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На протяжении длительного периода эволюции микроорганизмы выработали множество факторов, позволяющих им 
выживать в конкурентной борьбе за существование. Многие бактерии синтезируют биологически активные вещества 
белково-пептидной природы, ингибирующие частично или полностью рост филогенетически близкородственных 
микроорганизмов и даже таксономически неродственных бактерий. Одним из таких веществ является бактериоцин-
вибриоцин, продукция которого обеспечивает холерному вибриону селективное преимущество при смене места оби-
тания: пребывание в инфицированном макроорганизме (в тонком кишечнике) с последующим существованием в 
природных экосистемах (гидробиоте). В работе использовали штаммы холерных вибрионов, выделенные от человека 
и из воды, а также штаммы из набора коллекции Фредерика и Чакрабарти. В результате проведенных исследований 
по изучению вибриоциногенной активности холерных вибрионов установлено, что культуры Vibrio cholerae в планктоне 
и биопленке в условиях, моделирующих весенне-летнюю температуру, независимо от наличия гена ctx обладали 
широким спектром вибриоциногенной активности и подавляли рост штаммов-индикаторов кишечной группы и 
V. cholerae. При температуре 6 ± 1°С ингибирующая активность исследуемых штаммов снижалась до умеренного и 
узкого спектра, однако даже в условиях, моделирующих зимний период, холерные вибрионы были способны пода-
влять рост возбудителей кишечной группы.
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Over a long evolutionary period, microorganisms have developed numerous factors that enable them to survive in the 
competitive struggle for existence. Many bacteria synthesize biologically active substances of protein-peptide nature that 
partially or completely inhibit the growth of phylogenetically closely related microorganisms and even taxonomically unrelated 
bacteria. One such substances is bacteriocin-vibriocin, the production of which confers a selective advantage on Vibrio cholerae 
when changing habitat: transitioning from an infected macroorganism (the small intestine) to natural ecosystems (hydrobiota). 
This work used strains of V. cholerae isolated from humans and from water, as well as strains from the Frederick and 
Chakrabarti collection. Studies investigating the vibriocinogenic activity of V. cholerae established that cultures in plankton and 
biofilm under spring-summer temperature conditions, regardless of the presence of the ctx gene, exhibited a wide range of 
vibriocinogenic activity and suppressed the growth of indicator strains of the intestinal group and V. cholerae. At 6 ± 1°C, the 
inhibitory activity of the studied strains decreased to a moderate level and narrow spectrum, however, even under conditions 
simulating the winter period, cholera vibrios were able to suppress the growth of intestinal pathogens.
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А нтагонистическая активность патогенных микроорга-
низмов является одним из свойств, обеспечивающих 

им селективные преимущества в микробных ассоциациях 
различных экосистем. На протяжении длительного периода 
эволюции микроорганизмы выработали множество факто-
ров, позволяющих им выживать в конкурентной борьбе за 
существование в местах естественного обитания. Многие 
бактерии синтезируют биологически активные вещества 
белково-пептидной природы, ингибирующие частично или 
полностью рост филогенетически близкородственных 
микроорганизмов и даже таксономически неродственных 
бактерий. Эти вещества с весьма специфическим действи-
ем получили название бактериоцинов [1, 2]. 

Попадая в окружающую среду, холерный вибрион вступа-
ет во взаимоотношения со всеми компонентами этой систе-
мы и вынужден перестраивать работу клетки, что сопрово-
ждается синтезом биологически активных веществ и обра-
зованием новых связей, позволяющих адаптироваться к 
меняющимся условиям. Одним из таких веществ является 
бактериоцин-вибриоцин, продукция которого обеспечивает 
холерному вибриону селективное преимущество при смене 
места обитания: пребывание в инфицированном макроорга-
низме (в тонком кишечнике) с последующим существовани-
ем в природных экосистемах (гидробиоте) [3–5]. И.М.Бада-
ловой с соавт. (1987) была выявлена плазмида, детермини-
рующая признак образования вибриоцинов [6]. Однако све-
дения о вибриоциногенной активности холерных вибрионов 
были получены в планктонной форме, и нет данных об 
антагонистической активности возбудителя холеры в соста-
ве биопленок.

