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Для производства вакцины холерной бивалентной химической используются природные токсигенные штаммы-проду-
центы ее специфических компонентов V. cholerae 569B и V. cholerae M-41. 
Целью работы была проверка стабильности культурально-морфологических, биохимических, серологических, имму-
ногенных, вирулентных и токсигенных свойств штаммов-продуцентов холерной вакцины в производственных усло-
виях.
Материалы и методы. На основе комплексных исследований современными методами (атомно-силовая микроскопия 
и трансмиссионная электронная микроскопия, полногеномное секвенирование, дот-иммуноанализ, радиальный пас-
сивный иммунный гемолиз) получены новые информативные характеристики культурально-морфологических свойств 
и показана стабильность нуклеотидных последовательностей полного генома штаммов V. сholerae 569В и M-41.
Результаты. Исследованные эталонные линии штаммов V. сholerae 569В (КМ2129) и M-41 (КМ2130) депонированы в 
Государственную коллекцию ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора.
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Srtrains V. cholerae 569B and V. cholerae M-41 are natural toxigenic strains producing specific components of the bivalent 
chemical cholera vaccine.
The purpose of the work was to test the stability of the cultural-morphological, biochemical, serological, immunogenic, virulent 
and toxigenic properties of cholera vaccine-producing strains under production conditions.
Materials and methods. Based on complex studies using modern methods (atomic force microscopy and transmission 
electron microscopy, whole-genome sequencing, dot-immunoassay, radial passive immune hemolysis), new informative 
characteristics of cultural and morphological properties were obtained and the stability of nucleotide sequences of the complete 
genome of V. сholerae strains 569B and M was shown -41.
Results. The studied reference lines of V. сholerae strains 569B (KM2129) and M-41 (KM2130) were deposited in the State 
Collection of the FSSI Russian Anti-Plague Institute “Microbe” of Rospotrebnadzor.
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В связи с высоким уровнем заболеваемости холерой в 
мире [1, 2] и угрозой заноса инфекции из эндемичных 

стран потребность в эффективной вакцине против холеры 
чрезвычайно актуальна [3–5]. В Российской Федерации (РФ) 
разработана и выпускается «Вакцина холерная бивалентная 
химическая, таблетки, покрытые кишечнорастворимой обо-
лочкой», производства ФКУН «Российский противочумный 
институт «Микроб» Роспотребнадзора [5–7]. 

Производство вакцин является сложным, длительным 
процессом и осуществляется в соответствии с требования-
ми «Правил надлежащей производственной практики» 
(GMP), утвержденными приказом Министерства промыш-
ленности и торговли РФ от 4.06.2013 №916 (ред. от 
18.12.2015), и Государственной Фармакопеи (ГФ) РФ XIV 
[8–10]. Данные нормативные документы включают комплекс 
требований к производству и контролю качества иммуноби-
ологических лекарственных препаратов. Производство вак-
цин предусматривает обязательный поэтапный контроль на 
разных стадиях технологического процесса, включая кон-
троль исходного сырья, полуфабриката и готовой лекар-
ственной формы [11].

Одним из ключевых требований к штаммам-продуцентам, 
используемым в производстве иммунобиологических пре-
паратов, является их стабильность, которая заключается в 
сохранении основных культурально-морфологических, фи-
зиологических и продуктивных свойств в условиях произ-
водственного цикла [ГФ РФ XIV, 2018]. Штаммы Vibrio 
cholerae 569В серовара Инаба и V.  cholerae М41 серовара 
Огава с 1995 г. используются на этапе получения антигенов 
холерного вибриона, сохраняя свои основные культурально-
морфологические свойства, физиологические и продуктив-
ные параметры, но с учетом возможностей современных 
технологий, включающих методы оценки молекулярно-гене-
тических структур (полногеномное секвенирование, полиме-
разная цепная реакция (ПЦР)) и целого ряда морфометриче-
ских характеристик, представляет интерес и будет информа-
тивным применение современных методов для оценки 
штаммов-продуцентов [12–15]. Следует отметить перспек-
тивность применения для характеристики производствен-
ных штаммов таких методов, как атомно-силовая и транс-
миссионная микроскопия, так как факторы окружающей 
среды могут привести к изменению поверхностных структур 
клетки [13, 14].

