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АННОТАЦИЯ
Обоснование. В летне-осенний период наступает пик размножения и цветения фитопланктона, вследствие чего 

в это время отмечают ухудшение показателей качества речной воды. Одновременно регистрируют случаи желудочно-
кишечных заболеваний у людей, а на эндемичных территориях возможно возникновение эпидемических осложнений 
по холере. Образование холерными вибрионами биоплёночных форм на поверхности хитинопокровных гидробион-
тов и пластиковых компонентов может приводить к распространению холерных вибрионов и, возможно, объясняет  
аутохтонный механизм их существования в водоёмах. 

Цель — определить продолжительность сохранения холерных вибрионов на биотических (хитин) и абиотических 
(пластик) субстратах в присутствии зелёных одноклеточных водорослей при изменении температуры культивирования 
в условиях эксперимента.

Материалы и методы. Для решения поставленной цели использовали бактериологические и молекулярно-гене-
тические методы. 

Результаты. Показано сохранение токсигенных и нетоксигенных штаммов Vibrio cholerae О1 El Tor и V. cholerae О139 
(ctxАВ+tcpА+csh1– и ctxА–tcpА–csh1+) в течение шести месяцев, в том числе три месяца при пониженной температуре, 
имитирующей осеннее-зимний период, в составе биоплёнок в микрокосмах, где одним из компонентов являются зе-
лёные микроводоросли. Нами отмечено превышение концентрации на два порядка V. cholerae О1 и О139 серогрупп 
в пробах, где одним из компонентов является хитин, и размножение зелёных микроводорослей в присутствии хи-
тинового субстрата, что, вероятно, является одним из этапов пищевой цепи в экологии водоёмов и, соответствен-
но, может быть резервуаром для биоплёночных форм холерных вибрионов. Сохранение нетоксигенного штамма 
V. cholerae О1 El Tor в жизнеспособном состоянии в биоплёночных пробах на пластике при уменьшении температуры 
до 8±2℃ в течение трёх месяцев, возможно, связано с наличием в его геноме гена холодового шока. 

Заключение. Без субстрата для адгезии, колонизации и формирования биоплёнок вибрионы не способны к дли-
тельной персистенции при пониженной температуре.
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ABSTRACT
BACKGROUND: In the summer-autumn period, the peak of phytoplankton reproduction and flowering occurs and results 

in the deterioration of the quality of river water is noted. At the same time, cases of gastrointestinal diseases in humans are 
recorded, and epidemic complications of cholera may occur in endemic areas. V. cholerae form biofilm on the surface of 
chitinous hydrobionts and plastic components can lead to the spread of V. cholerae, possibly explaining the autochthonous 
mechanism of their existence in water bodies.

AIM: This study determines the duration of Vibrio cholerae preservation on biotic (chitin) and abiotic (plastic) substrates in 
the presence of green unicellular algae with a change in cultivation temperature under experimental conditions.

MATERIALS AND METHODS: This study used bacteriological and molecular genetic methods to achieve its goal.
RESULTS: The preservation of toxigenic and non-toxigenic strains of V. cholerae O1 El Tor and V. cholerae O139 

(ctxАВ+tcpА+csh1– and ctxА–tcpА–csh1+) for six months, including three months at a low temperature simulating the  
autumn-winter period, as part of biofilms in microcosms, where one component is green microalgae. We noted an excess of 
the concentration of V. cholerae O1 and O139 serogroups by two orders of magnitude in samples where one of the components 
is chitin and the reproduction of green microalgae in the presence of a chitin substrate. This is probably one stage in the food 
chain in the ecology of water bodies and, accordingly, can be a reservoir for biofilm forms of cholera vibrios. Preservation of 
V. cholerae O1 El Tor non-toxigenic strain in a viable state in biofilm samples on plastic at decreased temperatures 8±2°C for 
three months is possibly due to the presence of a cold shock gene in its genome.

CONCLUSION: Without a substrate for adhesion, colonization, and biofilm formation, vibrios are incapable of long-term 
persistence at low temperatures.

Keywords: Vibrio cholerae, algae, biofilms, plastic, chitin.
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абиотического — пластинки из пищевого пластика 
[12–14]. Совместное культивирование холерных вибрио-
нов в биоплёночной и планктонных формах с зелёными 
микроводорослями проводили в конических химически 
чистых колбах по методике, описанной нами раннее [15]. 
Эксперименты проводили в стерильных условиях на реч-
ной автоклавированной воде. Экспериментальные про-
бы состояли из холерных вибрионов (104 м.к./мл),  
одноклеточных зелёных водорослей (104 кл/мл), биоти-
ческого (хитин) или абиотического (пластик) субстрата 
и без субстратов. В контрольные пробы входили холер-
ные вибрионы без субстратов.

