернутого варианта, что существенно 

сократит время получения ответа и экономические затраты. Один флакон 

набора в среднем рассчитан на серологическую идентификацию 500 

штаммов V. cholerae О1 и О139. Применение агглютинирующих МКА 

также позволяет исключить перекрестные реакции с представителями 

холерных вибрионов не О1/не О139, так как в последние годы увеличилось 

число штаммов, агглютинирующихся холерной сывороткой О1 в низком 

титре. Суммарные данные многочисленных испытаний свидетельствуют о 

высокой специфичности набора, что явилось основанием для оформления 

нормативной документации (инструкции по применению,  справки об 

изделии медицинского назначения и технических условий). 

Диагностические видоспецифические флуоресцирующие и 

агглютинирующие моноклональные препараты О1, О139 в настоящее 

время находятся на регистрации в Росздравнадзоре. 

В лабораторной практике уже давно нашли применение 

диагностические иммуноферментные тест-системы для детекции 

возбудителей различных заболеваний. Однако в России на сегодняшний 

день не существует коммерческих доступных иммуноферментных 

микропланшетных наборов для выявления холерных вибрионов О1, О139 

серогрупп. Особенно привлекательным является вариант дот-

иммуноанализа (ДИА), который относится к числу экспрессных, так как 

его постановка осуществляется в течение 1,5-2 часов и результаты реакции 

могут учитываться визуально. Более того, практический интерес 

представляет прямой вариант ИФА, то есть когда используют конъюгат 

пероксидазы со специфическими антителами. Нами была предпринята 

работа по созданию моноклональных пероксидазных конъюгатов (ПХ-

МКА) для диагностики холерных вибрионов О1, О139 в прямом варианте 

планшетного ИФА и ДИА. Для этого МКА, специфичные  в отношении 

холерных вибрионов О1 и соответственно О139, конъюгировали с 

пероксидазой хрена (Sigma, RZ>3.0) по отработанной схеме. С помощью 

видоспецифических моноклональных пероксидазных конъюгатов 

представляется возможным выявить холерные вибрионы О1, О139 при 

наличии их в пробе 10
5
-10

6
 м.к. Стабильность обеспечивали путем 

добавления в исходный раствор конъюгатов 1% бычьего сывороточного 

альбумина. Строгая специфичность экспериментальных серий 

моноклональных пероксидазных конъюгатов подтверждена при 

исследовании их на наборе, включающем 56 штаммов V. cholerae О1, 20 
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штаммов V. cholerae О139 и представителей близкородственных и 

гетерологичных микроорганизмов. Положительное взаимодействие 

конъюгатов с клетками вибрионов регистрировали в планшетах или на 

НЦМ в виде окрашенных лунок или пятен. С помощью прямого варианта 

ТИФА или ДИА можно тестировать одновременно большое число проб и в 

короткие сроки получать ответ о наличии холерных вибрионов О1 и О139 

серогрупп. Применение моноклональных пероксидазных конъюгатов 

возможно не только для идентификации V. cholerae О1, О139, но и для 

детекции специфических противохолерных антител в сыворотках от 

человека и животных. Нами разработана тест-система в виде «сэндвич»-

варианта, включающая следующие этапы: 1 - сенсибилизация твердой 

фазы испытуемыми сыворотками; 2 - внесение микробных клеток тест-

штаммов холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп; 3 - внесение 

холерных моноклональных антител О1 или О139, меченных пероксидазой 

(конъюгат), специфическое связывание с микробными клетками; 4 - 

выявление иммунного комплекса ферментативной реакцией, 

проявляющейся окрашиванием субстрата. Специфичность тест-системы 

оценивали на модели коммерческих холерных сывороток и 

экспериментальных кроличьих, полученных в лаборатории микробиологии 

холеры института, так как не располагали сыворотками от людей, 

переболевших холерой. Отрицательным контролем служили коммерческие 

сыворотки к шигеллам, сальмонеллам, эшерихиям и иерсиниям. 

Полученные результаты свидетельствовали, что в «сэндвич»-ИФА с 

помощью диагностических моноклональных пероксидазных конъюгатов 

представляется возможным обнаружить в модельных сыворотках 

специфические противохолерные антитела к возбудителю холеры О1 или 

О139. 

Из вышеизложенного следует, что в Ростовском противочумном 

институте разработаны новые диагностические препараты на основе МКА, 

внедрение которых в практику отечественного здравоохранения будет 

способствовать совершенствованию лабораторной диагностики холеры и 

повышению качества серологического анализа. 
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МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ УРОВНЯ АДГЕЗИИ ХОЛЕРНЫХ 

ВИБРИОНОВ НА КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК HEP-2 И  HUTU-80   

 

 

 О.А. Татаренко, В.А. Коршенко, Л.П. Алексеева, И.Я. Черепахина  

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Ростов-на-Дону 

 

 

В патогенезе холеры важное место занимает адгезия вибрионов к 

эпителиоцитам тонкого кишечника человека. В экспериментальной 

работе для анализа адгезивной активности было предложено несколько 

моделей, в том числе – использование слизистой тонкого кишечника 

кроликов-сосунков и эритроцитов разных групп [1, 2, 3]. В настоящее 

время за рубежом все более широко используется метод изучения 

адгезивной активности на культуре клеток, так как эта модель является 

наиболее адекватной для оценки способности микроорганизмов 

прилипать к поверхности эукариотических клеток [4, 5, 6].  

Нами для оценки адгезивной активности вибрионов впервые 

использована клеточная культура HuTu-80 (человек, аденокарцинома 

двенадцатиперстной кишки). Предварительно методику опробовали на 

культуре клеток  Hep-2 (человек, эпидермоидная карцинома гортани). В 

зарубежной литературе есть данные об использовании данной культуры 

клеток при определении уровня адгезии у рода Aeromonas [4]. В ходе 

проведенных исследований были подобраны условия культивирования 

культур клеток, доза холерных вибрионов, способ фиксации и метод 

окрашивания. По полученным результатам в ходе изучения 20 штаммов 

холерных вибрионов классического, эльтор биоваров и холерных 

вибрионов 0139 серогруппы были подобраны критерии оценки уровня 

адгезии. По данным материалам в настоящее время оформляется патент 

на изобретение.   
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ОБЗОРНАЯ ИНФОРМАЦИЯ ПРОБЛЕМНОЙ КОМИССИИ 

 

 

РАБОТА ПРОБЛЕМНОЙ КОМИССИИ «ХОЛЕРА И ПАТОГЕННЫЕ 

ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА ВИБРИОНЫ» В 2013 – 2014 ГОДАХ 

 

 

С.В. Титова, В.Д. Кругликов, А.Б. Мазрухо, И.А. Щипелева,  

Е.И. Марковская, В.В. Кучин 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

 

Проблемная комиссия 48.04 «Холера и патогенные для человека 

вибрионы», являющаяся научно-методическим органом 

Координационного научного совета по санитарно-эпидемиологической 

охране территории Российской Федерации (48.00), осуществляет свою 

работу в соответствии с планом работы Координационного совета и 

заданием бюро Координационного совета.  

6 июня 2013 г. было проведено заседание проблемной комиссии 

«Холера и патогенные для человека вибрионы». В работе приняли участие 

23 члена проблемной комиссии, специалисты ФКУЗ Ростовский-на-Дону 

противочумный институт, Российский противочумный институт 

«Микроб», Иркутский противочумный институт Сибири и Дальнего 

Востока, Волгоградский противочумный институт, Ставропольский 

противочумный институт Роспотребнадзора, ФКУЗ «Противочумный 

центр» и ФКУЗ «Противочумные станции» Роспотребнадзора, ФБУН 

«Государственный научный центр прикладной микробиологии и 

биотехнологии» Роспотребнадзора.  

На заседании Проблемной комиссии были заслушаны научные 

доклады, в которых представлены перспективы дальнейших направлений 

исследований по проблеме. В материалах докладов отмечено, что 

проблема холеры продолжает оставаться актуальной в современный 

период на глобальном уровне. Сохраняющаяся тенденция роста в 

динамике мировой заболеваемости, распространение генетически 

измененных вариантов холерных вибрионов Эль Тор с эпидемическим и 

пандемическим потенциалом определяют в целом неблагоприятный 

прогноз по холере. Это диктует необходимость усиления комплекса 

санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий по 

предупреждению заноса и распространения холеры на территории России.  

Научные исследования противочумных институтов и других 

учреждений Роспотребнадзора направлены на использование современных 
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молекулярно-биологических методов, в том числе для оперативного и 

ретроспективного изучения генетически измененных вариантов холерных 

вибрионов Эль Тор (ФКУЗ Российский противочумный институт 

«Микроб», ФКУЗ Иркутский противочумный институт Сибири и Дальнего 

Востока, ФКУЗ Ставропольский противочумный институт), 

полногеномного секвенирования и протеомного анализа штаммов 

холерных вибрионов (ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт, ФБУН ЦентральныйНИИ эпидемиологии). 

За отчетный период переработаны и представлены для утверждения в 

Роспотребнадзор следующие документы: Методические указания 

«Профилактика холеры. Организационные мероприятия. Оценка 

противоэпидемической готовности медицинских учреждений к 

проведению мероприятий на случай возникновения очага холеры» 

(Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и 

благополучия человека РФ, ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт, ФКУЗ Иркутский НИПЧИ, ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», ФКУЗ 

Ставропольский НИПЧИ, ФКУЗ «Противочумный центр», ФБУН ЦНИИ 

Эпидемиологии, ФБУН НИИ Дезинфектологии Роспотребнадзора); 

Санитарно-эпидемиологические правила «Профилактика холеры. Общие 

требования к эпидемиологическому надзору за холерой на территории 

Российской Федерации» (ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт, ФКУЗ «Противочумный центр», ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», 

ФКУЗ Иркутский НИПЧИ, ФКУЗ Ставропольский НИПЧИ, ФКУЗ 

Волгоградский НИПЧИ, ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии, ФБУН НИИ 

Дезинфектологии Роспотребнадзора); Методические указания 

«Лабораторная диагностика заболеваний, вызываемых 

парагемолитическими и другими патогенными для человека вибрионами» 

(ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт, ФКУЗ 

«Противочумный центр», ФКУЗ Приморская противочумная станция, 

ФКУЗ Причерноморская противочумная станция); Методические указания 

«Использование метода времяпролётной масс-спектрометрии с матрично-

активированной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOFMS) для 

индикации и идентификации возбудителей I-IV групп патогенности» 

(раздел по холере) (ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», ФКУЗ Ростовский-на-

Дону противочумный институт, ФКУЗ Иркутский НИПЧИ). 

Получены свидетельства о государственной регистрации четырёх баз 

данных: «Парагемолитические вибрионы России и сопредельных 

государств: ПЦР-генотипы», «Холерный вибрион ctx-SNP», «Белковые 

профили масс-спектров представителей вида V. cholerae для программы 

MALDI Biotyper» (ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт), 

«Vibrio cholerae Еl Тor. Сибирь и Дальний Восток» (ФКУЗ Иркутский 

противочумный институт). 

Получено 5 патентов на изобретения: «Способ дифференциации 
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Vibrio cholerae О139 серогруппы по алкилсульфатазной активности», 

«Способ оценки эффективности применения иммуномодулятора 

имунофана при экспериментальной холере», «Элективно-

дифференциальная среда для выделения холерных вибрионов», «Способ 

оценки биологической активности лактобацилл и бифидобактерий 

относительно холерных вибрионов in vitro» (ФКУЗ Ростовский-на-Дону 

противочумный институт), «Способ определения липолитической 

активности в субклеточных фракциях бактерий» (ФКУЗ Иркутский 

противочумный институт). Подано две заявки на изобретения: «Способ 

получения холерогена-анатоксина», «Биологический микрочип для 

выявления и многопараметрического анализа противохолерных антител» 

(ФКУЗ Российский противочумный институт «Микроб»). 

Проходят Государственную регистрацию наборы реагентов: 

«Иммуноглобулины моноклональные диагностические флуоресцирующие 

сухие для серологической идентификации V. cholerae О1 и О139 (in vitro) 

методом РИФ»; «Иммуноглобулины моноклональные диагностические 

cухие для серологической идентификации V. cholerae О1 и О139 (in vitro) 

методом РА». 

Разрабатываются современные безопасные химические вакцины 

против холеры и создается универсальная технология их производства 

(ФКУЗ Российский научно-исследовательский противочумный институт 

«Микроб» Роспотребнадзора).  

Продолжается формирование созданных специалистами ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт проблемно-

ориентированных баз данных «Холера Эль-Тор. Мир. 

Эпидемиологический анализ», «Холера Эль-Тор. СНГ. Россия», 

«Холерные вибрионы. Россия» для оценки состояния и тенденций в 

динамике заболеваемости холерой и прогноза. Подготовлен 

аннотированный библиографический указатель «Холера и патогенные для 

человека вибрионы» за 2013 год. 

На заседании Проблемной комиссии 2013 г. были рассмотрены 

результаты выполнения научной тематики по холере. Выполнялись 29 тем, 

из которых 6 – завершены (4 - ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт, 1 – ФКУЗ Ставропольский противочумный институт, 1 – ФКУЗ 

Российский противочумный институт «Микроб»). 

Было заслушано сообщение о ходе выполнения плана внедрения  

результатов научных исследований в практику здравоохранения в 2013 г. 

Институты отчитались по 41 предложению из которых: 21 – ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт, 8 – ФКУЗ Иркутский 

противочумный институт, 9 – ФКУЗ Российский противочумный институт 

«Микроб» и 3 – ФКУЗ Ставропольский противочумный институт. 