Штаммы V.  cholerae O1, используемые в производстве 
химической холерной вакцины, должны иметь типичные 
культурально-морфологические, биохимические и антиген-
ные свойства; обладать холерогенными, токсигенными и 
иммуногенными свойствами [16]. Согласно промышленному 
регламенту, для оценки свойств производственных штам-
мов используют комплекс тестов in vivo и in vitro.

В настоящее время для совершенствования подходов по 
верификации вакцинных штаммов в процессе длительного 
хранения для определения их генетической стабильности 
представляется перспективным использование полногеном-
ного секвенирования. Полногеномное секвенирование дает 
информацию о последовательности и структуре всего гено-
ма исследуемых штаммов и может быть использовано для 
подтверждения подлинности и оценки стабильности. В рабо-
те Л.В.Саяпиной с соавт. [17], посвященной изучению ста-

бильности вакцинного штамма туляремийного микроба, 
было отмечено, что в настоящее время в нормативных до-
кументах отсутствуют требования к генетической стабиль-
ности штаммов-продуцентов. Авторы считают, что использо-
вание полногеномного секвенирования позволит в полной 
мере оценить изменения в геноме вакцинного штамма и 
определить его аутентичность в процессе хранения в лиофи-
лизированном состоянии, при анимализации и подготовке 
последующей серии вакцинного штамма.

Е.В.Острашевской с соавт. [18] были проведены полноге-
номное секвенирование и последующий сравнительный 
анализ образцов субштамма Mycobacterium bovis BCG-1 
(Russia) от рабочего банка до конечного пассажа производ-
ственного культивирования, а также производственных 
серий вакцины БЦЖ. Авторы отмечают, что стабильность 
генома субштамма опосредованно подтверждает стабиль-
ность производственных условий культивирования и каче-
ство производственного процесса.

В связи с вышеизложенным нами была поставлена цель – 
сохранение эталонных линий штаммов-продуцентов 
V.  cholerae 569B и V.  cholerae М-41 с характерными свой-
ствами для обеспечения производства вакцины.

Материалы и методы

Культуральные свойства штаммов V. сholerae 569B и М-41 
изучали в посевах на бульоне и на агаре Хоттингера (рН 
7,6 ± 0,1) после 19 ± 1 ч инкубации при температуре 37 ± 1°С. 
Биохимические свойства штаммов V. сholerae определяли с 
использованием «Набора для идентификации Enterobacteria- 
ceae и других неприхотливых грамотрицательных бактерий 
API 20E» (ВioMerieux, Франция). Серологические свойства 
проверяли в реакции агглютинации (РА) с сыворотками диа-
гностическими: холерной О1 адсорбированной сухой для РА 
(ТУ 8938-009-01898109-2007), холерными Огава и Инаба ад-
сорбированными сухими для РА (ТУ 8938-010-0189109-2007), 
холерной RO адсорбированной сухой для РА (ТУ 8938-011-
0898109-2007). Иммуногенные свойства штаммов проверяли 
на белых нелинейных мышах массой 11 ± 1 г смешанного 
поголовья. Вирулентные свойства штамма V.  сholerae 569B 
изучали путем внутрикишечного заражения кроликов-сосун-
ков. Содержание животных и манипуляции проводили в соот-
ветствии с Директивой №2010/63/ЕС Европейского парла-
мента Совета Европейского союза от 22.09.2010 «О защите 
животных, использующихся для научных целей» (СПб.; 2010). 
Протоколы исследований одобрены комиссией по биоэтике 
«Российского противочумного института «Микроб».

Токсигенные свойства штамма V. сholerae. Через 19 ± 1 ч 
инкубации при температуре 37 ± 1°С колонии штамма 569В 
изучали на:

• присутствие в хромосоме гена ctxA с помощью тест-
системы для выделения ДНК V.  cholerae (ctxA+ ) методом 
ПЦР (ГенХол)  – проводили согласно инструкции к тест-
системе;

• способность продуцировать токсин во внешнюю среду в 
реакции пассивного иммунного гемолиза (РПИГ) на чашках 
с агаром Хоттингера (рН 7,7 ± 0,1) и синказной средой [19].