Условия эксперимента для опытных и контрольных 
проб были одинаковыми. Первый месяц культивирова-
ние проб проходило при комнатной температуре 23±2℃ 
и дневном освещении, со второго месяца эти же пробы 
помещали в условия температуры 14±2℃ и освещён-
ности «день/ночь». Дневная освещённость составляла 
1000 люкс. С третьего месяца пробы культивировали 
при температуре 8±2℃ без освещения (имитация зим-
них условий). 

Концентрацию холерных вибрионов в планктонной 
и биоплёночной форме количественно оценивали мето-
дом полимеразной цепной реакции в реальном времени 
[16–18] — количество клеток водорослей под микро-
скопом [15]. Жизнеспособность холерных вибрионов 
подтверждали бактериологическим способом по росту 
на агаре Мартена с рН 7,6 [12]. Высевы осуществляли 
один раз в неделю.

Визуализацию микрокосмов в экспериментальных 
и контрольных пробах проводили микроскопическими 
методами с помощью световой и люминесцентной ми-
кроскопии [13]. Фиксированные препараты окрашивали 
конго-красным и фуксином, нативные — акридиновым 
оранжевым. Исследуемые образцы изучали в световом 
микроскопе NikonEclipse E200 F с люминесцентным мо-
дулем и иммерсионной системой при увеличении 10×100.

Эксперименты проводили в трёхкратной повторности. 
Накопление, корректировку, систематизацию исходной 
информации и визуализацию полученных результатов 
осуществляли в электронных таблицах Microsoft Office 
Excel 2016, используя десятичный логарифм. Статисти-
ческий анализ проводили с использованием программы 
Medstatistica.ru. Полученные данные объединяли в вариа-
ционные ряды, на основании которых проводили расчёт 
средних арифметических величин (M). В качестве ошиб-
ки среднего представляли стандартное отклонение (σ) 
и относительное стандартное отклонение (коэффициент 
вариации — CV) [19]. Статистическую значимость раз-
личий экспериментальных данных оценивали с помощью 
t-критерия Стьюдента, при уровне p ≤0,05 достоверность 
считали значимой. Если концентрация холерных вибрио-
нов была в пределах одного порядка, то эти значения оце-
нивали как идентичные. 

ОБОСНОВАНИЕ
Фитопланктон является одним из основных компо-

нентов водной экосистемы. В поверхностных водоёмах 
средних широт массовое размножение и цветение фито-
планктона начинаются в летний период, и это способству-
ет обеспечению питательными веществами зоопланктона 
и других гидробионтов [1–3]. В летне-осенний период 
(с июля по ноябрь), численность фитопланктона дости-
гает более 100 000 кл/см3, и, как следствие, отмечается 
ухудшение показателей качества речной воды [4], одно-
временно регистрируются случаи заболевания людей же-
лудочно-кишечными заболеваниями [5], вплоть до смер-
тельных исходов, и зачастую в это время на эндемичных 
территориях возникают эпидемии холеры [6, 7].

Холерные вибрионы, как и большинство микроорга-
низмов, могут существовать в форме биоплёнок, адгези-
руя на поверхности биотических компонентов хитинового 
покрова некоторых морских животных, целлюлозного 
покрова водорослей [8–10] и абиотических (пластисфе-
ра) компонентов [11], что может способствовать их рас-
пространению на различные расстояния. Возможно, это 
является объяснением одного из механизмов аутохтонного 
существования холерных вибрионов в водоёмах. Научных 
данных по взаимодействию биоплёночной формы холер-
ных вибрионов с постоянными представителями гидро-
биоценоза водоёмов средних широт — зелёными одно-
клеточными водорослями в доступной литературе нами 
не найдено. 