Продолжалась подготовка кадров по вопросам организации 

эпидемиологического надзора и лабораторной диагностики холеры на 
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курсах профессиональной переподготовки и повышения квалификации. В 

2013 году проведены курсы тематического усовершенствования для 

специалистов (бактериологов и эпидемиологов) Ростовской области, 

Ингушетии, Дагестана, Чеченской республики, республики Северная 

Осетия (Алания).  

По результатам заседания Проблемной комиссии 2013 г. было 

принято следующее решение: 

1. Одобрить деятельность ФКУЗ Ростовский-на-Дону 

противочумный институт как ведущего по проблеме «Холера и патогенные 

для человека вибрионы» и референс-центра по мониторингу холеры на 

территории Российской Федерации. 

2. Одобрить итоги завершаемых в 2013 году тем, ход выполнения 

переходящих на 2014 год НИР и отчет о выполнении плана внедрения 

результатов НИР по проблеме «Холера и патогенные для человека 

вибрионы». 

3. Одобрить Всероссийский план НИР по проблеме «Холера и 

патогенные для человека вибрионы» на 2014 год, включающий 30 научных 

тем. Включить в план внедрения результатов НИР в практику 

здравоохранения 23 предложения. 

4. Считать приоритетной задачей в работе проблемной комиссии 

целевое планирование результатов НИР.  

5. Активизировать деятельность по постановке задач и 

определению актуальных направлений исследований по проблеме «Холера 

и патогенные для человека вибрионы» научно-исследовательским 

организациям с целью рационального и скоординированного 

планирования научной тематики. 

6. Рекомендовать научно-исследовательским учреждениям  

Роспотребнадзора при планировании НИР считать приоритетными 

исследования, направленные на предупреждение заноса и распространения 

холеры на территории Российской Федерации, в том числе, обусловленной 

генетически измененными штаммами холерных вибрионов, а также 

повышение оперативности и эффективности проведения противохолерных 

мероприятий. 

Материалы проблемной комиссии 2013 г. были опубликованы в 

сборнике «Холера и патогенные для человека вибрионы» (выпуск №26). 

Всего в сборнике опубликовано 65 статей по актуальным вопросам 

эпидемиологии холеры, организации и проведения эпидемиологического 

надзора за холерой в Российской Федерации, основным направлениям 

совершенствования лабораторной диагностики холеры, обеспечении 

санитарно-эпидемиологического благополучия населения при подготовке 

и проведении массовых международных мероприятий, перспективам 

профилактики холеры. 

В 2014 г. научные исследования противочумных институтов и 
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других учреждений Роспотребнадзора по проблеме «Холера и патогенные 

для человека вибрионы» представлены 30 темами, из которых 7 тем – 

новые (6 – ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт, 1 - ФКУЗ 

Российский противочумный институт «Микроб») и 23 темы переходящие 

на 2014 г. (22 темы - ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт, 

из них 2 - совместно с ФКУЗ Волгоградский противочумный институт; 1 - 

ФКУЗ Иркутский противочумный институт).  

План внедрения результатов научных исследований в практику 

здравоохранения на 2014 г. состоит из 23 предложений (15 - ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт, 4 - ФКУЗ Иркутский 

противочумный институт, 2 – ФКУЗ Российский противочумный институт 

«Микроб» и по одному предложению Волгоградского и Ставропольского 

противочумных институтов). 

В 2014 г. заседание ПК 48.04 «Холера и патогенные для человека 

вибрионы» состоится 5 июня. В работе примут участие специалисты 

противочумных институтов, станций и противочумного центра 

Роспотребнадзора. На заседании будут обсуждены результаты и 

перспективы дальнейших исследований по проблеме «Холера». 

 

*** 

 

 

АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР РЕЗУЛЬТАТОВ ЗАВЕРШАЕМЫХ В 

2014 ГОДУ НИР ПО ПРОБЛЕМЕ «ХОЛЕРА» 

 

 

И.А. Щипелева, С.В. Титова, В.Д. Кругликов, Е.И. Марковская,  

В.В. Кучин, Н.Н. Ускова 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

В 2014 г. по проблеме «Холера» завершается выполнение 7 тем. Все 

темы выполнены в ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора. 

По направлению 48.04.02 «Микробиологические, молекулярно-

биологические и генетические аспекты характеристики холерных 

вибрионов» завершается 3 темы:  

- «Хитиназный комплекс возбудителя холеры: N-

ацетилглюкозаминидаза» (2010-2014). 

Цель и задачи исследования: Изучение N-ацетил-β-D-

глюкозаминидазы (хитобиазы) (КФ 3.2.1.30) у вибрионов, оптимизация 

условий синтеза и определения активности фермента, его выделение, очистка 
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и характеристика некоторых физико-химических свойств.  

В ходе работы впервые изучена N- ацетил-β-D- глюкозаминидаза, 

являющаяся составной частью хитинолитического комплекса у холерных 

вибрионов не О1/не О1 серогрупп различного происхождения. Продукты 

гидролиза хитина и его производных могут удовлетворять клетку не 

только в факторах питания, но и в сигнальных молекулах для  

межклеточного общения. Не обнаружено какой-либо связи между 

активностью  N- ацетил-β-D- глюкозаминидазы и хитиназы у мутантов по 

генам, детерминирующим ее экспрессию. Осуществлен компьютерный 

анализ молекулы фермента, что с учетом субстратной специфичности 

позволяет отнести его к N-ацетил-β-D-глюкозаминидазе (КФ 3.2.1.30). 

Разработана и утверждена на учрежденческом уровне методика 

количественного определения N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы у 

вибрионов. Подана заявка на изобретение. Подготовлен аналитический 

обзор «Хитиназный комплекс возбудителя холеры: молекулярный состав, 

роль в патогенезе и персистенции в водной среде». Опубликовано семь 

научных работ. Полученные данные могут найти применение в 

прикладных и фундаментальных работах по изучению тонких механизмов 

колонизации кишечника чувствительного хозяина, сохранения и 

формирования новых форм вибрионов в окружающей среде. 

- «Холерные вибрионы не О1/не О139 серогрупп, вызывающие 

заболевания людей на территории Ростовской области» (2010-2014). 

Цель и задачи исследования: комплексное сравнительное изучение 

биологических свойств штаммов V. cholerae nonO1/nonO139, 

циркулирующих в Ростовской области.   

В ходе выполнения темы впервые разработан алгоритм изучения 

фенотипических и генотипических свойств штаммов V. cholerae 

nonO1/nonO139 – возбудителей заболеваний людей на примере конкретного 

региона (Ростовской области). Определено наличие/отсутствие в их геномах 

65 генов факторов патогенности/персистенции либо их аллелей; установлены  

VNTR генотипы. Полученные данные позволили оценить особенности 

патогенетического потенциала изученных клинических штаммов. Показана 

чрезвычайная пластичность генома вибрионов не О1/не О139 серогрупп, 

которая обусловлена высокой скоростью изменчивости в популяции региона. 

Разработаны и внедрены в действие МУК 4.2.2870-11«Порядок организации 

и проведения лабораторной диагностики холеры для лабораторий 

территориального, регионального и федерального уровней». Пополнена 

геоинформационная система «Холера. Штаммы - VNTR». Подготовлена к 

регистрации база данных «Холерные вибрионы не О1/не О139 серогрупп». 

Опубликовано девять научных работ, три из которых – в журналах, 

рекомендуемых ВАК; еще одна статья подготовлена к печати. Полученные 

данные используются  при совершенствовании лабораторной диагностики 

заболеваний, вызванных холерными вибрионами не О1/не О139 серогрупп, а 
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также при оказании консультативно-методической помощи клинико-

диагностическим лабораториям Ростовской области и филиалам  ФБУЗ 

«Центр гигиены и эпидемиологии в Ростовской области» по вопросам 

выделения и идентификации холерных вибрионов не О1/не О139 серогрупп. 

- «Роль компонентов, участвующих в мобилизации липидов 

(глицерин, липаза, жёлчь), в индукции факторов патогенности и 

вирулентности холерных вибрионов» (2012-2014). 

Изучено влияние различных концентраций жёлчи, используемой в 

качестве детергента в плотных средах с жирами и глицерином, на 

выявление токсигенных и гемолитических штаммов по липазной 

активности. Изучен уровень продукции липазы с помощью антилипазного 

диагностикума при культивировании холерных вибрионов в жидких 

питательных средах с добавлением жёлчи. Изучено влияние жёлчи на 

адгезивные свойства и образование биоплёнок токсигенными и 

атоксигенными холерными вибрионами различных биоваров и серогрупп. 

Изучен комплекс стрессовых факторов, воздействующих на холерные 

вибрионы, выявлены закономерности адаптации холерных вибрионов к 

обитанию в различных объектах среды.  

По направлению 48.04.03 «Фундаментальные основы патогенеза и 

иммуногенеза холеры и других заболеваний, вызываемых патогенными 

вибрионами» завершается 1 тема:  

- «Влияние имунофана на формирование вакцинального и 

инфекционного процессов при экспериментальной холере» (2010-2014). 

Цель и задачи исследования: Оценка действия имунофана на 

формирование вакцинального и инфекционного процессов при 

экспериментальной холере: подбор адекватных моделей и разработка 

алгоритма применения иммуномодулятора; изучение влияния имунофана 

на функциональную активность иммунокомпетентных клеток, синтез 

цитокинов, апоптогенный эффект холерного вибриона в динамике 

формирования противохолерного иммунитета, а также на течение 

инфекции у экспериментальных животных. 

Впервые изучено действие имунофана на формирование 

поствакцинального иммунитета и выявлено его влияние на течение и 

исход инфекционного процесса у животных. Оценено влияние имунофана 

на функциональную активность иммунокомпетентных клеток и их уровень 

в состоянии апоптоза у зараженных холерой экспериментальных 

животных и в динамике формирования противохолерного иммунитета. 

Изучено влияние иммуномодулятора на выживаемость и сроки гибели 

белых мышей и взрослых кроликов  после заражения вирулентными 

штаммами Vibrio сholeraе, а также действие его на степень выраженности 

холерогенного и энтеропатогенного эффектов, течение и исход 

заболевания холерой у экспериментальных животных. Разработаны 

алгоритмы использования иммуномодулятора для профилактики 
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поствакцинального транзиторного апоптотического иммунодефицита и 

снижения степени выраженности инфекционного процесса при 

экспериментальной холере. Показана эффективность применения 

иммуномодулятора для коррекции нарушений, возникающих при 

вакцинальном и инфекционном процессах при экспериментальной холере, 

что открывает новые перспективы для совершенствования специфической 

и неспецифической профилактики этого заболевания. Полученные 

результаты будут представлены производителю препарата с целью 

расширения спектра его применения. В ходе выполнения темы получен 

патент на способ оценки эффективности применения иммуномодулятора 

имунофана при экспериментальной холере. Получен приоритет на 

изобретение «Способ усиления антиадгезивной активности противохолерных 

иммуноглобулинов на модели экспериментальных животных». Разработаны 

и утверждены методические рекомендации по способу коррекции 

апоптотических изменений, вызванных антигенами холерного вибриона. 

Опубликовано 13 печатных работ, из них – 3 в журналах, рекомендованных 

ВАК.  

По направлению 48.04.04 «Разработка современных медико-

иммунобиологических препаратов и методов для диагностики, лечения и 

профилактики холеры и других заболеваний, вызываемых патогенными 

вибрионами» завершается 3 темы: 

- «Внедрение в практику полимерного иммуноглобулинового 

антилипазного диагностикума для дифференциации гемолитичных 

атоксигенных и негемолитичных токсигенных холерных вибрионов El Tor в 

реакции агломерации объёмной (РАО) (2010-2014). 

Цель исследования: внедрение в практику антилипазного 

полимерного диагностикума и изучение возможности его использования в 

схеме лабораторной диагностики холеры. Задачи исследования: отработка 

методики постановки РАО; определение специфичности метода РАО; 

оформление нормативной документации; изучение возможности 

государственной регистрации препарата и его производства. 

В ходе выполнения работы получены следующие результаты: 

изучены возможности адаптации лабораторной схемы технологии 

получения антилипазного полимерного диагностикума к условиям 

производства; отработаны условия постановки и учёта реакции, подобраны 

питательные среды для культивирования холерных вибрионов; определена 

специфичность метода РАО с использованием микроорганизмов разных 

таксономических групп; изучены возможности использования 

антилипазного препарата на разных этапах в схеме лабораторной 

диагностики холеры при определении гемолитических штаммов; изучены 

затраты, необходимые для производства полимерного антилипазного 

диагностикума; оформлена нормативная документация (Технические 

условия и инструкция по применению) набора реагентов «Диагностикум 
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антилипазный иммуноглобулиновый полимерный сухой для РАО»; 

проведены комиссионные и медицинские испытания препарата; в связи с 

невозможностью государственной регистрации диагностикума, 

предложены к распространению экспериментальные лабораторные серии 

препарата под заказ заинтересованных учреждений; получены акты 

внедрения препарата в практику; разработаны методические рекомендации 

«Серологическая дифференциация гемолитических и токсигенных 

негемолитических штаммов возбудителя холеры Эль Тор в реакции 

объёмной агломерации (РАО)». Опубликовано 7 печатных работ, из них – 2 

в журналах, рекомендованных ВАК. 

- «Создание видоспецифических моноклональных препаратов для 

идентификации холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп с помощью 

тестов слайд-агглютинации, прямой иммунофлуоресценции и 

иммунохроматографии» (2010-2014). 