Целью работы явилась оценка вибриоциногенной (инги-
бирующей) активности ctx+ и ctx- штаммов Vibrio cholerae О1 
серогруппы в планктонной форме и в составе биопленок.

Материалы и методы

В работе использовали штаммы холерных вибрионов, 
выделенные от человека (V. cholerae O1 El Tor 5879 (ctx+), 
V. cholerae O1 El Tor 21157 (ctx+)) и из воды (V. cholerae O1 El 
Tor 21152 (ctx+), V. cholerae O1 El Tor 20000 (ctx-)), а также 
11  штаммов из набора индикаторных культур коллекции 
Фредерика и Чакрабарти: Shigella sonnei M2/2, Shigella 
flexneri 3840, Sh. sonnei 56, Sh. sonnei 1712, Sh. flexneri 13681, 
Shigella dysenteriae 13683, Escherichia coli 1, E. coli ɸ, E. coli 
K-1, V. cholerae О1 El Tor 1077 (24), V. cholerae О1 classical 
541 (54). Штаммы культивировали в бульоне Мартена (рН 
7,6  ± 0,1) и чашках Петри с 1,5%-м агаром Мартена (рН 
7,6 ± 0,1). 

Спектр ингибирующей (вибриоциногенной) активности 
холерных вибрионов в планктоне и биопленке определяли 
методом перекрестного посева штаммов продуцентов к 
набору индикаторных культур [7]. На край пластины агара 
наносили каплю культуры (планктонная форма) и, наклоняя 
чашку, давали капле стечь посередине в виде полосы 
шириной 0,5–0,7 см. Хитиновые фрагменты с биопленкой 
отпечатывали на агаровых пластинах также в виде полосы 
шириной 0,5–0,7 см. Выросшие культуры подвергали «холо-
довому шоку», помещая их на 18 ч в холодильник. Через 
18 ч полосу роста продуцента счищали краем предметного 

стекла. Остатки культуры на агаре убивали парами хлоро-
форма. Чашки со штаммами-продуцентами проветривали в 
течение 2 ч. Через 2 ч на агаровые пластины с продуцента-
ми подсевали индикаторные культуры и помещали при 
37°С на 24 ч. 

Оценивали вибриоциногенную активность исследуемых 
штаммов по количеству лизированных индикаторных культур 
по 4-балльной системе. Контролем вибриоциногенной актив-
ности служили бульонные культуры исследуемых штаммов. 
Получение биопленок холерных вибрионов проводили опи-
санными ранее и запатентованными способами, где в каче-
стве биотического субстрата использовали хитиновый экзо-
скелет речного рака Astacus astacus [8]. Исследуемые штам-
мы инкубировали в речной автоклавированной воде с суб-
стратом и без в течение 30 суток (период наблюдения) при 
температуре 25 ± 1°С (зрелая биопленка), а затем последова-
тельно помещали пробы в условия, моделирующие весенне-
летний (15 ± 1°С) и зимний периоды (6 ± 1°С) [9]. Ранее нами 
были определены сроки формирования холерными вибрио-
нами биопленки на хитиновом панцире речного рака [10]. 
Эксперименты повторяли трехкратно с соблюдением требо-
ваний биологической безопасности [11].

Статистическую обработку полученных результатов по 
наличию вибриоциногенной активности и отсутствию ее у 
штаммов холерных вибрионов к 11 штаммам индикаторной 
группы проводили с использованием методов LibreOfficeCalc. 
Определение критерия согласия χ2 Пирсона и изучение 
линейной корреляции для произвольных таблиц проводили 
на онлайн-калькуляторе [12]. 