Цель — определить длительность сохранения холер-
ных вибрионов на биотических (хитин) и абиотических 
(пластик) субстратах в присутствии зелёных одноклеточ-
ных водорослей при изменении температуры культивиро-
вания в условиях эксперимента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для экспериментального моделирования использовали 

биоплёночные и планктонные формы холерных вибрионов 
на биотических и абиотических субстратах и зелёные од-
ноклеточные водоросли (микроводоросли). Штаммы Vibrio 
cholerae различались по происхождению, токсигенности 
и набору генов: V. cholerae О1 El Tor 19 613 (Инаба), 19 667 
(Огава) ctxАВ+tcpА+csh1–, 20 000 (Огава), 19 670 (Инаба) 
ctxА–tcpА–csh1+; V. cholerae О139 17 259 ctxАВ+tcpА+csh1– 
и 17 918 ctxАВ–tcpА–csh1–. Штаммы водорослей IPAS S-313 
Desmodesmus communis и А-241 Ankistrodesmus falcatus, 
являющихся обычными обитателями поверхностных 
водоё мов средних широт, получены из коллекции микро-
водорослей Института физиологии растений имени К.А. Ти-
мирязева Российской академии наук. 

Получение биоплёнок холерных вибрионов проводили 
запатентованными и описанными ранее способами, где 
в качестве биотического субстрата использовали хитино-
вый экзоскелет речного рака Astacus astacus, в качестве 

https://www.medicalherald.ru/jour/article/view/1052
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увеличилась на два порядка, т.е. адгезия клеток холерных 
вибрионов к хитину и их размножение произошли с на-
чала эксперимента. Через неделю в пробах с хитиновым 
субстратом в биоплёнках концентрация холерных виб-
рионов всех штаммов достигла значений 9 Lg. На плас-
тиковом субстрате также регистрировали формирова-
ние биоплёнки, но концентрация холерных вибрионов  
в планктонной и биоплёночных формах была на два 
порядка ниже, чем в микрокосмах с хитином. В тече-
ние первых четырёх недель (рис. 1c, 1d) концентрация 
V. cholerae О1 в биоплёночных и планктонных формах 
в пробах на хитине варьировала на уровне значений 
8–9 Lg. В это же время в пробах с пластиковым субстра-
том концентрация холерных вибрионов всех штаммов 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Анализ результатов сохранения V. cholerae О1 и О139 

серогруппы в микрокосмах состоял из определения 
в опытных и контрольных пробах их концентрации 
в планк тонной или биоплёночной форме на разных суб-
стратах и без них в присутствии клеток зелёной микро-
водоросли. Таким образом, каждый штамм холерных 
вибрионов анализировали в шести пробах. Результаты 
экспериментов представлены на рис. 1a–d. 

Культивируя микрокосмы в пробах с хитиновым суб-
стратом при температуре 23±2℃, имитирующей летнюю 
температуру воды водоёмов, концентрация V. cholerae О1 
и О139 серогруппы в биоплёночных формах за сутки вы-
росла до 6 Lg, в планктоне над хитином концентрация 

Рис. 1. Концентрация V. cholerae O1/О39 серогрупп с разной генетической характеристикой, в разных условиях культивирования.
Примечание. Обозначения цветовых линий: зелёная — V. cholerae+водоросль; оранжевая — V. cholerae+водоросль+пластик/
планктон; серая — V. cholerae+водоросль+пластик/биоплёнка; жёлтая — V. cholerae+водоросль+хитин/планктон; синяя — 
V. cholerae+водоросль+хитин/биоплёнка; чёрная — V. cholerae контроль (без субстратов). 
Fig. 1. Concentration of V. cholerae O1/O39 serogroups with different genetic characteristics under different cultivation conditions. 
Note: Designations of color lines: green — V. cholerae+algae; orange — V. cholerae+algae+plastic/plankton; gray — V. cholerae+algae+ 
plastic/biofilm; yellow — V. cholerae+algae+chitin/plankton; blue — V. cholerae+algae+chitin/biofilm; black — V. cholerae control (without 
substrates).
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холерных вибрионов в контрольных пробах оставалась 
на прежнем уровне у штаммов V. cholerae El Tor 20 000 
(рис. 1c), у остальных штаммов отмечено снижение 
на один порядок (рис. 1a, 1b, 1d). 

Концентрация зелёной микроводоросли D. communis 
также оставалась на прежнем уровне, придавая насы-
щенный зелёный оттенок всему объёму воды.