Цель и задачи исследования: совершенствование лабораторной 

диагностики холеры путем конструирования диагностических препаратов на 

основе МКА для идентификации холерных вибрионов О1 и О139 в РИФ и РА. 

Проведение лабораторных испытаний препаратов и оформление нормативной 

документации для их государственной регистрации. 

Тонкий иммунохимический анализ О-антигена позволил отобрать 

диагностически – значимые видоспецифические МКА, выявляющие 

консервативные эпитопы с высокой плотностью, представленные на 

поверхности холерных вибрионов О1, О139, и сконструировать на их основе 

препараты нового поколения. 

В ходе выполнения НИР получены следующие результаты: расширен 

спектр имеющихся гибридом за счет получения новых продуцентов МКА; 

разработана биотехнологическая схема получения видоспецифических 

флуоресцирующих и агглютинирующих МКА; установлено, что источником 

МКА могут служить не только асцитические, но и культуральные жидкости 

гибридом-продуцентов; наработаны экспериментальные серии 

диагностических агглютинирующих и флуоресцирующих МКА в 

лиофилизированном виде и проведены лабораторные испытания на широком 

наборе штаммов, включая и гетерологичные, свидетельствующие о высокой 

специфичности препаратов. На гибридомы, стабильно продуцирующие МКА 

к видоспецифическим эпитопам возбудителя холеры О1 и О139, получены два 

патента на изобретение «Штамм культивируемых гибридных клеток 

животных Mus. musculus L-продуцент моноклональных антител, специфичных 

к О-антигену холерных вибрионов О1 серогруппы» и «Штамм 

культивируемых гибридных клеток животных Mus. musculus L-продуцент 

моноклональных антител, специфичных к ЛПС холерных вибрионов О139 

серогруппы». Разработан и утвержден комплект нормативной документации 

на наборы реагентов «Иммуноглобулины моноклональные диагностические 

флуоресцирующие сухие для серологической идентификации V. cholerae О1 и 



171 
 

О139 (in vitro) методом РИФ «Иг - V. cholerae О1/О139 – РИФ» и 

«Иммуноглобулины моноклональные диагностические cухие для 

серологической идентификации V. cholerae О1 и О139 (in vitro) методом РА 

«ИГ –V. cholerae О1/О139 — РА», которые в настоящее время находятся на 

регистрации в Росздравнадзоре. Получены акты внедрения на наборы «Иг - V. 

cholerae О1/О139 – РИФ» и «ИГ –V. cholerae О1/О139 — РА» из Иркутского 

НИИПЧИ Сибири и Дальнего Востока.  В ходе выполнения темы пдготовлена 

и защищена диссертация «Разработка новых препаратов на основе 

моноклональных антител для диагностики холерных вибрионов О1, О139 

серогрупп ускоренными методами»  на соискание ученой степени кандидата 

биологических наук по специальности 03.01.06 – биотехнология (в том числе 

бионанотехнология). Опубликовано 11 научных работ, из них 4 в журналах, 

рекомендуемых ВАК. 

- «Испытание новой элективно-дифференциальной питательной 

среды (СЭДХ-М) при исследовании объектов внешней среды и материала 

от людей на наличие холерных вибрионов» (2012-2014). 

Целью исследования являлась оценка эффективности питательной 

среды СЭДХ-М при исследовании воды поверхностных водоёмов, стоков и 

клинического материала на наличие холерного вибриона.  

Впервые получены результаты использования новой среды при 

плановом исследовании на холеру вод поверхностных водоёмов и сточных 

вод, оценена её эффективность при обследовании на эту инфекцию 

больных с ОКИ. 

Доказана высокая эффективность среды СЭДХ-М при проверке всех 

исследованных материалов в сравнении с референтной средой TCBS, 

независимо от сезона проведения испытаний. Среда обеспечивала 

высокую эффективность подавления роста естественной и патогенной 

кишечной микрофлоры больных ОКИ. Получен патент на новую 

питательную среду. Подготовлены документы для государственной 

регистрации препарата: проекты ТУ и инструкции по применению, 

экспериментально-производственный регламент, отчет о 

межлабораторных испытаниях. Полученные результаты позволяют ставить 

вопрос о внедрении в практику новой элективно-дифференциальной среды 

для выделения холерного вибриона, что позволит повысить эффективность 

лабораторной диагностики и мониторинга холеры. Опубликовано 4 

научных работы, из них 1 в журнале, рекомендованном ВАК. 

 

*** 
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ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ ФКУЗ РОСТОВСКИЙ-НА-ДОНУ 

ПРОТИВОЧУМНЫЙ ИНСТИТУТ РОСПОТРЕБНАДЗОРА КАК 

ВЕДУЩЕГО ПО ПРОБЛЕМЕ «ХОЛЕРА» И РЕФЕРЕНС-ЦЕНТРА 

ПО МОНИТОРИНГУ ХОЛЕРЫ 

 

 

С.В. Титова, В.Д. Кругликов, Э.А. Москвитина, И.Я. Черепахина,  

А.Б. Мазрухо, С.О. Водопьянов, И.А. Щипелева, Е.И. Марковская 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

 

Деятельность ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, как ведущего по проблеме «Холера», включает 

экспертизу и реализацию приоритетных направлений научно-

исследовательской работы по указанной проблеме. Основными 

направлениями НИР противочумных институтов Роспотребнадзора 

являются исследования, посвященные совершенствованию методов 

анализа и прогнозирования санитарно-эпидемиологической ситуации по 

холере в России; оперативному и ретроспективному изучению генетически 

измененных вариантов холерных вибрионов Эль Тор; совершенствованию 

комплексных планов противохолерных мероприятий; подготовке 

предложений по внесению изменений в нормативные и методические 

документы, регламентирующие проведение противохолерных 

профилактических и санитарно-эпидемиологических мероприятий; 

созданию баз данных и геоинформационных систем; полногеномному 

секвенированию и протеомному анализу штаммов холерных вибрионов с 

использованием современных молекулярно-биологических методов; 

разработке и испытанию новых диагностических препаратов и методов 

лабораторной диагностики холеры; разработке современных безопасных 

химических вакцин против холеры и созданию универсальной технологии 

их производства.  

Как ведущее учреждение по проблеме «Холера» ФКУЗ Ростовский-

на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, в связи с 

сохраняющейся тенденцией роста в динамике мировой заболеваемости, 

распространением генетически измененных вариантов холерных 

вибрионов Эль Тор с эпидемическим и пандемическим потенциалом, в 

целом неблагоприятным прогнозом по холере, считает основными 

направлениями при дальнейшем планировании научной тематики – 

исследования, направленные на предупреждение заноса и распространения 

холеры, в том числе обусловленной генетически измененными штаммами, 

на территорию РФ, а также повышение оперативности и эффективности 
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проведения противохолерных мероприятий. 

В настоящее время представлены для утверждения в Роспотребнадзор 

следующие документы: Санитарно-эпидемиологические правила 

«Профилактика холеры. Общие требования к эпидемиологическому 

надзору за холерой на территории Российской Федерации»; Методические 

указания «Профилактика холеры. Организационные мероприятия. Оценка 

противоэпидемической готовности медицинских учреждений к 

проведению мероприятий на случай возникновения очага холеры»; 

Методические указания «Лабораторная диагностика заболеваний, 

вызываемых парагемолитическими и другими патогенными для человека 

вибрионами»; Методические указания «Использование метода 

времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-активированной лазерной 

десорбцией/ионизацией (MALDI-TOFMS) для индикации и 

идентификации возбудителей I-IV групп патогенности». 

В 2013 году в Федеральную службу по надзору в сфере 

здравоохранения были представлены нормативные, эксплуатационные 

документы, акты технических и медицинских испытаний на следующие 

препараты: Набор реагентов «Иммуноглобулины моноклональные 

диагностические сухие для серологической идентификации V. cholerae O1 

и O139 (in vitro) методом РА «ИГ-V. cholerae O1/O139-РА»;  Набор 

реагентов «Иммуноглобулины моноклональные диагностические 

флуоресцирующие сухие для серологической идентификации V. cholerae 

O1 и O139 (in vitro) методом РИФ «Иг-V. cholerae O1/O139-РИФ». В 

настоящий момент проходит процедура государственной регистрации 

указанных препаратов. 

В отчётном году продолжалась разработка диагностикумов на основе 

полимерных носителей для серологической диагностики холеры, на 

данные препараты подготовлена нормативная и эксплуатационная 

документация для проведения технических испытаний и государственной 

регистрации. 

В 2013 году проводились испытания разработанной элективной 

дифференциальной среды для холерного вибриона СЭДХ-М в ходе 

мониторинга объектов окружающей среды. 

Отделом специализации врачей ФКУЗ Ростовский-на-Дону 

противочумный институт Роспотребнадзора в 2013 г. осуществлялась 

профессиональная переподготовка специалистов института и сторонних 

организаций по программам: «Бактериология. Основы безопасной работы 

с патогенными биологическими агентами (ПБА) I-II групп патогенности» и 

«Лабораторное дело. Особо опасные инфекции». На базе института 

проведено два цикла повышения квалификации по эпидемиологическому 

надзору и лабораторной диагностике холеры для специалистов Ростовской 

области, Республики Дагестан, Чеченской Республики, Республики 

Ингушетия, Республики Северная Осетия-Алания. 
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В ходе работы в качестве референс-центра по холере в 2013г. были 

идентифицированы 45 культур холерных вибрионов, выделенных из 

объектов окружающей среды  на территории Российской Федерации в 

течение 2013 г. Из них: 3 культуры выделены в Ростовском-на-Дону 

противочумном институте, 4 - в Северо-Кавказской ПЧС, 1 – в 

Причерноморской ПЧС, 27 -  в Элистинской ПЧС, 4 – в Читинской ПЧС, 2 

– в Хабаровской ПЧС и 4 – в Северо-Западной ПЧС. Все культуры 

атоксигенные, два штамма из Элисты ctx
–
tcp

+
. 

В ходе мониторинга холеры, проведенного ФКУЗ Ростовский-на-

Дону противочумный институт Роспотребнадзора с 06.05.12г. по 30.09.13г. 

было исследовано 507 проб из объектов окружающей среды г. Ростова-на-

Дону и Ростовской области. Всего было выделено 327 культур холерных 

вибрионов (3 культуры холерных вибрионов О1 серогруппы и 324 

культуры холерных вибрионов не О1/не О139). 

При исследовании 286 проб морской воды Таганрогского залива 

Азовского моря, доставленных филиалом ФБУЗ «ЦГиЭ в РО» в г. 

Таганроге, культур холерного вибриона О1 серогруппы выделено не было,  

изолировано 242 культуры холерных вибрионов не О1/не О139 серогрупп.  

При исследовании 169 проб воды из 8-ми стационарных точек, 

закрепленных за ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, охватывающих основные пресноводные водоёмы г. 

Ростова-на-Дону, используемые для питьевых, хозяйственных и 

рекреационных целей, а также пробы хозяйственно-бытовых стоков, 

выделено 3 атоксигенные культуры холерных вибрионов О1 серогруппы и 

66 культур холерных вибрионов не О1/не О139 серогрупп. При 

исследование 52 проб балластных вод судов изолировано 16 культур Vibrio 

choleraе non O1/non O139. 

В 2013 году все культуры (45 штаммов) V. cholerae O1, поступившие 

на идентификацию во ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт Роспотребнадзора, были подвергнуты мультилокусному VNTR-

типированию по пяти локусам VcA, VcB, VcC, VcD и VcG. Все результаты 

типирования были добавлены в геоинформационную систему «Холера. 

Штаммы - VNTR» (Свидетельство об официальной регистрации № 

2007620389). Важным аспектом явилось пополнение геоинформационной 

системы VNTR-типирования in silico с использованием локальной базы 

данных неполных геномов Vibrio cholerae, выделенных в ходе вспышки 

холеры на острове Гаити в 2010 году. Это дает возможность сравнивать 

вновь выделенные штаммы не только со штаммами, выделенными ранее на 

территории Российской Федерации, но и проводить сравнение со 

штаммами гаитянского происхождения.  

По данным кластерного анализа с использованием разработанного 

сотрудниками института алгоритма в составе ГИС «Холера. Штаммы - 

VNTR» установлено, что все штаммы сгруппировались в 27 генотипов. 
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Обращает внимание, что четыре tcp – позитивных штамма составили 

отдельный кластер, существенно отличаясь от остальных штаммов. 

Причем два из них (Vibrio cholerae O1 №№ 43, 117), выделенные в 

Республике Калмыкия, группировались отдельно от штаммов (Vibrio 

cholerae O1 №№ 286, 287), выделенных в Хабаровском крае.  

Не менее важным представляется тот факт, что почти половина 

штаммов из Республики Калмыкия составили отдельный кластер, 

существенно отличаясь от других штаммов, выделенных в 2013 году. 

Для учреждений практического здравоохранения Ростовской области 

проведен контроль питательных сред и реактивов для лабораторной 

диагностики холеры. Проконтролировано 53 серии жидких, плотных 

питательных сред и ингибиторов роста, из  которых три  серии щелочного 

агара, две серии основного раствора пептона и одна серия препарата 

«Прогресс»  признаны негодными для использования. 

В 2013 году сотрудники института совместно с эпидемиологами и 

специалистами по коммунальной гигиене Управления Роспотребнадзора 

по Ростовской области приняли участие в проведении трёх 

эпидемиологических расследований в связи с выделением атоксигенных 

штаммов V. cholerae из реки Темерник. В ходе проведения 

эпидемиологических расследований выявлены риски контаминации 

водоёма патогенными микроорганизмами, в том числе – холерным 

вибрионом. Даны рекомендации по устранению и минимизации указанных 

рисков, на основании которых приняты соответствующие управленческие 

решения. 