Результаты исследования и их обсуждение

Исходные (контрольные) штаммы холерных вибрионов 
обладали широким спектром вибриоциногенной активности 
и лизировали индикаторные штаммы, за исключением 
V. cholerae О1 classical 541 (54). В ходе исследования было 
установлено, что культивируемые при температуре 25 ± 1°С 
штаммы-продуценты в планктоне и биопленке, независимо 
от наличия гена ctx и источника выделения, лизировали 
штаммы-индикаторы кишечной группы и V. cholerae O1 El 
Tor 1077 (24), в то время как классический штамм возбуди-
теля холеры V. cholerae О1 classical 541 (54) оказался устой-
чивым к вибриоциногенной активности штаммов-продуцен-
тов (табл. 1). При этом рост индикаторных культур отсут-
ствовал не только на полосе посева индикаторного штамма, 
но и за ее пределами. 

При 15 ± 1°С токсигенные штаммы холерных вибрионов 
V. cholerae O1 El Tor №№ 21157, 21152 так же, как и при 
25 ± 1°С, лизировали штаммы-индикаторы кишечной группы 
и V. cholerae O1 El Tor 1077 (24) (в биопленке и планктоне) и 
не ингибировали рост V. cholerae О1 classical 541 (54). У 
штамма V. cholerae О1 El Tor 5879 (ctx+) в планктонной 
форме снизилась ингибирующая активность в отношении 
штамма E. coli К-12. Рост штамма-индикатора отсутствовал 
только на полосе штамма-продуцента, тогда как в биопленке 
токсигенный штамм полностью подавил рост индикаторного 
штамма, выходя за полосу посева. У нетоксигенного водного 
штамма V. cholerae О1 El Tor 20000 наблюдалось снижение 
ингибирующей активности в планктоне и биопленке по отно-
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Таблица 1. Оценка вибриоциногенной активности штаммов-продуцентов при температуре от 25 до 6 ± 1°С
Table 1. Evaluation of vibriocinogenic activity of producer strains at temperatures from 25 to 6 ± 1°С
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V. cholerae El Tor ctx+ 5879 БП 25 # # # # # # # # # # –

ПЛ # # # # # # # # # # –

БП 15 # # # # # # # # # # –

ПЛ # # # # # # # # +++ # –

БП 6 +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ – –

ПЛ – + – ++ + + ++ ++ ++ – –

V. cholerae El Tor ctx+ 21157 БП 25 # # # # # # # # # # –

ПЛ # # # # # # # # # # –

БП 15 # # # # # # # # # # –

ПЛ # # # # # # # # # # –

БП 6 +++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ – –

ПЛ – – – – – – – + ++ – –

V. cholerae ctx+ 21152 БП 25 # # # # # # # # # # –

ПЛ # # # # # # # # # # –

БП 15 # # # # # # # # # # –

ПЛ # # # # # # # # # # –

БП 6 – – ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ – –

ПЛ – – + + + + + + + – –

V. cholerae El Tor ctx- 20000 БП 25 # # # # # # # # # # –

ПЛ # # # # # # # # # # –

БП 15 # # # # # # # # # # –

ПЛ # # # # # # # # +++ +++ –

БП 6 # # # # # # # # +++ – –

ПЛ # # # # # # # # +++ – –

БП – биопленка, ПЛ – планктон, # – широкий, +++ – умеренный, ++, + – узкий, «-» – отрицательный спектры ингибирующей активности. / 
БП – biofilm, ПЛ – plankton, # – wide, +++ – moderate, ++, + – narrow, “-” – negative spectrum of inhibitory activity.