Морфологию клеток контролировали методами свето-
вой (окрашивание мазков по Граму) и электронной просве-
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чивающей (методом негативного контрастирования) ми-
кроскопии (ТЭМ). С помощью атомно-силовой микроско-
пии (АСМ) методами полуконтактным и рассогласования 
измеряли морфометрические параметры бактериальной 
клетки и оценивали шероховатость поверхности клеточной 
стенки. 

Исследования проводили на просвечивающем (трансмис-
сионном) электронном микроскопе FEI Tecnai G2 Spirit TWIN 
(120kV) (Чехия) и сканирующем зондовом микроскопе Solver 
P47 PRO (NT-MDT, Россия) с использованием кремниевых 
кантилеверов серии NSG01, обладающих резонансной ча-
стотой 120 кГц и константой жесткости 5,5 Н/м. Сканирование 
выполнялось в режиме прерывистого контакта следующими 
методами: полуконтактным и рассогласования. Обработку 
изображений проводили с помощью встроенного программ-
ного обеспечения Nova.

Специфическую активность холерного токсина и 
О-антигена определяли методом непрямого дот-
иммуноанализа с коньюгатом на основе белка А, меченного 
золотыми наночастицами (ДИА ЗНЧ) [20]. 

Анализ штаммов на присутствие в хромосоме гена ctxA 
проводили с использованием тест-системы для выявления 
ДНК V. сholerae (ctxA+) (ГенХол) (ФКУЗ «РосНИПЧИ 
«Микроб») методом ПЦР.

Присутствие генов ctxB и wbe (rfb) у штаммов V. сholerae 
569B и М-41 определяли с помощью ПЦР с использованием 
олигонуклеотидных праймеров, представленных в табл. 1.

Продукты ПЦР анализировали методом электрофореза в 
1–2%-м агарозном геле с добавлением 0,5 мкг/мл этидия 
бромида с последующим просмотром геля в ультрафиолето-
вом свете. Оценка результатов проводилась при их сравне-
нии с положительным контролем. В качестве такового для 
ПЦР на гены ctxA и ctxB использовали водный раствор ДНК 
V. cholerae 569B, для гена wbe (rfb) – водный раствор ДНК 
V. cholerae M-41.

Для приготовления образца для ПЦР клетки ночных куль-
тур ресуспендировали в 1 мл физиологического раствора 
до концентрации 107. Подготовку проб проводили в соот-
ветствии с МУ1.3.2569-09. Полногеномное секвенирование 
образцов штаммов V. сholerae 569B и М-41, отобранных на 
разных этапах культивирования, проводили на платформе 
Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific, США) с использо-
ванием чипа Ion 318 Chip Kit и набора реагентов Ion PGM 
Hi-Q View Chef 400 Kit (Thermo Fisher Scientific, США). 
Покрытие нуклеотидной последовательности генома, ис-
следуемого на каждом из этапов культивирования штам-
мов, составило от ×54 до ×102. Сборку единичных прочте-
ний (ридов) проводили с помощью программы Newbler 2.6 
(Roche, Швейцария).

Результаты исследования и их обсуждение

В результате проведенных исследований было показано, 
что производственные штаммы V.  cholerae 569В и М-41 на 
всех этапах культивирования были типичными для S-формы 
по морфологическим, культуральным, биохимическим и се-
рологическим свойствам. Штаммы обладали вирулентными, 
токсигенными и иммуногенными свойствами (табл. 2). 

В предыдущей работе нами был проведен комплексный 
анализ стабильности штаммов V. cholerae 569В и V. cholerae 
М-41 в следующих пробах: I генерации (19-часовые культуры 
штаммов V.  cholerae 569В и M-41 на плотной питательной 
среде); II генерации (6-часовые бульонные культуры); III гене-
рации (17-часовая бульонная культура); 5 ч (экспоненциаль-
ная фаза роста) и 10 ч (стационарная фаза роста) культиви-
рования в биореакторе [21].

В результате показано, что оба штамма на всех этапах 
культивирования по культуральным свойствам являлись ти-
пичными для S-формы, диссоциация не отмечалась. Методом 
световой микроскопии при окрашивании по Граму отмечена 
типичность формы бактерий во всех исследованных пробах.