Реализуются на практике соглашения о взаимодействии и 

координации деятельности с Управлениями Роспотребнадзора и 

«Центрами гигиены и эпидемиологии» в субъектах Российской 

Федерации, относящихся к территориям I – II типа по эпидемическим 

проявлениям холеры в: Чеченской Республике, Краснодарском крае, 

Республике Дагестан, Ростовской области, Приморском крае, Республике 

Калмыкия, Волгоградской области, Республике Ингушетия, 

Ставропольском крае, Астраханской области. 

В рамках заключенных соглашений осуществляется оказание 

консультативно-методической и практической помощи при проведении 

эпидемиологического надзора за холерой, в том числе: по организации 

мониторинга объектов окружающей среды на наличие холерного 

вибриона; подтверждению выделенных штаммов и их генотипированию; 

оценке готовности лабораторной и госпитальной базы и разработке 

рекомендаций по ее повышению; информационному обеспечению о 

распространении холеры в мире, прогнозе развития ситуации по данной 

инфекционной болезни; выявлению и устранению рисков контаминации 

водных объектов холерными вибрионами; по контролю питательных сред 

и диагностических препаратов; всесторонней подготовке кадров по 
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эпидемиологическому надзору и лабораторной диагностике холеры; 

выполнению совместных научных исследований по проблеме «Холера и 

патогенные для человека вибрионы»; по организации работы с 

выезжающими за рубеж (в том числе в неблагополучные по холере 

страны), а так же с прибывающими на территорию Российской Федерации.  

Аналогичные соглашения реализуются с противочумными 

станциями: ФКУЗ «Причерноморская противочумная станция», ФКУЗ 

«Элистинская противочумная станция», ФКУЗ «Дагестанская 

противочумная станция», ФКУЗ «Астраханская противочумная станция», 

ФКУЗ «Приморская противочумная станция», ФКУЗ «Северо-Западная 

противочумная станция». 

В 2013 году специалистами института была проведена комплексная 

оценка готовности к осуществлению противохолерных мероприятий в 

случае возникновения эпидемических осложнений по холере следующих 

медицинских учреждений: Филиал ФБУЗ «Центр гигиены и 

эпидемиологии в Ростовской области в г. Таганроге, Неклиновском, 

Матвеево-Курганском и Куйбышевском районах» (лаборатория); Филиал 

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ростовской области в 

Аксайском районе» (лаборатория); МБУЗ Городская больница № 1 г. 

Таганрога (лаборатория); МБУЗ ГБСМП г. Шахты (госпитальная и 

лабораторная базы); МБУЗ «Специализированная инфекционная 

больница» г. Новочеркасск (госпитальная и лабораторная базы); МБУЗ 

ЦРБ Целинского района (госпитальная база); МБУЗ ЦРБ 

Константиновского района (госпитальная и лабораторная базы); МБУЗ 

ЦРБ Белокалитвинского района (госпитальная и лабораторная базы); 

МБУЗ ЦГБ г. Каменск-Шахтинский (госпитальная и лабораторная базы). 

По результатам оценки противоэпидемической готовности главным 

врачам перечисленных учреждений были даны рекомендации по 

совершенствованию системы биологической безопасности в 

развёртываемых госпиталях и лабораториях; организации круглосуточной 

работы основного и резервного персонала госпиталей и лабораторий в 

случае возникновения эпидемических осложнений по холере; 

доукомплектованию госпитальной и лабораторной баз средствами 

индивидуальной защиты и другим имуществом; расчёту мощности 

развёртываемых госпитальных и лабораторных баз; корректировке 

«Паспортов госпитальной и лабораторной баз»; обучению и повышению 

квалификации врачей-бактериологов и эпидемиологов по 

эпидемиологическому надзору и лабораторной диагностике холеры; по 

организации и проведению своевременного контроля диагностических 

питательных сред для холерного вибриона и ингибиторов роста 

посторонней микрофлоры. 

 

*** 
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ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ НАУЧНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ 

УЧРЕЖДЕНИЙ КООРДИНАЦИОННОГО НАУЧНОГО СОВЕТА, 

ПОЛУЧЕННЫЕ В РАМКАХ РАБОТЫ ПРОБЛЕМНОЙ КОМИССИИ  

«ХОЛЕРА И ПАТОГЕННЫЕ ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА ВИБРИОНЫ» В 2013-

2014 ГОДАХ 

 

 

Е.И. Марковская, И.А. Щипелева, С.В. Титова, В.Д. Кругликов,  

В.В. Кучин, Е.В. Гончаренко 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Ростов-на-Дону 

 

 

В 2013 – 2014 годах в рамках проблемы «Холера и патогенные для 

человека вибрионы» выполнялось 29 тем, из которых 6 завершено в 2013 

году, 7 завершаются в 2014 году. 

Основными задачами практической реализации научной тематики 

являлись: 

- Создание и совершенствование нормативных документов, 

регламентирующих проблемы эпидемиологического надзора и 

лабораторной диагностики холеры на основании результатов научных 

исследований, новых методов и разработанных диагностических 

препаратов; 

- Внедрение информационных технологий путем создания, 

формирования и пополнения ГИС и проблемно-ориентированных баз 

данных для использования в практике эпидемиологического надзора; 

- Результативное использование современных молекулярно-

биологических методов исследований: полногеномное секвенирование и 

протеомный анализ штаммов холерных вибрионов; 

- Разработка диагностических препаратов, питательных сред и 

методических подходов в целях совершенствования лабораторной 

диагностики холеры. 

В переработке ряда документов, действующих на территории 

Российской Федерации, и разработке новых документов Федерального 

уровня внедрения принимали участие: Федеральная служба по надзору в 

сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, ФКУЗ 

противочумный центр Роспотребнадзора, все научно-исследовательские 

противочумные институты Роспотребнадзора, ФБУН ЦНИИ 

эпидемиологии, ФБУН ЦНИИ дезинфектологии ООИ. 

-  Санитарно-эпидемиологические правила «Профилактика холеры. 

Общие требования к эпидемиологическому надзору за холерой на 

территории Российской Федерации»; 
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 -  Методические указания «Профилактика холеры. Организационные 

мероприятия. Оценка противоэпидемической готовности медицинских 

учреждений к проведению мероприятий на случай возникновения очага 

холеры»; 

 -  Методические указания «Лабораторная диагностика заболеваний, 

вызываемых парагемолитическими и другими патогенными для человека 

вибрионами»; 

 -  Методические указания «Порядок организации и проведения 

лабораторных исследований в мобильном комплексе СПЭБ»; 

 -  Методические указания «Использование метода времяпролётной 

масс-спектрометрии с матрично-активированной лазерной 

десорбцией/ионизацией (MALDI-TOFMS) для индикации и 

идентификации возбудителей I-IV групп патогенности». 

Вышеперечисленные документы находятся на рассмотрении в 

Роспотребнадзоре. 

В ходе активного выполнения тематики и планов внедрения 

получены следующие результаты. 

 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора: 

- приняты к регистрации в  Росздравнадзоре документы на 2 набора 

реагентов: 

«Иммуноглобулины моноклональные диагностические 

флуоресцирующие сухие для серологической идентификации V. cholerae 

О1 и О139 (in vitro) методом РИФ»; 

«Иммуноглобулины моноклональные диагностические cухие для 

серологической идентификации V. cholerae О1 и О139 (in vitro) методом 

РА»; 

 - депонированы в ГКПБ «Микроб» и ФБУН «ГНЦ ПМБ» 13 штаммов  

V. cholerae; 

 - направлен в ФБУН «ГНЦ ПМБ» унифицированный электронный каталог 

коллекции геномных портретов 10 штаммов Vibrio choleraeO1; 

 - в ФБУН «ГНЦ ПМБ» также направлены материалы по разработке  

иммуноферментных тест-систем на основе видоспецифических 

моноклональных пероксидазных конъюгатов для идентификации 

холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп и детекции специфических 

противохолерных антител (в рамках Госконтракта); 

 - в 2013-2014 г. сотрудниками института получены патенты: 

«Способ дифференциации штаммов Vibrio cholerae O139 серогруппы 

по алкил-сульфатной активности»; 

«Способ оценки эффективности применения иммуномодулятора 

имунофана при экспериментальной холере»; 

«Элективно-дифференциальная среда для выделения холерных 
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вибрионов»; 

«Способ оценки биологической активности лактобацилл и 

бифидобактерий относительно холерных вибрионов in vitro»; 

 - также получено 3 свидетельства на регистрацию баз данных: 

«Белковые профили масс-спектров представителей вида Vibrio 

cholerae для программы MALDI Biotyper»; 

«Холерный вибрион ctxB-SNP»; 

«Парагемолитические вибрионы России и сопредельных 

государств:ПЦР генотипы»; 

- изданы аннотированные библиографические указатели «Холера и 

патогенные для человека вибрионы» за 2012 и 2013 гг. 

На заседаниях ученого совета института обсуждены и 

утверждены директором института:  

 - Документация на 2 набора реагентов «Диагностикум холерный 

антигенный О1 полимерный сухой для РАО» и «Диагностикум холерный 

антигенный О139 полимерный сухой для РАО». 

 - 8 методических рекомендаций: 

«Количественное определение N-ацетил-b-D-глюкозаминидазной 

активности у холерных вибрионов»; 

«Алгоритм обеспечения питательными средами специализированных 

противоэпидемических бригад при работе в очаге холеры»; 

«Отбор и микробиологическое исследование балластных вод 

морских (речных) судов, выполняющих рейсы в морские порты 

неблагополучных по холере стран»; 

«Методические рекомендации по расчету мощности и потребности в 

кадрах лабораторий при формировании лабораторной базы в очаге 

холеры»; 

«Расчет стандартных значений экономического ущерба, наносимого 

одним случаем холеры (больной холерой, вибриононоситель), с учетом 

комплекса противохолерных мероприятий»; 

«Способ коррекции апоптотических изменений, вызванных 

антигенами возбудителя холеры в процессе иммунизации»; 

«Выявление гена холерного токсина методом ПЦР в работе 

индикационной лаборатории мобильного комплекса СПЭБ на базе 

автошасси»; 

«Методические рекомендации по коррекции апоптотических 

изменений, вызванных антигенами возбудителя холеры». 

В Коллекции бактериофагов патогенных бактерий ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора 

задепонирован штамма фага Phagum parahaemolyticus (19166).  
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ФКУЗ Российский научно-исследовательский противочумный 

институт «Микроб» Роспотребнадзора: 

 - утверждены методические рекомендации: 

«Оптимизация оценки сероконверсии у вакцинированных против 

холеры людей и экспериментальных биомоделей»; 

«Способ масштабированного получения холерного токсина и 

рекомбинантной β-субъединицы холерного токсина»; 

«Фракционирование холерогена – анатоксина холерного вибриона 

методом тангенциальной фильтрации»; 

 - поданы заявки на изобретения: 

«Способ получения холерогена-анатоксина»; 

«Биологический микрочип для выявления и многопараметрического 

анализа противохолерных антител»; 

«Способ дифференциации токсигенных генетически измененных 

штаммов Vibrio cholerae биовара Эль Тор с разным эпидемическим 

потенциалом методом мультиплексной полимеразной цепной реакции и 

тест-система для его осуществления»; 

 - депонированы в ГКПБ «Микроб» четыре штамма геновариантов Vibrio 

cholerae биовара Эль Тор, предназначенные для внутривидовой 

дифференциации; 

 - депонированы в GenBank: 

«Полногеномные последовательности трех штаммов Vibrio cholerae 

О1 серогруппы»; 

«Нуклеотидные последовательности острова пандемичности VSP-

II5». 

 

 

ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Сибири и Дальнего Востока» Роспотребнадзора: 

 - разработаны нормативно-методические документы в рамках ФЦП 

«Национальная система химической и биологической безопасности 

Российской Федерации (2009-2014 годы)»: 

Практическое руководство «Лабораторная диагностика особо 

опасных инфекционных болезней»/ под ред. академика РАМН Г.Г. 

Онищенко, академика РАМН В.В. Кутырева. - М.: ЗАО «Шико», 2013. - 

560 с.- ISBN 978-5-900758-68-8 

Руководство к практическим занятиям по лабораторной диагностике 

холеры. - М.: Горячая линия – Телеком, 2012. – 90 с.: ил.- ISBN 978-5-9912-

0276-3 

Проект МУ «Использование методов полиморфизма длин 

рестрикционных фрагментов (рибопринтинг, электрофорез в 

пульсирующем поле) для идентификации возбудителей I-IIгрупп 

патогенности» (раздел «PFGE-типирование Y. pestis и V. cholerae») 
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 - утверждены методические рекомендации : 

«Приготовление, содержащих биопленку возбудителя холеры, 

препаратов для сканирующей электронной микроскопии»; 

«Получение высокоиммуногенного препарата наружных мембран 

холерного вибриона Эль Тор»; 

 - получен патент на изобретение «Способ определения липолитической 

активности в субклеточных фракциях бактерий» 

 - В «ГКПМ-Оболенск» депонированы: 

 штамм V. cholerae El Tor В-7595 – спонтанный мутант, утративший 

комплекс генетических блоков, ассоциированных с патогенностью; 

штамм V. cholerae El Tor В-7521 – выделен из поверхностного 

водоема, содержит ген токсинрегулируемых пилей при отсутствии генов 

холерного токсина; 

- Депонирование в GenBank нуклеотидных последовательностей генома 

штамма V. cholerae El Tor И-1263 – получены в результате секвенирования, 

предназначены для проведения сравнительного филогенетического 

анализа. 