Имитируя дальнейшее снижение температуры в во-
доёмах, с третьего месяца (десятая неделя) от начала 
культивирования все экспериментальные и контрольные 
пробы поместили в условия низкой температуры 8±2℃ 
и без освещения. На протяжении двух месяцев во всех 
биоплёночных формах с хитиновым субстратом концен-
трация клеток V. сholerae О1 и О139 серогрупп колеба-
лась в пределах 8,0–8,9 Lg. Исключение составил штамм  
V. cholerae El Tor 19 613: его концентрация была на по-
рядок ниже и колебалась в пределах 7,0–7,6 Lg (рис. 1d). 
В планктонных пробах над хитином отмечен подъём кон-
центрации на один порядок в пробах у всех штаммов. 
К этому моменту исходный хитиновый субстрат пол ностью 
деградировал до мельчайших хитиновых крупинок, ко-
торые распадались под браншами пинцета, поэтому 
легко попадали с током жидкости в пипетку при мани-
пуляциях для определения концентрации клеток. Воз-
можно, этим объясняется увеличение концентрации  
V. cholerae в планктонной форме над хитиновым субстра-
том. Через три месяца при температуре 8±2℃ концен-
трация клеток штаммов V. cholerae О139 17 918 и 17 259 
колебалась в пределах 7,2–8,2 и 8,3–10,3 Lg соответ-
ственно (рис. 1a, 1b); V. cholerae О1 20 000 и 19 613 была 
в пределах 8,5 и 6,7–8,2 Lg соответственно (рис. 1c, 1d).  
При высевах на питательный агар культура холерных 
вибрионов оставалась жизнеспособной с характерным 
ростом колоний холерных вибрионов на агаре Мар-
тена. Отмечены разные сроки сохранения штаммов 
холерных вибрионов в жизнеспособном состоянии:  
V. cholerae О139 17 918 — в течение одного месяца,  
V. cholerae О139 17 259 и V. cholerae О1 El Tor 19 613 — 
один месяц и две недели (срок наблюдения), V. cholerae 
О1 El Tor 20 000 — более трёх месяцев (срок наблюдения).

В биоплёночной форме с пластиковым субстратом 
и в пробах с водорослями, но без субстратов при сни-
жении температуры до 8±2℃ отмечалось снижение кон-
центрации клеток V. cholerae О1 и О139 серогруппы. Кон-
центрация V. cholerae О139 17 918 колебалась в пределах 
4,9–5,5, у V. cholerae О139 17 259 — 4,5–6,1, у V. cholerae 
О1 El Tor 20 000 — 4,5, у V. cholerae О1 El Tor 19 613 —  
4,5–5,8 Lg. При высевах на агар Мартена наблюдали рост 
штамма V. cholerae О139 17 918, находящегося в планк-
тонной форме в течение двух недель, тогда как в био-
плёночной форме отмечен рост в течение двух меся-
цев, у штамма V. cholerae О139 17 259 в биоплёночной 
форме и в пробе с водорослями без субстратов рост от-
мечен в течение двух месяцев. В пробах со штаммами  
V. cholerae О1 El Tor 20 000 и 19 613 отмечен рост 

в биоплёнках и планктоне была на два порядка ниже 
и колебалась в пределах 6,5–6,8 Lg. Аналогичной была 
концентрация холерных вибрионов в пробах с зелёными 
водорослями без субстратов. Через месяц концентра-
ция биоплёночных форм V. cholerae О139 17 918 и 17 259 
на хитиновом субстрате была 8,2 и 9,1 Lg, а в образцах 
планктона — 9,3 Lg соответственно (рис. 1a, 1b). Ско-
рость образования биоплёнок V. cholerae всех штаммов 
на пластиковом субстрате была ниже, чем на хитиновом, 
и через месяц их концентрация в биоплёнках была рав-
на 6,8–6,3 Lg, в планктонной форме — 6,9–6,8 Lg со-
ответственно. Концентрация холерных вибрионов в про-
бах с водорослями без субстратов равнялась 6,4–6,7 Lg.  
Во всех опытных пробах произошло увеличение кон-
центрации зелёной микроводоросли D. communis, о чём 
свидетельствовало появление визуально наблюдае-
мого характерного зеленоватого оттенка в толще воды, 
через месяц толща воды приобрёла насыщенный зелё-
ный цвет. При микроскопическом исследовании в кон-
це первой недели концентрация водоросли составила  
5×104 кл/мл, а к концу первого месяца — до 105 кл/мл.