Методом АСМ было определено, что морфометрические 
показатели микробных клеток штамма V. сholerae М-41 оста-
вались практически неизменными в I–IV генерациях и состав-
ляли в среднем по следующим показателям: длина – 2,05 ± 
0,1 мкм, ширина – 0,64 ± 0,05 мкм, высота – 0,26 ± 0,03 мкм. 
Для штамма V. сholerae 569В в процессе глубинного культи-
вирования к 10-му часу клетки в среднем изменили свои ли-
нейные размеры в сторону увеличения длины (с 2,4 ± 0,1 мкм 
до 3,51 ± 0,2 мкм). При этом высота (0,255 ± 0,02 мкм) и ши-
рина (0,7 ± 0,03 мкм) в среднем не изменились. Шероховатость 
клеточной стенки у обоих штаммов оставалась практически 
неизменной, что косвенно свидетельствует о стабильности 
поверхностных структур бактерий. Методом ТЭМ на всех 
этапах четко визуализировались типичные вибрионы. В усло-
виях глубинного культивирования в биореакторе и наличии 
оптимальных условий в среде выращивания (температура, 
рН, подкормка раствором глюкозы) к 10 ч культивирования у 
клеток визуализировался жгутик, независимо от штамма.

Во всех исследованных пробах методом ПЦР были выяв-
лены фрагменты ДНК, свидетельствующие о наличии полно-
ценного гена ctxА, что свидетельствует о стабильности про-
изводственных штаммов по показателю «токсигенность», 
ctxB – о продукции иммуногенной В-субъединицы холерного 
токсина, wbe (rfb) – о продукции О-антигена. При постановке 
РПИГ вокруг макроколоний штамма V. cholerae 569В наблю-
далась зона иммунного гемолиза 3,5 ± 0,5 мм, при требова-
ниях НД 2–4 мм, что свидетельствует о способности штамма 
продуцировать токсин во внешнюю среду.

Таблица 1. Праймеры, используемые в лабораторном испытании
Table 1. Primers used in laboratory testing

Ген / 
Gene

Название 
праймера / 
Primer name

Последовательность праймера (5` – 3`) /
Primer sequence (5` – 3`)

Длина амплифицируемого фрагмента, п.н. / 
Length of amplified fragment, bp.

Источник / 
Reference

ctxB ctxB-F GGGAATGCTCCAAGATCATCGATGAGTAATAC 600 Brumfield K.D. et al., 2018

ctxB-R CATCATCGAACCACAAAAAAGCTTACTGAGG

wbe
(rfb)

wbe-F CCCCGAAAACCTAATGTGAG 638 Goel A.K. et al., 2007

wbe-R TCTATGTGCTGCGATTGGTG
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Иммунохимические свойства штаммов были изучены раз-
работанным нами методом непрямого ДИА ЗНЧ. В образцах 
штамма V. cholerae 569В специфическая активность холерно-
го токсина и О-антигена Инаба в ДИА ЗНЧ составляла в 
среднем 1:8. Специфическая активность О-антигена Огава 
штамма V. cholerae М-41 в ДИА ЗНЧ также составляла 1:8. 

На данный момент современные технологии открывают 
новые возможности исследований молекулярно-генетической 
структуры штаммов V. сholerae. Методом полногеномного 
секвенирования была исследована структура ДНК холерного 
вибриона на этапах культивирования. В табл. 3 приведены на-
звания профагов, островов патогенности, генов и локусов, 
идентичность нуклеотидной последовательности которых на 
этапах производственного цикла культивирования штаммов 
V. сholerae М-41 и 569В проверялась в первую очередь.

Сравнительный анализ собранных нуклеотидных последо-
вательностей полного генома штамма V. сholerae М-41, полу-
ченных для клеток, отобранных на начальном, промежуточ-
ном и финальном этапе производственного цикла культивиро-
вания штамма V. сholerae М-41, показал полную идентичность 
этих секвенированных геномов. Аналогично сравнение секве-
нированных образцов штамма V. сholerae 569В, полученных 

для клеток, отобранных на разных стадиях производственного 
цикла, показало полную идентичность этих геномов.