 

 

ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский 

противочумный институт» Роспотребнадзора: 

 - оформлена нормативная документация на «Набор реагентов для ПЦР с 

целью выявления типичных и гибридных вариантов холерного вибриона 

Эль Тор с определением их токсигенности и генотипирования V. cholerae 

O1»; 

 - создана иммуноферментная моноклональная тест-система для 

идентификации токсигенных штаммов холерного вибриона (выявление 

холерного токсина). 

 

Перспективность дальнейших научно-исследовательских  разработок 

и внедрение их в практику определяется изменением тактики 

планирования в сторону решения конкретных задач, которые перед нами 

ставит здравоохранение, а именно:недопущение заноса и распространения 

холеры; оперативность и эффективность проведения противохолерных 

мероприятий;обеспечение лабораторной диагностики холеры новейшими 

современными методиками. Планирование должно быть комплексным и 

четко координированным. 

 

 

*** 
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РЕФЕРАТЫ ЗАКЛЮЧИТЕЛЬНЫХ ОТЧЕТОВ ПО ЗАВЕРШЕННЫМ 

В 2014 Г. НИР 

 

 

ВНЕДРЕНИЕ В ПРАКТИКУ ПОЛИМЕРНОГО 

ИММУНОГЛОБУЛИНОВОГО АНТИЛИПАЗНОГО 

ДИАГНОСТИКУМА ДЛЯ ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ ГЕМОЛИТИЧНЫХ 

АТОКСИГЕННЫХ И НЕГЕМОЛИТИЧНЫХ ТОКСИГЕННЫХ 

ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ EL TOR В РЕАКЦИИ АГЛОМЕРАЦИИ 

ОБЪЁМНОЙ (РАО) 

 

 

В.Д. Кругликов, А.Н. Терентьев, В.В. Агафонова, А.Н. Наркевич,  

А.П. Кочеткова 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Ростов-на-Дону 

 

 

Цель и задачи исследования:  внедрение в практику антилипазного 

полимерного диагностикума и изучение возможности его использования в 

схеме лабораторной диагностики холеры. Задачи: 1) отработка методики 

постановки РАО; 2) определение специфичности метода РАО; 3) 

оформление нормативной документации; 4) изучение возможности 

государственной регистрации препарата и его производства. 

Новизна исследований: 1) изучена возможность применения 

антилипазного препарата в схеме лабораторной диагностики холеры; 2) 

изучена возможность государственной регистрации препарата; 3) 

отработана поэтапно контролируемая схема получения экспериментальных 

лабораторных серий препаратов для определения эпидзначимости 

штаммов холерных вибрионов. 

Полученные результаты: 1) изучены возможности адаптации 

лабораторной схемы технологии получения антилипазного полимерного 

диагностикума к условиям производства; 2) отработаны условия 

постановки и учёта реакции, подобраны питательные среды для 

культивирования холерных вибрионов; 3) определена специфичность 

метода РАО с использованием микроорганизмов разных таксономических 

групп; 4) изучены возможности использования антилипазного препарата 

на разных этапах в схеме лабораторной диагностики холеры при 

определении гемолитических штаммов; 5) изучены затраты, необходимые 

для производства полимерного антилипазного диагностикума; 6) 

оформлена нормативная документация (Технические условия и 

инструкция по применению) набора реагентов «Диагностикум 

антилипазный иммуноглобулиновый полимерный сухой для РАО»; 7) 
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проведены комиссионные и медицинские испытания препарата; 8) в связи 

с невозможностью государственной регистрации диагностикума 

предложены к распространению экспериментальные лабораторные серии 

препарата под заказ заинтересованных учреждений. 

Практическая значимость:определена возможность применения 

препарата в схеме лабораторной диагностики холеры в соответствии с 

МУК 4.2.2218-07 и МУК 4.2.2315-08 и возможность внедрения в практику 

в качестве экспериментальных лабораторных серий препарата. 

Форма внедрения:  нормативная документация на препарат на 

набор реагентов «Диагностикум антилипазный иммуноглобулиновый 

полимерный сухой для РАО»: технические условия и инструкция по 

применению (утверждены на Учёном совете РостНИПЧИ). Методические 

рекомендации «Серологическая дифференциация гемолитических и 

токсигенных негемолитических штаммов возбудителя холеры Эль Тор в 

реакции объёмной агломерации (РАО)». Получены акты внедрения 

препарата в практику. 

 

*** 

 

 

СОЗДАНИЕ ВИДОСПЕЦИФИЧЕСКИХ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 

ПРЕПАРАТОВ ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ ХОЛЕРНЫХ 

ВИБРИОНОВ О1 И О139 СЕРОГРУПП С ПОМОЩЬЮ ТЕСТОВ 

СЛАЙД-АГГЛЮТИНАЦИИ, ПРЯМОЙ 

ИММУНОФЛУОРЕСЦЕНЦИИ И ИММУНОХРОМАТОГРАФИИ 

 

 

Л.П. Алексеева, В.Д. Кругликов, О.Ф. Кретенчук 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г Ростов-на-Дону 

 

 

Цель и задачи исследования: – совершенствование лабораторной 

диагностики холеры путем конструирования диагностических препаратов 

на основе МКА для идентификации холерных вибрионов О1 и О139 в РИФ 

и РА. Проведение лабораторных испытаний препаратов и оформление 

нормативной документации для их государственной регистрации. 

Новизна исследований: Тонкий иммунохимический анализ О-

антигена позволил отобрать диагностически значимые видоспецифические 

МКА, выявляющие консервативные эпитопы с высокой плотностью, 

представленные на поверхности холерных вибрионов О1, О139, и 

сконструировать на их основе препараты нового поколения. 

Полученные результаты: Расширен спектр имеющихся гибридом 
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за счет получения новых продуцентов МКА. Разработана 

биотехнологическая схема получения видоспецифических 

флуоресцирующих и агглютинирующих МКА. Установлено, что 

источником МКА могут служить не только асцитические, но и 

культуральные жидкости гибридом-продуцентов. Наработаны 

экспериментальные серии диагностических агглютинирующих и 

флуоресцирующих МКА в лиофилизированном виде и проведены 

лабораторные испытания на широком наборе штаммов, включая и 

гетерологичные, свидетельствующие о высокой специфичности 

препаратов. 

Практическая значимость: Разработан и утвержден комплект 

нормативной документации на наборы реагентов «Иммуноглобулины 

моноклональные диагностические флуоресцирующие сухие для 

серологической идентификации V. cholerae О1 и О139 (in vitro) методом 

РИФ «Иг - V. cholerae О1/О139 – РИФ» и «Иммуноглобулины 

моноклональные диагностические cухие для серологической 

идентификации V. cholerae О1 и О139 (in vitro) методом РА «ИГ –V. 

cholerae О1/О139 — РА», которые в настоящее время находятся на 

регистрации в Росздравнадзоре 

Форма внедрения: 
Два патента на изобретения №2425874 от 13.04.2010 и №2425875 от 

07.06.2010. 

Нормативный документ и инструкция по применению на 

медицинское изделие набор реагентов «Иг - V. cholerae О1/О139 – РИФ» 

для диагностики in vitro. 

Нормативный документ и инструкция по применению на 

медицинское изделие набор реагентов «ИГ –V. cholerae О1/О139 — РА» 

для диагностики in vitro. 

Акты внедрения на наборы «Иг - V. cholerae О1/О139 – РИФ» и «ИГ 

–V. cholerae О1/О139 — РА» из Иркутского ПЧИ Сибири и Дальнего 

Востока. 

Представлена к защите диссертация «Разработка новых препаратов 

на основе моноклональных антител для диагностики холерных вибрионов 

О1, О139 серогрупп ускоренными методами» Кретенчук О.Ф. на соискание 

ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.01.06 

– биотехнология (в том числе бионанотехнологии). 

Возможная область применения: Лабораторная диагностика 

холеры. 

 

*** 
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ХИТИНАЗНЫЙ КОМПЛЕКС ВОЗБУДИТЕЛЯ ХОЛЕРЫ:  

N-АЦЕТИЛ-β-D-ГЛЮКОЗАМИНИДАЗА 

 

 

Б.Н. Мишанькин, С.О. Водопьянов, Л.В. Романова, О.В. Дуванова,  

А.С. Водопьянов, Е.С. Шипко, А.К. Зубкова, М.В. Шишияну 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный  институт 

Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону 

 

 

Цель и задачи исследования: Изучение N-ацетил-β-D-

глюкозаминидазы (хитобиазы) (КФ 3.2.1.30) у вибрионов, оптимизация 

условий синтеза и определения активности фермента, его выделение, 

очистка и характеристика некоторых физико-химических свойств. 

Новизна исследований: Впервые изучена N-ацетил-β-D-

глюкозаминидаза у холерных вибрионов О1/неО1серогрупп. 

Полученные результаты: Активность фермента определена у 

группы вибрионов О1 и не О1 серогрупп. Разработан метод 

количественного определения активности фермента, подобраны 

оптимальные условия его синтеза. Осуществлена очистка фермента, 

изучены физико-химические свойства. Получена кроличья антисыворотка 

к ферменту. Проведен сравнительный компьютерный анализ 

аминокислотной последовательности β-D- глюкозаминидаз холерного 

вибриона и др. бактерий. 

Практическая значимость: Разработана методика количественного 

определения N-ацетил-β-D- глюкозаминидазы. 

Форма внедрения: Методические рекомендации на способ 

количественного определения активности N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы 

у вибрионов. Подана заявка на изобретение. 

Возможная область применения: данные могут найти применение 

в прикладных и фундаментальных работах по изучению тонких 

механизмов  колонизации кишечника чувствительного хозяина, 

сохранения и формирования новых форм вибрионов в окружающей среде. 

 

*** 
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ХОЛЕРНЫЕ ВИБРИОНЫ НЕ О1/НЕ О139 СЕРОГРУПП, 

ВЫЗЫВАЮЩИЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ ЛЮДЕЙ НА ТЕРРИТОРИИ 

РОСТОВСКОЙ ОБЛАСТИ 

 

 

В.Д. Кругликов, Г.В. Айдинов, Е.В. Монахова, И.В. Архангельская, 

 Н.Б. Непомнящая,  Д.А. Зубкова, М.И. Ежова,  А.С. Водопьянов,  

С.О. Водопьянов, Л.М. Смоликова, Л.К. Лысова, Н.Н. Ускова, 

Л.М. Веркина, Н.А. Селянская 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора,  

г. Ростов-на-Дону 

 

Цель и задачи исследования: комплексное сравнительное изучение 

биологических свойств штаммов V.cholerae non O1/non O139, 

циркулирующих в Ростовской области.  

Новизна исследований: впервые холерные вибрионы не О1/не О139 

охарактеризованы по расширенному набору генов факторов патогенности 

и с VNTR-типированием. 

Полученные результаты: показана чрезвычайная пластичность 

генома вибрионов не О1/не О139 серогрупп, которая обусловлена высокой 

скоростью изменчивости в популяции региона. 

Практическая значимость: консультативно-методическая помощь 

клинико-диагностическим лабораториям Ростовской области и филиалам  

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ростовской области». 

Форма внедрения: МУК 4.2.2870-11,  пополнение ГИС «Холера. 

Штаммы - VNTR», база данных «Холерные вибрионы не О1/не О139». 

Возможная область применения: Совершенствование 

лабораторной диагностики заболеваний, вызванных холерными 

вибрионами неО1/неО139 серогрупп.   

 

*** 

 

ИСПЫТАНИЕ НОВОЙ ЭЛЕКТИВНО-

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ (СЭДХ-М) ПРИ 

ОБСЛЕДОВАНИИ ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ И МАТЕРИАЛА 

ОТ ЛЮДЕЙ НА НАЛИЧИЕ ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ 

 

В.Д. Кругликов, Г.Д. Харабаджахян, А.И. Шелохович, А.Н. 

Терентьев, А.Б. Мазрухо, И.К. Савельева, М.И. Ежова, О.Г. Булахова, И.Л. 

Егоренкова, Е.П. Ульрих 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Ростов-на-Дону 



187 
 

Цель и задачи исследования: Цель – оценка эффективности 

питательной среды СЭДХ-М при исследовании воды поверхностных 

водоёмов, стоков и клинического материала на наличие холерного 

вибриона. Задачи – подготовка среды для апробации, определение 

эффективности СЭДХ-М на пробах из водоёмов, сточных вод в ходе 

планового мониторинга, при исследовании материала от людей с ОКИ 

Новизна исследований: Впервые получены результаты 

использования новой среды при плановом мониторинге на холеру вод 

поверхностных водоёмов и сточных вод, оценена её эффективность при 

обследовании на эту инфекцию  больных с ОКИ 

Полученные результаты: Доказана высокая эффективность среды 

СЭДХ-М при проверке всех исследованных материалов в сравнении с 

референтной средой TCBS, независимо от сезона проведения испытаний. 

Среда обеспечивала высокую эффективность подавления роста 

естественной и патогенной кишечной микрофлоры больных ОКИ 

Практическая значимость: Полученные результаты позволяют 

ставить вопрос о внедрении в практику новой элективно-

дифференциальной среды для выделения холерного вибриона, что 

позволит повысить эффективность лабораторной диагностики и 

мониторинга холеры. 

