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Резервуаром возбудителя холеры в межэпидемические периоды на территории эндемичных по этой инфекции стран 
могут быть поверхностные водоемы. Вместе с тем нетоксигенные штаммы холерных вибрионов различных серогрупп 
могут переживать и сохраняться в водных объектах как автохтонные представители водной микрофлоры на неэндемич-
ных территориях. Одной из форм, обеспечивающих сохранение штаммов холерных вибрионов, являются биопленки. 
В данной публикации приведены данные о способности холерных вирионов образовывать биопленку на биотических 
субстратах в микрокосмах (хитин речного рака и фитопланктон – микроводоросли Dioscorea сommunis) на основе рас-
чета показателя биопленкообразования (ПБ). 
При оценке биопленкообразования в микрокосмах самый высокий ПБ (1,8 ± 0,3) на хитиновом субстрате наблюдался 
у токсигенного штамма, выделенного из воды. У штамма, выделенного от больного, в тех же условиях на микроводо-
рослях самое высокое значение ПБ составило 1,7 ± 0,7. У нетоксигенных штаммов Vibrio cholerae О1 El Tor показатель 
ПБ колебался от 0,6 ± 0,20 до 0,9 ± 0,40 в зависимости от температуры. Приведенные данные свидетельствуют о 
способности холерных вирионов образовывать биопленку не только на хитиновом субстрате, но и на микроводорослях 
(фитопланктоне).
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The ability of Vibrio cholerae O1 El Tor to form a biofilm 
in an experiment on biological substrates in microcosmas
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Surface water bodies may serve as reservoirs of the cholera pathogen during interepidemic periods in countries endemic for 
this infection. At the same time, in non-endemic areas, non-toxigenic strains of cholera vibrios of various serogroups may 
survive and persist in water bodies as autochthonous representatives of aquatic microflora. One form that ensures the 
preservation of cholera vibrio strains is biofilms. 
The article presents data on the ability of cholera virions to form a biofilm on biotic substrates in microcosms (crayfish chitin and 
phytoplankton – Dioscorea сommunis microalgae) based on the calculation of the biofilm formation index (BFI).
When assessing the biofilm formation of toxigenic strains of cholera vibrios in microcosms, we found that the highest BFI 
(1.8 ± 0.3) was observed on a chitinous substrate for the toxigenic strain isolated from water. The strain isolated from the patient 
had the highest indicator of 1.5 ± 0.40 under the same conditions on microalgae. For non-toxigenic strains of Vibrio cholerae 
O1 El Tor, BFI varied from 0,6 ± 0,20 to 0,9 ± 0.40 depending on the temperature. The presented data indicate that V. cholerae 
can form biofilms not only on a chitinous substrate, but also on microalgae (phytoplankton).
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Способность Vibrio cholerae О1 El Tor формировать биопленку в эксперименте на биологических субстратах в микрокосмах

The ability of Vibrio cholerae O1 El Tor to form a biofilm in an experiment on biological substrates in microcosmas

Р езервуаром возбудителя холеры в межэпидемические 
периоды на территории эндемичных по этой инфекции 

стран могут быть поверхностные водоемы. Вместе с тем на 
неэндемичных территориях нетоксигенные штаммы холер-
ных вибрионов различных серогрупп могут переживать и 
сохраняться в водных объектах как автохтонные представи-
тели водной микрофлоры. Попадая в окружающую среду, 
бактерии Vibrio cholerae встречаются с естественными оби-
тателями водной среды, взаимоотношения с которыми пред-
ставляют интерес с точки зрения их роли в персистенции 
холерных вибрионов [1–3]. Еще в 1983 г. Hug et al. показали, 
что между сезонными колебаниями численности холерных 
вибрионов и ракообразных (хитин) существует корреляцион-
ная связь. Хитин членистоногих обеспечивает питание и 
размножение вибрионов, обладающих ферментом хитина-
зой, а муциназа, продуцируемая бактериями, увеличивает 
их адгезивные свойства [4]. В свою очередь, массовое раз-
витие и цветение фитопланктона и водорослей в начале 
теплых сезонов играет важную роль в развитии водного 
сообщества, поскольку обеспечивает дополнительные пита-
тельные вещества для последующего развития зоопланкто-
на и гидробионтов, что приводит к активному размножению 
холерных вибрионов. Рядом авторов зоо- и фитопланктон 
рассматриваются как важные факторы в распространении 
холеры как внутри континентов, так и между ними [5–7]. 
Кроме того, особую роль в сохранении и эволюции холерных 
вибрионов в водных экосистемах играет их способность 
формировать биопленку, которая обеспечивает дополни-
тельную защиту от хищных протистов, доступ к питательным 
веществам и повышенную стрессоустойчивость при измене-
нии экологических условий [1, 8, 9]. Однако в настоящее 
время в литературе нет данных о формировании холерными 
вибрионами биопленки в микрокосмах.