Рисунок. Спектр вибриоциногенной активности на примере штамма V. cholerae О1 El Tor 20000. Слева – контроль индикаторных 
штаммов, справа – вибриоциногенная активность штамма V. cholerae О1 El Tor 20000 в биопленке и планктоне (6 ± 1°С).
Figure. Spectrum of vibriocinogenic activity using the example of the V. cholerae O1 El Tor 20000 strain. On the left is the control of indicator 
strains, on the right is the vibriocinogenic activity of the V. cholerae O1 El Tor 20000 strain in biofilm and plankton (6 ± 1°C).
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шению к штаммам E. coli К-12 и V. cholerae О1 El Tor 1077 
(24). Штамм-продуцент подавлял рост штаммов индикато-
ров только на полосе роста (табл. 1).

В условиях, моделирующих температуру воды в зимний 
период на юге России (6 ± 1°С), вибриоциногенная актив-
ность исследуемых штаммов снижалась. Возможно, это 
связано с замедлением обменных процессов или переходом 
части популяции холерных вибрионов в некультивируемое, 
но жизнеспособное состояние [13, 14], что, в свою очередь, 
приводило к снижению вибриоциногенной активности холер-
ных вибрионов. 

К действию вибриоцинов токсигенных штаммов (V. chole- 
rae О1 El Tor №№ 5879, 21152 и 21157) в планктонной форме 
устойчивыми оказались от 2 до 9 штаммов-индикаторов. В 
составе биопленки эти же штаммы лизировали штаммы 
кишечной группы, но только на полосе роста продуцента. 
Нетоксигенный штамм V. cholerae О1 El Tor 20000, как в план-
ктоне, так и в биопленке, частично подавлял рост микроорга-
низмов кишечной группы (на полосе штамма-продуцента 
наблюдали рост единичных колоний штаммов-индикаторов), 
а штаммы-индикаторы V. cholerae оказались устойчивы к его 
ингибирующему действию (табл. 1, рисунок).

С помощью критерия χ2 Пирсона была оценена значи-
мость различий между биопленочными и планктонными про-
бами по вибриоциногенной (ингибирующей) активности 
холерных вибрионов при температуре 6 ± 1°С, поскольку при 
температуре от 15 до 25 ± 1°С статистически значимых раз-
личий не выявлено. За ширину спектра принимали пробы, в 
которых вибиоциногенная активность составляла от «++» до 
«#». Результаты с «-» и «+» значениями учитывались как 
отрицательные (табл. 2).

В результате вычисления χ2 Пирсона был равен 24,31, при 
числе степеней свободы f = 1, критическое (табличное) зна-
чение χ2 Пирсона составило 3,841, что меньше опытного в 
нашем эксперименте (24,31 ≥ 3,841). Статистический анализ 
показал, что вибриоциногенная активность штаммов холер-
ных вибрионов в биопленке выше, чем в планктонной 
форме. Уровень значимости данной взаимосвязи соответ-
ствует p < 0,05. 

Таким образом, в результате проведенных исследований 
по изучению вибриоциногенной активности холерных вибри-
онов установлено, что культуры V. cholerae в планктоне и 

биопленке в условиях, моделирующих весенне-летнюю тем-
пературу, независимо от наличия гена ctx и источника выде-
ления обладали широким спектром вибриоциногенной 
активности и подавляли рост штаммов-индикаторов кишеч-
ной группы и V. cholerae. При температуре 6 ± 1°С ингибиру-
ющая активность исследуемых штаммов снижалась до уме-
ренного и узкого спектра, однако даже в условиях, модели-
рующих зимний период, холерные вибрионы были способны 
подавлять рост штаммов-индикаторов. 

Взаимоотношения с различными представителями вод- 
ной микробиоты в период циркуляции возбудителя холеры 
во внешней среде до настоящего времени изучены недоста-
точно. Дальнейшие исследования в этом направлении 
позволят определить конкурентную способность холерных 
вибрионов как с гомологичными штаммами, так и с домини-
рующими видами микрофлоры поверхностных водоемов, 
поскольку антагонистическая активность является одним из 
факторов персистенции, обеспечивающих им селективные 
преимущества в микробных ассоциациях.
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