Форма внедрения: патент на изобретение, регистрация препарата 

Возможная область применения:в лабораторной диагностике 

холеры и мероприятиях по мониторингу инфекции  

 

*** 

 

 

ВЛИЯНИЕ ИМУНОФАНА НА ФОРМИРОВАНИЕ 

ВАКЦИНАЛЬНОГО И ИНФЕКЦИОННОГО ПРОЦЕССОВ ПРИ 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ХОЛЕРЕ 

 

 

И.А. Иванова, Н.Д. Омельченко 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Ростов-на-Дону 

 

 

Цель и задачи исследования: Оценка действия имунофана на 

формирование вакцинального и инфекционного процессов при 

экспериментальной холере: подбор адекватных моделей и разработка 

алгоритмаприменения иммуномодулятора; изучение влияния имунофана 

на функциональную активность иммунокомпетентных клеток, синтез 

цитокинов, апоптогенный эффект холерного вибриона в динамике 
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формирования противохолерного иммунитета, а также на течение 

инфекции у экспериментальных животных. 

Новизна исследований: Впервые изучено действие имунофана на 

формирование поствакцинального иммунитета и выявлено его влияние на 

течение и исход инфекционного процесса у животных. 

Полученные результаты: Оценено влияние имунофана на 

функциональную активность иммунокомпетентных клеток и их уровень в 

состоянии апоптоза у зараженных холерой экспериментальных животных 

и в динамике формирования противохолерного иммунитета. Изучено 

влияние иммуномодулятора на выживаемость и сроки гибели белых 

мышей и взрослых кроликов  после заражения вирулентными штаммами 

Vibrio сholeraе, а также действие его на степень выраженности 

холерогенного и энтеропатогенного эффектов, течение и исход 

заболевания холерой у экспериментальных животных. 

Практическая значимость: Разработаны алгоритмы использования 

иммуномодулятора для профилактики поствакцинального транзиторного 

апоптотического иммунодефицита и снижения степени выраженности 

инфекционного процесса при экспериментальной холере. 

Форма внедрения: Получен патент №2481791 по способу оценки 

эффективности применения иммуномодулятора имунофана при 

экспериментальной холере. Получен приоритет на изобретение «Способ 

усиления антиадгезивной активности противохолерных 

иммуноглобулинов на модели экспериментальных животных». 

Утверждены методические рекомендации по способу коррекции 

апоптотических изменений, вызванных антигенами холерного вибриона. 

Возможная область применения Показана эффективность 

применения иммуномодулятора для коррекции нарушений, возникающих 

при вакцинальном и инфекционном процессах при экспериментальной 

холере, что открывает новые перспективы для совершенствования 

специфической и неспецифической профилактики этого заболевания.  

Полученные результаты будут представлены производителю препарата с 

целью расширения спектра его применения. 

 

*** 
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АННОТАЦИИ ДИССЕРТАЦИЙ, ЗАЩИЩЕННЫХ В 2013 -2014 ГГ. 

ПО ПРОБЛЕМЕ «ХОЛЕРА» 

 

 

АННОТАЦИЯ ДИССЕРТАЦИИ, ЗАЩИЩЕННОЙ В 2013 ГОДУ 

НА ЗАСЕДАНИИ ДИССЕРТАЦИОННОГО СОВЕТА Д 208.008.06 

ПРИ УЧРЕЖДЕНИИ ГБОУ ВПО ВОЛГОГРАДСКИЙ ГМУ МЗ РФ 

НА ТЕМУ «ХАРАКТЕРИСТИКА БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 

БАКТЕРИОФАГОВ ХОЛЕРНЫХ И ПАРАГЕМОЛИТИЧЕСКИХ 

ВИБРИОНОВ», ПРЕДСТАВЛЕННОЙ НА СОИСКАНИЕ УЧЁНОЙ 

СТЕПЕНИ КАНДИДАТА МЕДИЦИНСКИХ НАУК ПО 

СПЕЦИАЛЬНОСТИ 03.02.03 – МИКРОБИОЛОГИЯ 

ГАЕВСКОЙ НАТАЛЬИ ЕВГЕНЬЕВНЫ 

 

Диссертация посвящена выявлению умеренных фагов у различных 

видов патогенных вибрионов V. cholerae О1, О139 серогрупп,  

V. parahaemolyticus, V. mimicus, V. alginolyticus и проведению сравнения 

биологических свойств, что позволило использовать их для проведения 

научных исследований и в диагностике возбудителей ОКИ. 

Разработана внутривидовая дифференциация штаммов холерных 

вибрионов О139 серогруппы путём прямого и непрямого 

фаготипирования. 

Предложенный набор фагочувствительных штаммов V. сholerae О1 

(ctx
+
tcp

+
, ctx

-
tcp

+
), V. cholerae O139 серогруппы (ctx

+
tcp

+
) для выделения 

холерных фагов при мониторинге окружающей среды на вибриофлору 

позволяет обнаруживать бактериофаги. Морфо- и серогруппы 

изолированных холерных фагов коррелируют с обнаруженными в 

лизогенных штаммах холерных вибрионов Эль Тор, циркулирующих в 

реках в эпидемический сезон. 

Впервые обнаружены бактериофаги V. mimicus,по биологическим 

свойствам сходные с холерными фагами. Разработан способ 

дифференциации фагов V. mimicus от холерных с помощью индикаторного 

штамма V. cholerae 13022-69 О37 серогруппы, что используется для их 

отличия от холерных фагов при исследовании проб воды на вибриофаги 

Усовершенствована схема фаготипирования парагемолитических 

вибрионов, что позволило определить среди них 10 фаготипов вместо 4-х 

известных ранее и повысить эффективность типирования штаммов с  

48,4 % до 92,5 %. Разработан способ дифференциации бактериофагов 

парагемолитических вибрионов III, IV, V морфогрупп от бактериофагов I 

морфогруппы. 

В результате работы разработана общая схема идентификации, 

позволяющая выявить существенные различия между фагами некоторых 

видов патогенных вибрионов. Дополнена коллекция охарактеризованных 
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фагов и индикаторных штаммов патогенных вибрионов. 

По результатам исследований получены два патента РФ на 

изобретения (№ 2268942, №2290445), создана база данных «Коллекция 

бактериофагов и тест-штаммов патогенных для человека вибрионов» 

(№2010620549), составлены «Методические рекомендации по 

идентификации и дифференциации бактериофагов патогенных вибрионов» 

и «Каталог бактериофагов и тест-штаммов, патогенных для человека 

вибрионов и иерсиний» (4 выпуск), опубликовано 27 научных работ. 

 

*** 

 

АННОТАЦИЯ ДИССЕРТАЦИИ, ЗАЩИЩЕННОЙ В 2013 ГОДУ 

НА ЗАСЕДАНИИ ДИССЕРТАЦИОННОГО СОВЕТА Д 208.078.01 

ПРИ УЧРЕЖДЕНИИ ФКУЗ «РОССИЙСКИЙ НАУЧНО-

ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКОГО ПРОТИВОЧУМНЫЙ ИНСТИТУТ 

«МИКРОБ» НА ТЕМУ «ГЕНОТИПИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

ШТАММОВ VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS, » ЦИРКУЛИРУЮЩИХ 

НА ТЕРРИТОРИЯХ РОССИИ И СОПРЕДЕЛЬНЫХ ГОСУДАРСТВ», 

ПРЕДСТАВЛЕННОЙ НА СОИСКАНИЕ УЧЁНОЙ СТЕПЕНИ 

КАНДИДАТА БИОЛОГИЧЕСКИХ НАУК ПО СПЕЦИАЛЬНОСТИ 

03.02.03 – МИКРОБИОЛОГИЯ  

ПОДОЙНИЦЫНОЙ ОКСАНЫ АЛЕКСАНДРОВНЫ 

 

Диссертация «Генотипическая характеристика штаммов Vibrio 

parahaemolyticus, циркулирующих на территориях России и сопредельных 

государств», представленная на соискание ученой степени кандидата 

биологических наук по специальности 03.02.03 - микробиология, 

выполнена в лаборатории микробиологии холеры Федерального казенного 

учреждения здравоохранения «Ростовский-на-Дону ордена Трудового 

Красного Знамени научно-исследовательский противочумный институт» 

Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и 

благополучия человека. 
На основе комплексного анализа генотипов получены приоритетные 

данные о генетическом разнообразии штаммов парагемолитических 

вибрионов, циркулирующих на территориях России и сопредельных 

государств. Впервые создана база данных «Парагемолитические вибрионы 

России и сопредельных государств: ПЦР-генотипы», зарегистрированная в 

Реестре баз данных Федеральной службы по интеллектуальной 

собственности, патентам и товарным знакам базы данных под № 2013620293 

от 14.02.2013 г. Впервые идентифицированы представители так называемой 

«пандемичной» группы, вызвавшие заболевания в России, прослежены 

возможные пути формирования «пандемичных» штаммов, показано 

отсутствие родственных связей между возбудителями заболеваний и 
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штаммами, выделенными из водоемов и гидробионтов в разных регионах. С 

помощью секвенирования участков ДНК выяснены причины КР-негативного 

и КР-промежуточного фенотипа tdh-позитивных штаммов и впервые 

установлено, что эффективность экспрессии гена зависит не от одной, как 

полагали ранее, а от двух точковых мутаций в его промоторной области. 

Оценена степень вероятности реверсии таких штаммов в КР-позитивные 

варианты. 

Сформирована коллекция штаммов V. parahaemolyticus, 

охарактеризованных по генотипическим признакам, для проведения 

дальнейших научных исследований. Полученные данные использованы для 

паспортизации штаммов парагемолитических вибрионов, хранящихся в 

Музее живых культур Ростовского противочумного института (акт внедрения 

от 14.02.2013 г.). Методические подходы к детекции генов факторов 

патогенности у штаммов V. parahaemolyticus вошли в состав «Методических 

рекомендаций по комплексной оценке вирулентности парагемолитических 

вибрионов», одобренных Ученым советом Ростовского противочумного 

института и утвержденных директором института (протокол № 11 от 

02.11.10) и Методических рекомендаций «Генотипическая характеристика 

парагемолитических вибрионов по расширенному набору детерминант 

факторов патогенности», одобренных Ученым советом и утвержденных 

директором института (протокол № 9 от 30.10.12). Контрольные штаммы для 

постановки ПЦР и изучения экспрессии генов факторов патогенности 

депонированы в ГКПБ «Микроб» под номерами КМ204 и КМ208. В базе 

GenBank депонированы 22 нуклеотидные последовательности генов tdh, tdhl 

иtdh2 (включая промоторную область) 13 штаммов и аминокислотные по-

следовательности их продуктов под номерами JQ029155 - JQ029159, 

JQ074089 - JQ74092, JQ0967016 - JQ967028; AFD18727.1 - AFD18730.1, 

AFD54192.1 -AFD 54195.1, AFA85583.1 -AFA85595.1. 

 

*** 
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АННОТАЦИЯ ДИССЕРТАЦИИ, ЗАЩИЩЕННОЙ В 2014 ГОДУ 

НА ЗАСЕДАНИИ ДИССЕРТАЦИОННОГО СОВЕТА Д 208.109.01 НА 

БАЗЕ ПРИ УЧРЕЖДЕНИИ СТАВРОПОЛЬСКОГО НАУЧНО-

ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКОГО ИНСТИТУТА «РАЗРАБОТКА НОВЫХ 

ПРЕПАРАТТОВ НА ОСНОВЕ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ 

ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ О1, О139 

СЕРОГРУПП УСКОРЕННЫМИ МЕТОДАМИ», 

ПРЕДСТАВЛЕННОЙ НА СОИСКАНИЕ УЧЁНОЙ СТЕПЕНИ 

КАНДИДАТА БИОЛОГИЧЕСКИХ НАУК ПО СПЕЦИАЛЬНОСТИ 

03.01.06 – БИОТЕХНОЛОГИЯ (В ТОМ ЧИСЛЕ 

БИОНАНОТЕХНОЛОГИИ)  

КРЕТЕНЧУК ОКСАНЫ ФЕДОРОВНЫ 

 

Диссертация «Разработка новых препаратов на основе 

моноклональных антител для диагностики холерных вибрионов Ol, 0139 

серогрупп ускоренными методами» Кретенчук Оксаны Федоровны 

выполнена в группе гибридом лаборатории экологии холеры с центром 

патогенных вибрионов ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт Роспотребнадзора. 

Набор видоспецифических гибридом, которыми располагает 

лаборатория, расширен за счет получения новых, продуцирующих МКА, 

направленных к детерминантам О-антигена ЛПС V. cholerae 01. На 

основании иммунохимического анализа штаммов холерных вибрионов 01 

и 0139 серогрупп установлены диагностически значимые МКА, 

отличающиеся тем, что они выявляют консервативные эпитопы ЛПС, с 

высокой плотностью представленные на клеточной поверхности, 

пространственно расположенные так, что при взаимодействии с 

антителами не возникает стерических помех. Установление эпитопов, в 

меньшей степени подверженных модификации и утрате при воздействии 

различных факторов, способствует повышению диагностической ценности 

препаратов. 

Впервые показана возможность использования в качестве 

полноценного источника МКА для изготовления препаратов не только 

асцитической, но и культуральной жидкости, которая в больших объемах 

накапливается при пассировании гибридом-продуцентов in vitro. 

Отработана и оптимизирована технология изготовления 

моноклональных флуоресцирующих иммуноглобулинов к V. cholerae Ol и 

0139, заключающаяся в выделении активной фракции иммуноглобулинов 

сульфатом аммония, обессоливании диализом, выборе оптимального 

соотношения флуорохрома и МКА, стабилизации конъюгатов путем 

лиофильного высушивания. 