Целью работы явилась экспериментальная оценка спо-
собности холерных вибрионов формировать биопленку на 
поверхности хитинового панциря речного рака и микроводо-
рослях Dioscorea communis в микрокосмах по показателю 
биопленкообразования методом полимеразной цепной реак-
ции в режиме реального времени (ПЦР-РВ).

Материалы и методы

В работе использовали штаммы V. cholerae О1 El Tor 
ctxА+tcpА+ №№ 19613 (Инаба), выделенный из воды, 19667 
(Огава), выделенный от человека, и V. cholerae О1 El Tor 

ctxА–tcpА– №№ 20000 (Огава), 19670 (Инаба), выделенные 
из воды, полученные из лаборатории «Коллекция патоген-
ных микроорганизмов» ФКУЗ «Ростовский-на-Дону проти-
вочумный институт» Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону. 
Штаммы водорослей IPAS S-313 D. communis, являющихся 
обычными обитателями поверхностных водоемов средних 
широт, получены из коллекции микроводорослей ИФР РАН 
(IPPAS), ФГБУН «Институт физиологии растений им. 
К.А.Тимирязева» РАН. В качестве биотических субстратов в 
среде культивирования использовали хитин речного рака 
(0,5 × 0,5 см) и микроводоросли D. communis. Биопленки 
холерных вибрионов получали запатентованными и описан-
ными ранее способами [10, 11]. 

Экспериментальные микрокосмы (модели, состоящие из 
водорослей, хитина и холерных вибрионов) содержали 
холерные вибрионы в концентрации 104 КОЕ/мл, однокле-
точные зеленые водоросли в концентрации 104 кл./мл и 
фрагменты хитинового панциря речного рака. Пробы после-
довательно культивировали в условиях, моделирующих 
сезонные изменения температуры воды поверхностных 
водоемов (весна-осень, лето, зима). Наблюдение проводили 
в течение 28 суток при температуре 25 ± 1°С и дневном 
освещении (1000 люкс) (лето). Затем, со второго месяца, эти 
же пробы помещали на 28 суток при температуре 15 ± 1°С и 
освещенности день-ночь (весна-осень). С третьего месяца 
пробы культивировали 28 суток при температуре 6 ± 1°С без 
освещения (зимний период). Концентрацию холерных вибри-
онов в фитопланктоне и хитиновом панцире речного рака 
количественно оценивали методом ПЦР-РВ на 7, 14 и 28-е 
сутки [10, 11]. Количество клеток водорослей оценивали 
микроскопически [12]. Жизнеспособность холерных вибрио-
нов подтверждали бактериологическим методом по нали-
чию характерного роста на агаре Мартена рН 7,6 (производ-
ства ФБУНГЦ ПМБ, г. Оболенск). 

Поскольку зеленые микроводоросли D. communis были 
распределены по всему объему речной воды (фитоплан-
ктон) над хитиновым субстратом в микрокосмах, то способ-
ность холерных вибрионов формировать биопленку (показа-
тель биопленкообразования (ПБ)) на хитиновом панцире 
речного рака рассчитывали как отношение количества 
микробных клеток (м.к.) на фрагменте хитинового панциря к 
количеству м.к. в фитопланктоне, которое определяли с 
помощью метода ПЦР-РВ [11].

ПБ холерных вибрионов в фитопланктоне рассчитывали 
как отношение количества микробных клеток (м.к.) на 

Таблица 1. Показатель биопленкообразования (ПБ) V. cholerae О1 El Tor на хитиновом панцире речного рака в микрокосмах
Table 1. Biofilm formation rate of V. cholerae O1 El Tor on the chitinous shell of crayfish in complex microcosms

№№ штаммов 
V. cholerae О1 El Tor 
и наличие генов 
ctxА, tcpА /
Strains number 
V. cholerae O1 El Tor 
and the presence of 
the ctxА, tcpА gene