В контрольных пробах концентрация холерных вибри-
онов всех испытуемых штаммов через неделю от начала 
эксперимента возросла на два порядка и сохранялась 
в течение месяца при 23±2℃. Как видно на графиках 
(рис. 1a–d), концентрация холерных вибрионов несколь-
ко ниже, чем в экспериментальных пробах или такая же. 
Культура холерных вибрионов во всех экспериментальных 
и контрольных пробах была жизнеспособной, колонии 
имели характерный рост на агаре Мартена. 

Для имитации осеннего периода, когда температура 
в поверхностных водоёмах снижается, пробы всех мик-
рокосмов с пятой недели (со второго месяца) поместили 
в новые условия культивирования: температура 14±2℃ 
и освещённость «день/ночь». На рис. 1a–d концентрация 
клеток холерных вибрионов во всех опытных и контроль-
ных пробах оставалась на прежнем уровне, когда куль-
тивирование происходило при 23±2℃. Через месяц куль-
тивирования в условиях, имитирующих осенний период, 
концентрация клеток штаммов V. cholerae О1 El Tor 20 000 
и 19 613 в биоплёночных пробах на хитине сохранялась 
и составляла 8,1 Lg, в планктонных (над хитином) — ко-
лебалась в пределах 8,7–8,1 Lg (рис. 1c, 1d). Аналогично 
в пробах со штаммами О139 серогруппы в биоплёнках 
на хитине концентрация клеток была в пределах 8,5–8,1 Lg,  
в планктоне — 8,6 Lg (рис. 1a, 1b). В биоплёночных 
формах на субстрате из пластика концентрация клеток  
V. cholerae El Tor 20 000 и 19613 также оставалась на преж-
нем уровне и составляла 6,2–7,5 Lg, при этом штаммы 
оставались жизнеспособными (рис. 1c, 1d). Концентрация 
клеток V. cholerae О139 серогруппы 17 918 и 17 259 была 
равна в биоплёнках 6,1–5,9 Lg и в планктоне 6,2–6,4 Lg, 
в этом же диапазоне была концентрация холерных виб-
рионов в пробах с водорослями без биотических и абио-
тических субстратов (рис. 1a, 1b). Концентрация клеток 
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до 14±2℃ и с дальнейшим уменьшением до 8±2℃ (первые 
две недели) значение t-критерия Стьюдента, рассчитанное 
по экспериментальным данным, для проб 1–4 (tэксп=0,31; 
0,03; 0,31; 1,03 соответственно) не превышает табличное 
значение tтабл=2,306 при уровне значимости р=0,05 и чис-
ле степеней свободы f=8.

При еженедельном сравнении динамики измене-
ния концентрации холерных вибрионов в биоплёночном 
и планктонном состоянии в пробах с хитиновым и пласти-
ковым субстратом и зелёной микроводорослью установле-
но, что значение критерия Стьюдента tэксп превышает та-
бличное значение tтабл при уровне значимости α=0,05. Это 
означает, что в пробах с хитиновым субстратом размно-
жение клеток холерных вибрионов происходит с первых 
дней, и до конца эксперимента их концентрация выше, 
чем в пробах с пластиковым субстратом. Результаты пред-
ставлены в табл. 2.

ОБСУЖДЕНИЕ
Из полученных результатов сравнения средней кон-

центрации клеток штаммов V. cholerae O1и О139 серогрупп 
в экспериментальных пробах с субстратами в биоплёнках 
и контрольных пробах без субстратов следует, что наблю-
даемые различия статистически незначимы и концен-
трация клеток холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп 
между собой в экспериментальных и контрольных про-
бах находится в пределах одного порядка. Это означает, 
что холерные вибрионы О1 и О139 серогрупп образуют 
биоплёнки однотипно и способны выживать на биотиче-
ском и абиотическом пластиковом субстрате в условиях, 
моделирующих летнюю и осенне-зимнюю температуру.

Согласно полученным результатам, в пробах в при-
сутствии зелёных микроводорослей и биотического суб-
страта хитина статистически подтверждено выраженное 
повышение концентрации клеток холерных вибрионов.  
При еженедельном сравнении результатов значений кон-
центрации холерных вибрионов в биоплёночных и планк-
тонных пробах с зелёной водорослью и хитиновым субстра-
том с такими же пробами, но с пластиковым субстратом 
и без субстратов получили статистически значимые различия  
(от p=0,000 018 до p=0,054 067), при этом значение t-кри-
терия Стьюдента, рассчитанное по экспериментальным 
данным, превышает критическое (табличное) при уровне 
значимости α=0,05 и числе степеней свободы f=6.