Набор гибридом, стабильно продуцирующих видоспецифические 

МКА 01 и 0139, является источником стандартных моноклональных 
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иммуноглобулинов, на основе которых сконструированы диагностические 

препараты нового поколения. 

Разработана экспериментально-производственная технология 

изготовления моноклональных флуоресцирующих конъюгатов для 

диагностики холерных вибрионов 01 и 0139 серогрупп в реакции прямой 

иммунофлуоресценции. Создан диагностический набор агглютинирующих 

МКА для идентификации и дифференциации V. cholerae 01 и 0139 в 

реакции слайд-агглютинации. По результатам проведенных исследований 

разработан и утвержден комплект нормативной документации, 

включающий в себя инструкцию по применению, справку об изделии 

медицинского назначения и технические условия на наборы реагентов 

«Иммуноглобулины моноклональные диагностические флуоресцирующие 

сухие для серологической идентификации V. cholerae Ol и 0139 (in vitro) 

методом РИФ «Иг -V. cholerae ОI/O 139 - РИФ» и «Иммуноглобулины 

моноклональные диагностические сухие для серологической 

идентификации V. cholerae Ol и 0139 (invitro) методом РА «ИГ -V. cholerae 

01/0139 — РА», которые в настоящее время находятся на регистрации в 

Росздравнадзоре. 

Приоритетность выполненных исследований подтверждена 

получением двух патентов РФ на изобретения № 2425874 от 13.04.2010 г. 

«Штамм культивируемых гибридных клеток животных Mus. musculus L- 

продуцент моноклональных антител, специфичных к О-антигену холерных 

вибрионов Ol серогруппы» и № 2425875 от 07.06.2010 г. «Штамм 

культивируемых гибридных клеток животных Mus. musculus L-продуцент 

моноклональных антител, специфичных к ЛПС холерных вибрионов 0139 

серогруппы». 

Экспериментальные серии флуоресцирующих МКА Ol и МКА 0139 

были использованы при выполнении кандидатской диссертационной 

работы Куликаловой Е. С. на базе ФКУЗ Иркутский научно-

исследовательский противочумный институт. Разработанные наборы 

используются при выполнении научно-исследовательских работ во ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, в работе 

СПЭБ, также для оценки качества препараты в коммерческом виде 

переданы в Волгоградский и Ставропольский противочумные институты, в 

ГНЦ ПМБ (г. Оболенск). 

 

*** 
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АННОТАЦИИ МЕТОДИЧЕСКИХ, ИНСТРУКТИВНЫХ И ДРУГИХ 

ДОКУМЕНТОВ 

 

 
ЭКОЛОГО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 

ЭПИДНАДЗОРА ЗА ХОЛЕРОЙ (ПО МАТЕРИАЛАМ СИБИРИ И 

ДАЛЬНЕГО ВОСТОКА) 

(Монография) 

LAP LAMBERT Academic Publishing its ein Imprint der, 2013. – 189 с. – 

ISBN 978-3-659-44119-6 

С.В.Балахонов, Л.Я. Урбанович, Е.С. Куликалова 

ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный институт 

Роспотребнадзора 

 

Наличие скрытого периода накопления возбудителя в благоприятных для 

сохранения и размножения участках поверхностных водоёмов подтверждает 

роль водоёмов в качестве резервуаров холерного вибриона. Атоксигенные хо-

лерные вибрионы закономерно выделяются в мелких малопроточных водоёмах и 

в местах сброса сточных вод. Показана связь между обнаружением холерного 

вибриона и показателями температуры и рН на фоне присутствия определенных 

видов водорослей и зоопланктона. Способ детекции возбудителя с 

одновременным определением в ПЦР детерминант О1 и О139 серогрупп 

холерного вибриона и регуляторного гена toxR наряду с реакцией 

иммунофлуоресценции позволяет сузить район поиска вибриона при 

мониторинге водоёмов. Штаммы V.cholerae из поверхностных водоемов региона 

в основном атипичны по фенотипу, в их геноме отсутствуют основные гены 

вирулентности, а вибрионы О1 и О139 серогрупп различаются по наличию 

генов, ответственных за формирование структуры биопленки и персистенцию. 

Данные о способности холерного вибриона разных серогрупп образовывать 

биопленку и описание признаков её формирования вносят вклад в развитие 

актуального направления исследования механизмов его адаптации и 

персистенции 

 

*** 

 

 
ПРАКТИЧЕСКОЕ РУКОВОДСТВО «ЛАБОРАТОРНАЯ 

ДИАГНОСТИКА ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 

под ред. академика РАМН Г.Г. Онищенко, академика РАМН  

В.В. Кутырева. – М.: ЗАО «Шико», 2013. – 560 с. – ISBN 978-5-900758-68-8 

 

Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и 

благополучия человека, ФКУЗ «Российский научно-исследовательский 

противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, ФКУЗ 

«Противочумный центр» Роспотребнадзора, ФКУЗ «Ставропольский научно-
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исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора, ФКУЗ 

Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт 

Роспотребнадзора, ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский 

противочумный институт Роспотребнадзора: С.В.Балахонов, М.В. 

Афанасьев, С.А. Белькова, С.А. Витязева, Л.Я. Урбанович, Л.В. Миронова, Е.С. 

Куликалова, А.И. Калиновский, Л.М. Михайлов, Е.И. Андаев, Р.В. Адельшин, 

А.Г. Трухина, Е.А. Сидорова, А.В. Мазепа, М.В. Чеснокова, В.Т. Климов, Н.В. 

Бренева; ФКУЗ «Ростовский научно-исследовательский противочумный 

институт» Роспотребнадзора, ФБУН «Государственный научный центр 

вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, ФБУН 

«Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» 

Роспотребнадзора, ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт 

эпидемиологии» Роспотребнадзора, ФБУЗ Федеральный центр гигиены и 

эпидемиологии» Роспотребнадзора, ФГБУ «Научный центр экспертизы 

средств медицинского применения» Минздрава, ФГБУ «Научно-

исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. 

Гамалея» РАМН Минздрава России, ФГБУ «Научно-исследовательский 

институт вирусологии им. Д.И. Иваницкого» Минздрава России, ФГБУ 

«Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова» РАМН, 

ФГУ «33 Центральный научно-исследовательский испытательный институт 

Министерства обороны Российской Федерации» научно-исследовательский 

центр, ГУ «Институт медицинской паразитологии и тропической медицины 

им. Марциновского» Первого МГМУ им. И.М. Сеченова 

 

Разработано специалистами учреждений, входящих в Координационный 

научный совет по санитарно-эпидемиологической охране территории 

Российской Федерации РАМН и Роспотребнадзора. В руководстве отражены 

принципы организации исследований материала, подозрительного на 

зараженность возбудителями опасных инфекционных болезней в учреждениях 

Роспотребнадзора. Представлены современные и традиционные методы 

лабораторной диагностики опасных инфекционных болезней, возбудители 

которых относятся к микроорганизмам I-II групп патогенности (чума, холера, 

сибирская язва, туляремия, бруцеллез, сап, мелиоидоз, опасные вирусные 

инфекции и др.), инфекционных заболеваний, попадающих под действие 

Международных медико-санитарных правил (полиомиелит, менингококковая 

инфекция и др.), требующих проведения мероприятий по санитарной охране 

территории Российской Федерации (малярия), а также ряда других 

инфекционных болезней, актуальных для Российской Федерации (легионеллёз, 

лептоспироз, псевдотуберкулез). 

Руководство рассчитано на широкий круг специалистов, занимающихся 

лабораторной диагностикой, а также может быть использовано как учебное 

пособие. 

Практическое руководство переработано и издано в рамках ФЦП «Нац-

химбиобезопасность РФ (2009-2014 годы)» 

 

*** 
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РУКОВОДСТВО 

К ПРАКТИЧЕСКИМ ЗАНЯТИЯМ ПО ЛАБОРАТОРНОЙ 

ДИАГНОСТИКЕ ХОЛЕРЫ 
 

Г.Г. Онищенко, И.В. Брагина, Е.Б. Ежлова, Ю.В. Демина,  

Н.В. Шеенков, С.В. Балахонов, Л.Я. Урбанович, В.С. Ганин,  

Л.В. Миронова, Т.Ю. Загоскина, О.А. Носкова, Е.С. Куликалова,  

Е.А. Басов, Л.Е. Токарева, Т.С. Тайкова, Т.М. Долгова 

Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека 

ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора, г. Иркутск 

 

Руководство предназначено для использования при 

профессиональной переподготовке врачей-бактериологов (биологов), 

эпидемиологов и лаборантов по основным и дополнительным 

профессиональным образовательным программам (свыше 500 ч), на 

циклах повышения квалификации по профилю программ 

профессиональной переподготовки по опасным инфекционным болезням 

(144 ч, 72 ч),  подготовке специалистов по программам послевузовского 

образования (аспирантура по специальностям 03.02.03 «микробиология», 

14.02.02 «эпидемиология»), для практической работы специалистов, 

занимающихся диагностикой холеры  

 

Руководство к практическим занятиям по лабораторной диагностике 

холеры – М.: Горячая линия. – Телеком, 2012.- 90 с.: ил.-ISBN978-5-9912-

0276-3. 

 

*** 

 

 

МЕТОДИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

ПО ПОЛУЧЕНИЮ ВЫСОКОИММУНОГЕННОГО ПРЕПАРАТА 

НАРУЖНЫХ МЕМБРАН ХОЛЕРНОГО ВИБРИОНА ЭЛЬ ТОР  

 

 

Е.Ю. Марков, Л.Я. Урбанович, Т.А. Иванова, В.Б. Николаев,  

Н.М. Андреевская, В.А. Михайлова, С.Н. Козлов 

ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора, г. Иркутск 
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Описан метод получения высокоиммуногенного препарата 

наружных мембран холерного Эль Тор вибриона сероваров Огава и Инаба. 

Препарат получен путем обработки микробных клеток 4,5 М раствором 

мочевины, дифференциального центрифугирования и обработки 

ферментами ДНК-азой и РНК-азой, отмывки дистиллированной водой и 

лиофилизации. 

Рекомендации предназначены для специалистов научно-

исследовательских учреждений, занимающихся разработкой и 

усовершенствованием иммунобиологических препаратов.  

Методические рекомендации одобрены ученым советом института 

(протокол № 6 от 06.06.2013 г.), утв. директором  ФКУЗ Иркутский 

научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора. 

 

*** 

 

 

МЕТОДИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

ПО ПРИГОТОВЛЕНИЮ СОДЕРЖАЩИХ БИОПЛЕНКУ 

ВОЗБУДИТЕЛЯ ХОЛЕРЫ ПРЕПАРАТОВ ДЛЯ СКАНИРУЮЩЕЙ 

ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ 

 

Е.С. Куликалова
1
, С.Г. Саппо

1
, Л.Я. Урбанович

1
, Л.В. Миронова

1
, 

С.К. Миткеева
1
, С.В. Балахонов

1
, Н.Г. Гефан

1
, В.В. Мальник

2 

1
ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора,г.  Иркутск 
2
ФГБУН «Лимнологический институт» Сибирского отделения 

Российской академии наук, г. Иркутск 

 

 

В методических рекомендациях представлены этапы получения, 

щадящего обеззараживания препаратов биопленки холерного вибриона и 

подготовки образцов для просмотра в сканирующем электронном 

микроскопе, позволяющие сохранять целостность образования и безопасно 

его изучать. 

Рекомендации предназначены для специалистов, занимающихся 

изучением экологии микроорганизмов.  

Методические рекомендации одобрены ученым советом института 

(протокол № 7 от 11.07.2013 г.), и утверждены зам. директора по научной и 

противоэпидемической работе ФКУЗ Иркутский научно-

исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора. 

*** 
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АННОТИРОВАННЫЙ БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЙ УКАЗАТЕЛЬ 

«ХОЛЕРА И ПАТОГЕННЫЕ ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА ВИБРИОНЫ» 

 

Э.А. Москвитина, Ю.И. Арутюнов, И.Т. Андрусенко, Т.В. Ковалева,  

Г.Б. Анисимова 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону 

 

 

Аннотированный библиографический указатель «Холера и 

патогенные для человека вибрионы» за 2013 год состоит из следующих 

разделов: Общие вопросы; Эпидемиология; Борьба и профилактика; 

Микробиология; Биохимия; Молекулярная биология и генетика; Холерный 

токсин и другие токсины V. cholerae; Лабораторный диагноз; Патогенез; 

Клиника и лечение; Иммунология; Вакцины; Биологическая безопасность 

и биотерроризм. 

*** 

 

МЕТОДИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ «ВЫЯВЛЕНИЕ ГЕНА 

ХОЛЕРНОГО ТОКСИНА МЕТОДОМ ПЦР В РАБОТЕ 

ИНДИКАЦИОННОЙ ЛАБОРАТОРИИ МОБИЛЬНОГО 

КОМПЛЕКСА СПЭБ НА БАЗЕ АВТОШАССИ» 

 

С.О. Водопьянов, А.С. Водопьянов, И.П. Олейников, Р.В. Писанов, 

А.Б. Мазрухо 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону 

 

В методических рекомендациях предлагается способ, позволяющий 

проводить выявление гена ctx возбудителя холеры при работе лаборатории 

индикации мобильного комплекса СПЭБ на базе автошасси. 

Способ основан на выявлении гена ctx при проведении 

полимеразной цепной реакции в закрытом формате и учете результатов в 

формате конечной точки. 

Методические рекомендации предназначены для специалистов 

научно-исследовательских противочумных учреждений, занимающихся 

выделением и идентификацией возбудителя холеры при работе в 

мобильном комплексе СПЭБ. 