Объект 
выделения /

Selection object

Период наблюдения, сутки / Incubation period, days

7 14 28 7 14 28 7 14 28

Температура инкубации, °С / Incubation temperature, °C

25 15 6

ПБ(ВFI) 

ctxА+tcpА+ 19613 Вода / Water 1,2 ± 0,2 1,5 ± 0,2 1,5 ± 0,3 1,8 ± 0,3 1,6 ± 0,2 1,6 ± 0,4 1,1 ± 0,1 1,6 ± 0,6 1,6 ± 0,6 

ctxА+tcpА+ 19667 Человек/ Human 1,1 ± 0,1 1,4 ± 0,4 1,4 ± 0,3 1,7 ± 0,7 1,7 ± 0,1 1,1 ± 0,1 1,1 ± 0,30 1,4 ± 0,3 1,2 ± 0,5

ctxА-tcрА- 20000 Вода / Water 1,2 ± 0,30 1,3 ± 40 1,3 ± 0,20 1,5 ± 0,40 1,5 ± 0,10 1,4 ± 0,60 1,7 ± 0,30 1,4 ± 0,30 1,20 ± 0,20 

ctxА-tcpА- 19670 Вода / Water 1,3 ± 0,10 1,20 ± 0,20 1,10 ± 0,30 1,5 ± 0,40 1,5 ± 0,20 1,2 ± 0,30 1,2 ± 0,10 1,00 ± 0,30 1,1 ± 0,20 
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микроводорослях D. communis к количеству м.к. в биопленке 
на фрагменте хитина, которое рассчитывали с использова-
нием метода ПЦР-РВ.

Микропрепараты для визуализации биопленок в свето-
вом микроскопе готовили, отпечатывая фрагменты хитино-
вого панциря и водоросли на предметном стекле, после чего 
высушивали и фиксировали в 96°-м спирте в течение 
20 мин. Препараты окрашивали Конго красным и фуксином 
(«Интерхим», Россия). Исследуемые образцы изучали в све-
товом микроскопе Zeiss Axiostar plus (Carl Zeiss, Германия) 
при увеличении 6 × 100. Все эксперименты проводили в 
трехкратной повторности. Статистический анализ выполня-
ли с использованием программы Medstatistica.ru. Полученные 
данные объединяли в вариационные ряды, на основании 
которых проводили расчет средних арифметических вели-
чин (M). В качестве ошибки среднего представляли стан-
дартное отклонение (σ). Статистическую значимость разли-
чий экспериментальных данных оценивали с помощью кри-
терия Стьюдента, при уровне значимости p ≤ 0,05 достовер-
ность считали значимой. 

Все эксперименты проводили с соблюдением требований 
биологической безопасности [13].

Результаты

Оценивая ПБ токсигенного штамма V. cholerae О1 El Tor 
19613, выделенного из воды, на хитиновом субстрате за 
28 суток (один период наблюдения), установили, что самый 
высокий показатель составил 1,8 ± 0,3 при температуре 
культивирования 15 ± 1°С, самый низкий  – 1,1 ± 0,1 при 
6 ± 1°С. У токсигенного штамма V. cholerae О1 El Tor 19677, 
выделенного от больного, в тех же условиях самый высокий 
ПБ оказался равен 1,7 ± 0,3, самый низкий  – 1,1 ± 0,1. У 
нетоксигенного штамма V. cholerae О1 El Tor 20000 ПБ коле-
бался от 1,2 ± 0,20 (при 25 ± 1°С и 6 ± 1°С) до 1,5 ± 0,40 
(15 ± 1°С). У V. cholerae О1 El Tor 19670 ПБ варьировал от 
0,1 ± 0,20 (6 ± 1°С) до 1,5 ± 0,40 (6 ± 1°С) (табл. 1). 

ПБ токсигенных штаммов на микроводорослях при тех же 
температурных условиях составил: у штамма V. cholerae О1 
El Tor 19613 – от 0,6 ± 0,10 (15 ± 1°С) до 0,9 ± 0,20 ( 6 ± 1°С), 
у штамма V. cholerae О1 El Tor 19677 – от 0,6 (15 ± 1°С) до 
1,0 (6 ± 1°С). ПБ нетоксигенных штаммов практически не 
отличался и составлял от 0,6 ± 0,10 до 0,9 ± 0,40 при темпе-
ратуре культивирования 15 ± 1°С и 6 ± 1°С соответственно 
(табл. 2).

Концентрация зеленой водоросли D. communis составила 
107 кл/мл, придавая насыщенный зеленый оттенок всему 
объему воды, и оставалась на этом уровне весь период 
наблюдения. 

Следует отметить, что ПБ токсигенного штамма V. cholerae 
О1 El Tor 19613, выделенного из воды поверхностных водо-
емов, на хитиновом панцире речного рака был выше, чем у 
токсигенного штамма V. cholerae О1 El Tor 19667, изолиро-
ванного от человека, и нетоксигенных штаммов, в то время 
как при формировании биопленки на микроводорослях ПБ 
токсигенного штамма (V. cholerae О1 El Tor 19667), выделен-
ного от человека, в тех же условиях культивирования был 
выше, чем у токсигенного штамма, изолированного из воды 
(V. cholerae О1 El Tor 19613), и нетоксигенных штаммов 
водного происхождения. 