С использованием комплекса методов (АСМ и ТЭМ, полно-
геномное секвенирование, дот-иммуноанализ с использова-
нием конъюгата на основе стафилококкового белка А, мечен-
ного коллоидным золотом, радиальный пассивный иммунный 
гемолиз) получены новые информативные характеристики 
культурально-морфологических свойств и показана стабиль-
ность нуклеотидных последовательностей полного генома 
штаммов V. сholerae 569В и M-41.

В ГКПБ ФКУН «Российский противочумный институт 
«Микроб» Роспотребнадзора депонированы два штамма 
V.  cholerae О1 классического биовара серовара Инаба 
КМ2129 (569В) и серовара Огава КМ2130 (M-41) как произ-
водственные линии природных штаммов, используемых для 
изготовления иммунобиологического лекарственного препа-
рата «Вакцина холерная бивалентная химическая». 
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Таблица 2. Иммуногенные, вирулентные и токсигенные свойства штаммов 
Table 2. Immunogenic, virulent and toxigenic properties of strains

Штамм
V. cholerae / 
Strain
V. cholerae

Иммуногенность
(на белых беспородных мышах) / 

Immunogenicity
(on white mongrel mice)

Вирулентные свойства
(холерогенность на кроликах-сосунках) / 

Virulent properties (cholerogenicity on suckling rabbits)

Токсигенные свойства / 
Toxigenic properties

ПЦР с «Тест-системой для выявления ДНК V. cholerae (ctxA+) методом ПЦР (ГенХол)»
PCR with “Test system for detecting DNA of V. cholerae (ctxA+) by polymerase chain reaction (GenHol)”

Реакция пассивного иммунного гемолиза / 
Passive immune hemolysis reaction

Требования НД / 
ND requirements

Фактически 
(заражающий штамм) / 
Actually (infecting strain)

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

569В ED50 ≤1·107 м.к. / 
ED50 ≤1·107 m.c.

ЕD50 = 4,22·106 м.к.
 (V. cholerae Р-3122) /
ЕD50 = 5,62·105 м.к.  
(V. cholerae М-879) 

Накопление жидкости в толстом 
кишечнике 9 ± 1 дневных кроликов-

сосунков в дозе 102 и 103 м.к. / 
Accumulation of fluid in the large 
intestine of 9 ± 1 day-old suckling 

rabbits at a dose of 102 and 103 m.c.

На каждую дозу  
по 3 кролика-сосунка. 

У всех кроликов выражен синдром 
холерогенности / 

3 suckling rabbits for each dose. All 
rabbits exhibit cholerogenic syndrome

Присутствие в хромосоме гена ctxА / 
Presence of the ctxA gene on the chromosome

Ген ctxA+ присутствует / 
ctxA+ gene is present

Зона пассивного иммунного 
гемолиза – 2-4 мм / 

Zone of passive immune 
hemolysis – 2-4 mm

Зона пассивного иммунного 
гемолиза – 3,5 мм / 

Zone of passive immune 
hemolysis – 3.5 mm

M-41 ED50 ≤1·107 м.к. / 
ED50 ≤1·107 m.c.

ЕD50 = 3,16·105 м.к.  
(V. cholerae Р-3122) 

 
ЕD50 = 2,37·106 м.к.
(V. cholerae М-879) 

Накопление жидкости в толстом 
кишечнике 9 ± 1 дневных крольчат 

в дозе 105 и. 107 м.к. / 
Accumulation of fluid in the large 

intestine of (9 ± 1) day-old rabbits at a 
dose of 105 m.c. 107 m.c. 

На каждую дозу 
по 3 кролика-сосунка. 

У всех кроликов выражен синдром 
холерогенности / 

3 suckling rabbits for each dose. All 
rabbits exhibit cholerogenic syndrome

Присутствие в хромосоме гена ctxА / Presence 
of the ctxA gene on the chromosome

Ген ctxA+ присутствует /  
ctxA+ gene is present

– –

Таблица 3. Сравнительная характеристика данных полногеномного секвенирования штаммов V. сholerae 569В и М-41
Table 3. Comparative characteristics of whole-genome sequencing data of V. сholerae strains 569B and M-41

Штамм, этап отбора клеток при 
культивировании V. Сholerae / 
Strain, stage of cell selection 
during cultivation of V. сholerae