При сравнении суммарного значения концентрации 
холерных вибрионов за 12 недель в условиях темпера-
турных изменений в биоплёнках на хитиновом субстрате 
с биоплёнками на пластиковом субстрате и в планктон-
ных формах в присутствии зелёной водоросли получи-
ли статистически значимые результаты при p=0,000 128 
и p=0,000 004 соответственно. При сравнении проб только 
с зелёной водорослью с биоплёночными и планктонными 
пробами с хитиновым субстратом результаты также были 
статистически значимыми при p=0,000 039 и p=0,000 003 

в течение трёх месяцев в биоплёночной и планктонной 
форме (срок наблюдения). 

В контрольных пробах (без субстратов и водорос-
лей) концентрация холерных вибрионов с уменьшени-
ем температуры культивирования до 8±2℃ уменьши-
лась на 1–2 порядка в течение двух недель и составила  
5,2–4,0 Lg (рис. 1a–d). После двух недель при низкой тем-
пературе жизнеспособных холерных вибрионов не обнару-
жено, что проявилось в отсутствии роста колоний на агаре 
Мартена во всех контрольных пробах. 

Полученные результаты изменения концентра-
ций холерных вибрионов в опытных и контрольных 
микрокосмах со штаммами V. cholerae О1 El Tor 19 667 
ctxАВ+tcpА+csh1–, 19 670 ctxА–tcpА–csh1+, штаммом во-
доросли А-241 Ankistrodesmus falcatus были идентичны 
вышеописанным.

В результате экспериментальной работы при изме-
нении температуры культивирования от 23±2 до 8±2℃ 
у исследуемых штаммов V. cholerae О1 и О139 серогрупп 
наблюдали нарастание, выход на плато и уменьшение 
концентрации холерных вибрионов в присутствии зелёных 
микроводорослей в биопленочной и планктонной форме 
и без них (контрольная проба) в разные сроки. Концентра-
ция V. cholerae О1 и О139 серогрупп в контрольных пробах, 
т.е. без субстратов сохранялась в течение трёх месяцев, 
включая один месяц при температуре 8±2℃, с падени-
ем до нулевых значений с четвёртой недели. При этом 
в опытных пробах концентрация холерных вибрионов со-
хранялась более шести месяцев (срок наблюдения), вклю-
чая 14 недель при температуре 8±2℃. Все исследуемые 
штаммы холерных вибрионов независимо от серогруппы 
и токсигенности были способны к адгезии и формирова-
нию биоплёнок на абиотических и биотических субстратах, 
а также к размножению в планктонных пробах с микро-
водорослями без субстратов. Вероятно, некоторые штам-
мы V. cholerae О139 серогруппы в пробах с пластиковым 
субстратом при температуре 8±2℃ переходят в некульти-
вируемое состояние, находясь в планктонной форме. 

При формировании биоплёнки все исследуемые штам-
мы проходили все стадии её формирования, описанные 
нами раннее [13]: адгезия клеток, формирование монослоя 
и зрелой биоплёнки, клетки холерных вибрионов окружа-
ли клетки зелёных водорослей со всех сторон, формируя 
крупные агрегаты, при микроскопии был хорошо виден 
экзополисахарид розового цвета, клетки холерных виб-
рионов красного цвета и клетки зелёных водорослей зе-
лёного цвета. 

Статистический анализ сравнения значений средней 
концентрации и стандартного отклонения V. cholerae 
обеих серогрупп в биоплёночных и планктонных пробах 
в динамике при разных температурах культивирования 
представлен в табл. 1. При сравнении результатов дина-
мики увеличения/уменьшения концентрации холерных 
вибрионов О1 и О139 серогрупп в биоплёночных и планк-
тонных пробах при температуре культивирования от 23±2 
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холерных вибрионов продуцировать фермент муциназу, 
разрушающий муциноподобные компоненты клеток водо-
рослей [21], обеспечивает длительное сохранение клеток 
холерных вибрионов. Отмеченное размножение зелёных 
микроводорослей в присутствии хитинового субстрата, ве-
роятно, является одним из этапов пищевой цепи в эколо-
гии водоёмов и, соответственно, может быть резервуаром 
для биоплёночных форм холерных вибрионов [10, 22–25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, показано, что сохранение токсигенных 

и нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 и О139 серогрупп 
(ctxАВ+tcpА+csh1– и ctxА–tcpА–csh1+ и ctxА–tcpА–csh1–) 
в течение шести месяцев, в том числе три месяца при тем-
пературе, имитирующей осенне-зимний период, возмож-
но в составе биоплёнок на биотическом и абиотическом 

соответственно, а при сравнении их с пробами с плас-
тиковым субстратом результаты были не значимы — 
p=0,688 724 и p=0,895 928 соответственно. Полученные 
результаты означают, что присутствие хитинового суб-
страта во всех пробах приводит к размножению клеток 
холерных вибрионов, как это было установлено ранее [20]. 
При оценке размножения клеток зелёных микроводорос-
лей на один порядок визуально установлено, что в присут-
ствии хитина вся толща жидкости становится насыщенно 
зелёного цвета. Данное наблюдение может свидетель-
ствовать о том, что хитин является субстратом для раз-
множения не только вибрионов, но и водорослей.

Нами установлена способность холерных вибрионов 
находиться в жизнеспособном состоянии в течение дли-
тельного времени при низких температурах культивиро-
вания в пробах, где одним из компонентов были клет-
ки зелёных микроводорослей. Возможно, способность 

Таблица 1. Результаты средней концентрации клеток в биоплёнках штаммов V. cholerae O1 и О139 серогрупп в опытных пробах 
с субстратами и контрольных пробах без субстратов, М±σ, м.к./мл; CV, %
Table 1. Results of the average concentration of cells in biofilms of strains of V. cholerae O1 and O139 serogroups in experimental samples 
with substrates and control samples without substrates, М±σ, mc/ml; CV, %

Время, 
нед. t, ℃

Проба 1 (+водоросль) Проба 2 
(+водоросль+пластик)

Проба 3 
(+водоросль+хитин) Проба 4 (контроль)