При сравнении значения ПБ исследуемых штаммов на 
хитиновом субстрате при температурах, моделирующих 
сезонные изменения в поверхностных водоемах, прослежи-
вается однотипная тенденция. Значения показателей БП при 
15 ± 1°С были немного выше, чем при 25 ± 1°С, однако раз-
личия оставались незначительными и были статистически 
незначимыми (р ≤ 0,05). Снижение температуры до 6 ± 1°С 
не сопровождалось снижением концентрации холерных 
вибрионов.

Статистическая оценка результатов ПБ V. cholerae О1 El 
Tor на микроводорослях в микрокосмах при тех же темпера-
турных режимах показала, что изменения ПБ при различных 
температурных режимах статистически не значимы 
(p ≤ 0,05). В течение всего периода наблюдения ПБ исследу-
емых штаммов незначительно изменялся (уменьшался или 
увеличивался), однако оставался на достаточно высоком 
уровне даже в условиях, моделирующих зимнюю температу-
ру в воде открытых водоемов. В 1990-х гг. Голубев с соавт. 
(1995), изучая влияние зеленых водорослей на планктонную 
форму V. cholerae, установили, что микроводоросли Scene- 
desmus quadricauda (D. communis) в зависимости от темпе-
ратуры по-разному воздействовали на вибрионы – при тем-
пературе 24–25°С оказывали лишь бактериостатическое 
действие, а при 4–16°С стимулировали рост холерных 
вибрионов [14].

При визуализации мазков-отпечатков у исследуемых 
штаммов холерных вибрионов на микропрепаратах отмеча-
ли скопление клеток вокруг микроводоросли D. сommunis, 
которое было окружено аморфным веществом (экзополиса-
харидом), окрашенным в розовый цвет (рисунок).

Таблица 2. Показатель биопленкообразования V. cholerae О1 El Tor на микроводорослях в микрокосмах
Table 2. Biofilm formation rate of V. cholerae O1 El Tor on microalgae in complex microcosms

№№ штаммов 
V. cholerae О1 El Tor 
и наличие генов 
ctxА, tcpА /
Strains number 
V. cholerae O1 El Tor 
and the presence of 
the ctxА, tcpА gene

Объект 
выделения /

Selection object

Период наблюдения, сутки / Incubation period, days

7 14 28 7 14 28 7 14 28

Температура инкубации, °С / Incubation temperature, °C

25 15 6

ПБ(РВ) ПБ ПБ ПБ ПБ ПБ ПБ ПБ ПБ

ctxА+tcpА+ 19613 Вода / Water 0,8 ± 0,50 0,7 ± 0,30 0,7 ± 0,30 0,6 ± 0,10 0,6 ± 0,30 0,9 ± 0,20 0,9 ± 0,40 0,7 ± 0,30 0,9 ± 0,20 

ctxА+tcpА+ 19667 Человек/ Human 0,9 ± 0,40 0,7 ± 0,50 0,7 ± 0,30 0,6 ± 0,40 0,6 ± 0,10 0,9 ± 0,20 1,0 ± 0,10 0,7 ± 0,40 0,9 ± 0,10 

ctxА-tcрА- 20000 Вода / Water 0,8 ± 0,30 0,8 ± 0,40 0,8 ± 0,60 0,6 ± 0,40 0,7 ± 0,30 0,9 ± 0,10 0,9 ± 0,40 0,7 ± 0,30 0,8 ± 0,20 

ctxА-tcpА- 19670 Вода / Water 0,7 ± 0,30 0,8 ± 0,20 0,9 ± 0,10 0,7 ± 0,30 0,6 ± 0,40 0,8 ± 0,20 0,8 ± 0,30 0,9 ± 0,20 0,9 ± 0,10 
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The ability of Vibrio cholerae O1 El Tor to form a biofilm in an experiment on biological substrates in microcosmas

Обсуждение

Таким образом, представленные результаты свидетель-
ствуют о возможности использования методических прие-
мов, предлагаемых в работе, для оценки способности холер-
ных вибрионов формировать биопленку на биотических 
субстратах в микрокосмах. Следует отметить, что все иссле-
дуемые штаммы холерных вибрионов были способны фор-
мировать биопленку как на хитиновом субстрате, так и на 
микроводорослях в микрокосмах. Способность штаммов 
холерных вибрионов колонизировать поверхность биотиче-
ских субстратов (хитин и фитопланктон) может привести к 
накоплению возбудителя в поверхностных водоемах. В слу-
чае завоза токсигенных культур и их попадания в водоемы 
данный феномен, вероятно может способствовать развитию 
эпидемического осложнения. Полученные результаты могут 
быть использованы для дополнительной оценки патогенети-
ческого и персистентного потенциала V. cholerae.
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