Профаг / 
Prophage 

Остров патогенности / 
Island of pathogenicity 

Гены / Genes Биосинтез антигена / 
Biosynsynthesis of antigens

CTXφ 
(ctxA, ctxB1)

RSI 
(rstR classical)

VPI-I VPI-II ToxT ToxR ToxS локус O1 (wbe)*

569В, I генерация / I generation + + + + + + - +

569В, II генерация / II generation + + + + + + - +

569В, III генерация / III generation + + + + + + - +

569В, IV генерация / IV generation + + + + + + - +

М-41, I генерация / I generation + + + + + + + +

М-41, II генерация / II generation + + + + + + + +

М-41, III генерация / III generation + + + + + + + +

М-41, IV генерация / IV generation + + + + + + + +

*Локус, содержащий необходимые для биосинтеза антигена O1 гены, расположенные между фланкирующими генами gmhD и rjg [Seed K.D. et al., 2012]. / 
*Locus containing genes necessary for the biosynthesis of the O1 antigen, located between the flanking genes gmhD and rjg [Seed K.D. et al., 2012].
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Таблица 2. Иммуногенные, вирулентные и токсигенные свойства штаммов 
Table 2. Immunogenic, virulent and toxigenic properties of strains

Штамм
V. cholerae / 
Strain
V. cholerae

Иммуногенность
(на белых беспородных мышах) / 

Immunogenicity
(on white mongrel mice)

Вирулентные свойства
(холерогенность на кроликах-сосунках) / 

Virulent properties (cholerogenicity on suckling rabbits)

Токсигенные свойства / 
Toxigenic properties

ПЦР с «Тест-системой для выявления ДНК V. cholerae (ctxA+) методом ПЦР (ГенХол)»
PCR with “Test system for detecting DNA of V. cholerae (ctxA+) by polymerase chain reaction (GenHol)”

Реакция пассивного иммунного гемолиза / 
Passive immune hemolysis reaction

Требования НД / 
ND requirements

Фактически 
(заражающий штамм) / 
Actually (infecting strain)

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

569В ED50 ≤1·107 м.к. / 
ED50 ≤1·107 m.c.

ЕD50 = 4,22·106 м.к.
 (V. cholerae Р-3122) /
ЕD50 = 5,62·105 м.к.  
(V. cholerae М-879) 

Накопление жидкости в толстом 
кишечнике 9 ± 1 дневных кроликов-

сосунков в дозе 102 и 103 м.к. / 
Accumulation of fluid in the large 
intestine of 9 ± 1 day-old suckling 

rabbits at a dose of 102 and 103 m.c.

На каждую дозу  
по 3 кролика-сосунка. 

У всех кроликов выражен синдром 
холерогенности / 

3 suckling rabbits for each dose. All 
rabbits exhibit cholerogenic syndrome

Присутствие в хромосоме гена ctxА / 
Presence of the ctxA gene on the chromosome

Ген ctxA+ присутствует / 
ctxA+ gene is present

Зона пассивного иммунного 
гемолиза – 2-4 мм / 

Zone of passive immune 
hemolysis – 2-4 mm

Зона пассивного иммунного 
гемолиза – 3,5 мм / 

Zone of passive immune 
hemolysis – 3.5 mm

M-41 ED50 ≤1·107 м.к. / 
ED50 ≤1·107 m.c.

ЕD50 = 3,16·105 м.к.  
(V. cholerae Р-3122) 

 
ЕD50 = 2,37·106 м.к.
(V. cholerae М-879) 

Накопление жидкости в толстом 
кишечнике 9 ± 1 дневных крольчат 

в дозе 105 и. 107 м.к. / 
Accumulation of fluid in the large 

intestine of (9 ± 1) day-old rabbits at a 
dose of 105 m.c. 107 m.c. 

На каждую дозу 
по 3 кролика-сосунка. 

У всех кроликов выражен синдром 
холерогенности / 

3 suckling rabbits for each dose. All 
rabbits exhibit cholerogenic syndrome

Присутствие в хромосоме гена ctxА / Presence 
of the ctxA gene on the chromosome

Ген ctxA+ присутствует /  
ctxA+ gene is present

– –
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