V. cholerae 
О1

V. cholerae 
О139

V. cholerae 
О1

V. cholerae 
О139

V. cholerae 
О1

V. cholerae 
О139

V. cholerae 
О1

V. cholerae 
О139

1

23±2

7,01±0,09
1,31%

6,71±0,09 
1,37%

7,30±0,28 
3,86%

7,27±0,40 
5,46%

8,87±0,14 
1,58%

8,93±0,18 
1,98%

6,64±0,06 
0,85%

6,69±0,14 
2,11%

3 6,69±0,08 
1,16%

6,60±0,23 
3,43%

6,72±0,12 
176%

6,73±0,26 
3,8%

9,13±0,49 
95,41%

9,03±0,52 
5,73%

6,52±0,32 
4,88%

6,04±0,54 
9,01%

4 6,63±0,18
2,77

6,60±0,23 
3,43%

6,59±0,08 
2,17%

6,73±0,26 
3,8%

8,82±0,28 
3,18%

9,03±0,52 
5,73%

6,39±0,15 
2,32%

6,04±0,54 
9,01%

6
14±2

5,76±0,44
7,61

5,64±0,08 
1,38%

5,88±0,24 
4,05%

5,74±0,31 
5,40%

8,09±0,48 
5,96%

8,18±0,46 
5,65%

5,51±0,30 
5,39%

5±0,01 
0,14%

8 6,17±0,23
3,78%

6,18±0,27 
4,35%

6,17±0,33 
5,42%

6,21±0,19 
3,10%

8,27±0,33 
3,93%

8,49±0,27 
3,13%

5,94±0,52 
8,81% 5

∑ 6,45±0,49
7,59%

6,35±0,44
6,99%

6,53±0,54
8,33%

6,54±0,58
8,90%

8,64±0,44 
5,06%

8,73±0,38
4,36%

6,20±0,47 
7,55%

5,75±0,74
12,82%

tСт, 
р

0,31
0,767667

0,03
0,980570

0,31
0,765871

1,03
0,336004

10
8±2

5,74±0,40
6,9%

5,25±0,64
12,27%

5,31±0,52 
9,88%

5,59±0,18 
3,27%

8,49±0,71 
8,35%

8,59±0,36 
4,25%

5,19±0,05
0,95% 0

12 5,50±0,71
12,86%

5,0±0,71 
14,14%

5,25±0,5 
9,52%

5,13±0,25 
4,88%

8,13±0,85 
10,51%

8,5±0,58 
6,79% 5 0

∑ 5,62±0,17
3,02%

5,13±0,18
3,45%

5,28±0,04
0,8%

5,36±0,33
6,07%

8,31±0,25 
3,06%

8,54±0,06
0,74% – 0

tСт, 
р

1,98
0,297852

0,24
0,849649

0,89 
0,535381 – –

Примечание. М±σ — средняя концентрация клеток V. cholerae и стандартное отклонение; CV — коэффициент вариации V. cholerae 
за 8–12 недель; ∑ — среднее количество концентрации клеток; tСт — t-критерий Стьюдента; р — уровень значимости.
Note: M±σ — average V. cholerae cell concentration and standard deviation; CV — coefficient of variation V. cholerae in 8–12 weeks; 
∑ — average amount of cell concentration; tСт — Student’s criterion; p — significance level.
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субстрате в микрокосмах, где одним из компонентов яв-
ляются зелёные микроводоросли. Концентрация холерных 
вибрионов в пробах с хитиновым субстратом и клетками 
водорослей на два порядка выше, чем в пробах с пласти-
ковым субстратом и клетками водорослей и сохраняется 
весь срок наблюдения. Более продолжительное сохране-
ние V. cholerae О1 El Tor нетоксигенного штамма с наличи-
ем гена csh1+ [26] в жизнеспособном состоянии в составе 
биоплёнок на пластике при уменьшении температуры 
до 8±2℃, возможно, связано с наличием в его геноме гена 
холодового шока, что требует дальнейших исследований 
для экспериментальной проверки. Без субстрата для ад-
гезии, колонизации и формирования биоплёнок холер-
ные вибрионы не способны к длительной персистенции 
при пониженной температуре. 

ДОПОЛНИТЕЛЬНО 
Источник финансирования. Работа проведена в рамках отрас-
левой научно-исследовательской программы Роспотребнадзора.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных 
и потенциальных конфликтов интересов, связанных с публика-
цией настоящей статьи. 

Таблица 2. Результаты средней концентрации клеток V. cholerae в опытных пробах с разными субстратами и контрольных пробах 
без субстратов, при температуре 23±2, 14±2 и 8±2℃, М±σ, м.к./мл; CV, %
Table 2. The results of the average concentration of V. cholerae cells in experimental samples with different substrates and control 
samples without substrates, at a temperature of 23±2, 14±2, and 8±2℃, М±σ, mc/ml; CV, %

Время, 
нед. t, ℃

V. cholerae+водоросли

Контроль
+водоросль

Пластик Хитин

БП Планктон БП Планктон

1

23±2

7,11±0,38 
5,33%

7,39±0,43
5,88%

7,19±0,15
2,06%

8,96±0,18
2,02%

8,83±0,09
1,06%

6,66±0,09
1,39%

3 6,64±0,15
2,21%

6,63±0,22
3,29%

6,82±0,09
1,33%

8,80±0,40
4,54%

9,31±0,47
5,04%

6,28±0,45
7,23%

4 6,65±0,15
2,20%

6,59±0,18
2,79%

6,77±0,19
2,78%

8,75±0,43
4,90%

9,10±0,32
3,55%

6,22±0,38
6,16

6
14±2

5,70±0,27
4,66%

5,74±0,34
5,92%

5,87±0,20
3,32%

7,82±0,26
3,36%

8,42±0,42
5,00%

5,26±0,34
6,43%

8 6,17±0,21
3,33%

6,01±0,16
2,58%

6,36±0,21
3,33%

8,21±0,21
2,56%

8,52±0,34
4,05%

5,47±0,62
11,36%

10
8±2

5,49±0,52
9,49%

5,21±0,29
5,60%

5,70±0,34
5,91%

8,19±0,4
4,89%

8,91±0,39
4,37% 0

12 5,25±0,65
12,30% 5 5,38±0,48

8,91%
7,88±0,63

7,99%
8,88±0,25

2,82% 0

∑
CV
m

6,14±0,69
11,24
0,28

6,08±0,85
13,96
0,35

6,30±0,67
10,61
0,27

8,37±0,46
5,51%
0,19

8,85±0,31
3,49%
0,13

–

Примечание. М±σ — средняя концентрация клеток V. cholerae и стандартное отклонение; CV — коэффициент вариации;  
∑ — среднее количество концентрации клеток; m — средняя ошибка средней арифметической V. cholerae за 12 недель.
Note: M±σ — average V. cholerae cell concentration and standard deviation; CV — coefficient of variation; ∑ — average amount of cell 
concentration; m — the average error of the arithmetic mean V. cholerae for 12 weeks.
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