Методические рекомендации одобрены Ученым Советом ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора 

(протокол №3 от 12.02.2014 г.) и утверждены и. о. директора института. 

 

*** 
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МЕТОДИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ «СПОСОБ 

КОРРЕКЦИИ АПОПТОТИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ, ВЫЗВАННЫХ 

АНТИГЕНАМИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ХОЛЕРЫ В ПРОЦЕССЕ 

ИММУНИЗАЦИИ» 

 

 

И.А. Иванова, Н.Д. Омельченко, Е.П. Дорошенко, А.К. Киселева,  

И.А. Беспалова, Б.Н. Мишанькин, Н.Р. Телесманич, Л.В. Судьина,  

А.В. Филиппенко 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 

г. Ростов-на-Дону 

 

В методических рекомендациях предлагается способ коррекции 

апоптотических изменений, вызванных антигенами возбудителя холеры 

при иммунизации. 

Предложенный способ дает возможность нивелировать негативное 

воздействие антигенов возбудителя холеры на иммунокомпетентные 

клетки макроорганизма в процессе формирования иммунитета у 

экспериментальных животных, в частности применение 

иммуномодулятора при иммунизации позволяет снизить количество 

лимфоцитов и макрофагов, находящихся в состоянии апоптоза, 

спровоцированного возбудителем холеры и его антигенами. 

Методические рекомендации одобрены Ученым Советом ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора 

(протокол №3 от 12.02.2014 г.) и утверждены и. о. директором института. 

 

*** 
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ЗАЩИТА РАЗРАБОТОК ПАТЕНТАМИ НА ИЗОБРЕТЕНИЯ И 

СВИДЕТЕЛЬСТВАМИ ОБ ОФИЦИАЛЬНОЙ РЕГИСТРАЦИИ БАЗ 

ДАННЫХ (БД) 

 

ФКУЗ Ростовский-на-дону противочумный институт 

Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону: 

 

Способ дифференциации штаммов Vibrio cholerae O139 

серогруппы по алкилсульфатазной активности 

Патент № 2473697от 27.01.2013 г. 

Дуванова О.В., Мишанькин Б.Н., Водопьянов С.О., Писанов Р.В. 

 

Способ оценки эффективности применения иммуномодулятора 

имунофана при экспериментальной холере 

Патент № 2481791от 20.05.2013 г. 

Телесманич Н.Р., Иванова И.А., Меньшикова Е.А., Омельченко Н.Д., 

Миронова А.В. 

 

Элективно-дифференциальная среда для выделения холерных 

вибрионов 

Патент № 2484141от 10.06 2013 г. 

Шелохович А.И., Мазрухо А.Б., Харабаджахян Г.Д., Терентьев А.Н., 

и др. 

 

Способ оценки биологической активности лактобацилл и 

бифидобактерий относительно холерных вибрионов in vitro 

Патент №2487943 от 20.07.2013 г. 

Кругликов В.Д. 

 

Способ получения диагностического фага для идентификации 

Vibrio parahaemolyticus 

Заявка № 261от 12.03. 2013 г. 

Кудрякова Т.А., Гаевская Н.Е., Македонова Л.Д., Качкина Г.В. 

 

Способ оценки местного гуморального противохолерного 

иммунитета in vitro на модели экспериментальных животных 

Заявка №2013138025 

Омельченко Н.Д., Иванова И.А., Телесманич Н.Р., Беспалова И.А., 

Киселева А.К. 

 

 

 

 



201 
 

База данных «Белковые профили масс-спектров представителей 

вида Vibrio cholerae для программы MALDI Biotyper» 

Свидетельство № 2013620585от 29.04.2013 г. 

Чайка И.А., Телесманич Н.Р., Сеина С.О. 

 

База данных «Холерный вибрион ctx B-SNP» 

Свидетельство № 2013620849от 25.06. 2013 г. 

Водопьянов А.С., Водопьянов С.О., Олейников И.П., Писанов Р.В. 

 

База данных «Гены, позволяющие дифференцировать 

токсигенные и нетоксигенные штаммы Vibrio cholerae и проводить 

внутривидовое типирование» 

Свидетельство № 2014620308 от 20.02.2014 г. 

Водопьянов А.С., Водопьянов С.О., Мишанькин Б.Н., Олейников 

И.П. 

 

ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора, г. Иркутск: 

 

Способ определения липолитической активности в 

субклеточных фракциях бактерий 

 

Патент № 2501014 от 10.12.2013 г. 

Опубликовано 10.12.2013 г. Бюл. №34  

Козлов С. Н., Марков Е. Ю., Николаев В. Б., Урбанович Л. Я., 

Загоскина Т. Ю., Попова Ю.О. 

 

Предложен простой и экономичный способ определения 

липолитической активности в субклеточных фракциях бактерий в лунках 

агара, содержащего неионный детергент. При наличии липолитической 

активности  после инкубации наблюдают матовые ореолы вокруг лунки, 

при отсутствии липолитической активности среда вокруг лунки остаётся 

прозрачной.  
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ИНФОРМАЦИЯ О ДЕПОНИРОВАННЫХ ШТАММАХ 

 

Перечень штаммов, депонированных в государственную 

коллекцию патогенных микроорганизмов и клеточных культур 

(«ГКПМ-Оболенск») 
 

1. Vibrio cholerae El Tor В-7521. Штамм выделен из 

поверхностного водоема, содержит ген токсин-корегулируемых пилей при 

отсутствии генов холерного токсина, характеризуется наличием 28 

повторов в локусе VcB. Штамм может быть использован при проведении 

исследований по установлению филогенетического родства штаммов 

холерного вибриона разных генотипов.  

Свидетельство о депонировании № 1от 24.01.2014 г.  

Авторы: Миронова Л.В., Афанасьев М.В., Хунхеева Ж.Ю., Басов Е.А., 

Урбанович Л.Я. Балахонов С.В. 

Депозитор: ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора. 

2. Vibrio cholerae El Tor В-7595. Спонтанный мутант, утративший 

комплекс генетических блоков, ассоциированных с патогенностью (профаг 

CTX - гены ctxАB, rstR, профаг RS1 - гены rstR, rstС, токсин-связанный 

криптический элемент – TLC). Штамм может быть использован в 

молекулярно-биологических исследованиях при выяснении механизмов 

генетической изменчивости холерного вибриона. 

Свидетельство о депонировании № 48 от 25.02.2014.  

Авторы: Миронова Л.В., Басов Е.А., Урбанович Л.Я.,Куликалова Е.С., 

Балахонов С.В. 

Депозитор: ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора. 

 

Перечень штаммов рода Vibrio, депонированных в 

Государственной коллекции патогенных бактерий в период с 

27.04.2013г. по 07.04.2014 г., ГКПБ «Микроб» 

 

1. V. cholerae КМ-275 (Р-18775) О1 серогруппа. Штамм с 

высокой антикомплементарной  и антилактоферриновой активностью. 

Предложен в качестве позитивного контроля при оценке 

антикомлементарной и антилактоферриновой активности холерных 

вибрионов. Авторское депонирование. 

Дата депонирования: 31.10.2013г. 

Депозиторы: Черепахина И.Я., Коршенко В.А., Балахнова В.В.. 

Бурлакова О.С., Сизова Ю.В.  

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора.  
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ИНФОРМАЦИЯ О ДЕПОНИРОВАНИИ НУКЛЕОТИДНЫХ 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ В МЕЖДУНАРОДНОЙ БАЗЕ 

ДАННЫХ GENBANK 

 

 

ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора, г. Иркутск: 

 

Нуклеотидные последовательности гена lap штаммов холерного 

вибриона, определяющего образование лейциламинопептидазы, 

размещены в GenBank под регистрационными номерами: KC290712-

KC290722, KC306672- KC306681, KC311934- KC311938. 

Депонированные нуклеотидные последовательности гена lap 

предназначены для проведения филогенетического анализа, 

межлабораторного сопоставления MLST-профилей штаммов холерного 

вибриона разной эпидемической значимости, биоваров и серогрупп. 

Авторы: Миронова Л.В., Афанасьев М.В., Гольдапель Э.Г., 

Балахонов С.В. 

 

 

 

ФКУЗ Российский научно-исследовательский противочумный 

институт “Микроб»: 

 

1. В GenBank депонированы полногеномные последовательности 

3 штаммов V. cholerae О1 серогруппы:M-29 классического биовара, Л-3226 

геновариант Эль Тор биовара, М-1293 геновариант Эль Тор биовара. 

Получены номера доступа в GenBank – JFGR00000000, FFW 

00000000, JDVX00000000. 

Авторы: Смирнова Н.И., Челдышова Н.Б., Краснов Я.М. 

 

2. В GenBank депонированы нуклеотидные последовательности 

острова пандемичности VSP-II 5 токсигенных штаммов V. cholerae биовара 

Эль Тор М818, Л3226, Р18899, М1293, Р17644. 

Получены номера доступа в GenBank – KJ626219, KJ626220, 

KJ626221, KJ626222, KJ626223. 

Авторы: Смирнова Н.И., Агафонов Д.А., Краснов Я.М., Черкасов 

А.В. 
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СОСТАВ  ПРОБЛЕМНОЙ  КОМИССИИ 

«ХОЛЕРА И ПАТОГЕННЫЕ ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА ВИБРИОНЫ»  (48.04) 
 

 

№ 

п/п 
Ф. И.О. 

Учёная 

степень и 

звание 

Место работы 

и должность 

БЮРО ПРОБЛЕМНОЙ КОМИССИИ 

1 Вакантна до утверждения директора  

(председатель) 

  

2 Титова Светлана Викторовна 

(зам. председателя)  

к.м.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

и.о. директора 

зам. директора по биологической безопасности, 

зав. лабораторией экспериментально-

биологических моделей 

3 Москвитина Эльза Афанасьевна 

(зам. председателя) 

д.м.н., 

профессор 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

зав. лабораторией эпидемиологии ООИ 

4 Марковская Елена Ивановна 

(секретарь) 

к.м.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

с. н. с. научного отдела 

ЧЛЕНЫ ПРОБЛЕМНОЙ КОМИССИИ 

5 Айдинов Геннадий Владимирович д.м.н., 

профессор 

ФБУЗ Центр Гигиены и Эпидемиологии в 

Ростовской области 

главный врач 

6 Алексеева Людмила Павловна д.б.н., 

профессор 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

ведущий научный сотрудник, руководитель 

группы гибридом 

7 Викторов Дмитрий Викторович д.б.н., доцент ФКУЗ Волгоградский НИПЧИ 

заместитель директора 

8 Водопьянов Сергей Олегович д.м.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

зав. лаб. биохимии микробов 

9 Гальцева Галина Васильевна  д.м.н. ФКУЗ Причерноморская ПЧС 

зав. эпидемиологическим отделом  

10 Заднова Светлана Петровна д.м.н. ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», 

заведующий  лаб. патогенных вибрионов 

11 Иванова Светлана Михайловна  ФКУЗ Противочумный центр, Москва 

заместитель директора 

12 Карнаухов Игорь Геннадьевич к.м.н. ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 

 зав. лаб. санитарной охраны и ЧС, отдел 

эпидемиологии 

13 Кругликов Владимир Дмитриевич  к.м.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

зам. директора по эпидемиологической работе,  

зав. лаб. микробиологии холеры 

14 Кудрякова Татьяна Александровна д.м.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

ведущий научный сотрудник, руководитель 

группы бактериофагов  

15 Малеев Виктор Васильевич академик 

РАМН 

д.м.н., 

профессор 

ЦНИИЭ 

зам. директора по научной работе 
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16 Мазрухо Алексей Борисович к.м.н.  ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

зав. лаб. питательных сред 

17 Миронова Лилия Валерьевна к.м.н. ФКУЗ Иркутский НИПЧИ 

ведущий научный сотрудник лаб. холеры 

18 Монахова Елена Владимировна д.б.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

ведущий научный сотрудник, руководитель 

группы молекулярной биологии патогенных для 

человека вибрионов 

19 Щипелева Ирина Александровна к.б.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

зав. научным отделом - ученый секретарь  

20 Осина Наталья Александровна к.б.н. ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 

зав. лаб. молекулярной диагностики 

21 Писанов Руслан Вячеславович к.б.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

с.н.с., руководитель группы геномики и 

протеомики 

22 Савельев Вилорий Николаевич д.м.н., с.н.с. ФКУЗ Ставропольский  НИПЧИ 

зав. лаб. холеры 

23 Саяпина Лидия Васильевна д.м.н., с.н.с. Научный центр экспертизы средств медицинского 

применения  

зав. лаб. стандартизации и контроля препаратов  

24 Смирнова Нина Ивановна д.б.н., 

профессор 

ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 

зав. лаб. патогенных вибрионов 

25 Смоликова Лариса Михайловна  к.м.н. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

с.н.с. музея живых культур 

26 Соловьев Михаил Юрьевич к.м.н. Территориальное управление Роспотребнадзора 

по Ростовской области 

руководитель 

27 Урбанович Людмила Яковлевна д.м.н., с.н.с. ФКУЗ Иркутский НИПЧИ 

зав. лабораторией холеры 

28 Храмов Михаил Владимирович  к.м.н., с.н.с. ФБУН ГНЦ прикладной микробиологии и 

биотехнологии, п. Оболенск  

зам. директора по качеству и развитию 

29 Черепахина Ирина Яковлевна д.м.н., с.н.с. ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 

институт  

зав. отделом профессиональной переподготовки и 

повышения квалификации специалистов 

 

 


