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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìåäèöèíñêîé

ìèêðîáèîëîãèè è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â
ëàáîðàòîðíîé äèàãíîñòèêå õîëåðû. Ñóùíîñòü
èçîáðåòåíè  çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî â êà÷åñòâå
òåñò-øòàììîâ èñïîëüçóþò ôàãî÷óâñòâèòåëüíûå
øòàììû Vibrio cholerae eltor KM-199 è Vibrio
cholerae O139 KM-152, à äèôôåðåíöèàöèþ
ïðîâîä ò â äâà ýòàïà, ïî ïåðâîìó ýòàïó â êà÷åñòâå
èíäèêàòîðíîãî øòàììà èñïîëüçóþò Vibrio cholerae
eltor ÊÌ-199, èíêóáèðóþò åãî ñ èññëåäóåìîé
êóëüòóðîé â òå÷åíèå 20-24 ÷àñîâ. Çàòåì
ïîëó÷åííóþ ñìåñü ìèêðîîðãàíèçìîâ ïðè
òåìïåðàòóðå 55-57°Ñ ïðîãðåâàþò 40-60 ìèíóò è
âûñåâàþò íà ãàçîíû èíäèêàòîðíîãî øòàììà Vibrio

cholerae eltor KM-199, êîòîðûé ïðåäâàðèòåëüíî
çàñåâàþò â ñëîå 0,7% àãàðà íà ïëàñòèíêó 1,5%
àãàðà Ìàðòåíà. ×åðåç ñóòêè âûðàùèâàíè  ïðè 37°Ñ
ïðîâîä ò ðåãèñòðàöèþ ôàãîëèçèñà, ïðè ýòîì
âòîðîé ýòàï äèôôåðåíöèàöèè îñóùåñòâë þò,
èñïîëüçó  ôàã, ïîëó÷åííûé èç ëèçîãåííîãî øòàììà
èñïûòóåìîé êóëüòóðû ïóòåì åãî íàíåñåíè  íà
èíäèêàòîðíûé øòàìì Vibrio cholerae O139 ÊÌ-152,
ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî âû âë þò òîëüêî
ôèëàìåíòîçíûå ôàãè, ïðîâîä  ïð ìîå
ôàãîòèïèðîâàíèå. Èñïîëüçîâàíèå ñïîñîáà
ïîçâîë åò ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ ïðîâîäèòü
ôàãîòèïèðîâàíèå ñ ïîëó÷åíèåì äîïîëíèòåëüíûõ
õàðàêòåðèñòèê õîëåðíûõ âèáðèîíîâ, âûäåë åìûõ
èç êëèíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà. 1 òàáë.
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(54) METHOD FOR INTRASPECIES DIFFERENTIATION OF Vibrio cholerae O139

(57) Abstract: 
FIELD: virology, medicinal microbiology.
SUBSTANCE: method involves using phage-

sensitive strains of Vibrio cholerae eltor KM-199
and Vibrio cholerae O139 KM-152 as test-strains,
and differentiation is carried out for two steps.
At the first step Vibrio cholerae eltor KM-199 is
used as the strain-indicator and this strain is
incubated with analyzed culture for 20-24 h. Then
prepared mixture of microorganisms is heated at
temperature 55-57°C for 40-60 min and inoculated
on   lawn with the strain-indicator Vibrio
cholerae eltor KM-199 that is inoculated
preliminary in layer 0.7% of agar on plate with
1.5% Marten's agar. After culturing for 24 h at 37°C

phagolysis is recorded. The second
differentiation step is carried out by using
phage obtained from lysogenic strain of analyzed
culture by its applying on the strain-indicator
Vibrio cholerae O139 KM-152 that is used for
detection of filamentous phages only by carrying
out the direct phagotyping. Using the proposed
method allows carrying out phagotyping with high
precision and obtaining additional indices of
choleraic vibrios isolating from clinical
material.  Invention can be used in laboratory
diagnosis of cholera.

EFFECT: improved and valuable method for
differentiation.

1 tbl, 2 ex
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Ïðåäëàãàåìîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìåäèöèíñêîé ìèêðîáèîëîãèè è ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíî â ëàáîðàòîðíîé äèàãíîñòèêå õîëåðû.

Îñîáåííîñòüþ øòàììîâ Vibrio cholerae O139 «Áåíãàë», ïîñòóïèâøèõ â Ðîñòîâñêèé
ÍÈÏ×È èç ðàçëè÷íûõ ñòðàí (Èíäè , ßïîíè , Ôðàíöè , Êèðãèçè ), è äðóãèõ âûäåëåííûõ â
Ðîññèè  âèëîñü íàëè÷èå ëèçîãåíèè. Îáíàðóæåíèå ñïåöèôè÷åñêîé ìåòêè â âèäå
ëèçîãåííîñòè ïî ôàãàì ðàçëè÷íûõ ìîðôîãðóïï è ñåðîëîãè÷åñêèõ òèïîâ áûëî âàæíî äë 
èäåíòèôèêàöèè òîêñèãåííûõ âèáðèîíîâ O139 ñåðîãðóïïû. Õîëåðíûå äèàãíîñòè÷åñêèå
áàêòåðèîôàãè, èñïîëüçóåìûå äë  èíäèêàöèè âîçáóäèòåë  õîëåðû, à òàêæå ñïåöèàëüíûå
ìåòîäû äèôôåðåíöèàöèè õîëåðíûõ âèáðèîíîâ ïî íåêîòîðûì ïðèçíàêàì îêàçàëèñü
íåïðèãîäíûìè äë  Vibrio cholerae O139 â ñâ çè ñ ôàãîðåçèñòåíòíîñòüþ ïîñëåäíèõ. Â
ñâ çè ñ ýòèì è âîçíèêëà ïðîáëåìà ðàçðàáîòêè ïîñðåäñòâîì ôàãîâûõ ìåòîäîâ, à èìåííî
ïðîôàãîòèïèðîâàíèåì è ëèçèñîì ñïåöèôè÷åñêèì ôàãîì, âíóòðèâèäîâîé äèôôåðåíöèàöèè
øòàììîâ Vibrio cholerae O139.

Èçâåñòåí ñïîñîá ôàãîòèïèðîâàíè  Vibrio cholerae O139 (ñì. Èíäè , ×àêðàáàòè è äð.,
æóðíàë J. Clin Microbiol, 2000, Jan. 38 (1): 44-9), çàêëþ÷àþùèéñ  â òîì, ÷òî
ïîñðåäñòâîì ï òè ôàãîâ, âûäåëåííûõ â ýïèäåìèþ, 500: øòàììîâ õîëåðíûõ âèáðèîíîâ
O139 ñåðîãðóïïû ðàñïðåäåëèëè íà 10 ôàãîòèïîâ.

Îäíàêî íåñìîòð  íà òî, ÷òî ïðåäëîæåííûé ìåòîä äàåò âîçìîæíîñòü äèôôåðåíöèðîâàòü
øòàììû íîâîãî ñåðîòèïà, èñïîëüçîâàòü åãî â Ðîññèè íå ïðåäñòàâë åòñ  âîçìîæíûì, òàê
êàê â íàøåé ñòðàíå äèàãíîñòè÷åñêèå è òèïèðóþùèå ôàãè äë  õîëåðíûõ âèáðèîíîâ O139
ñåðîãðóïïû îòñóòñòâóþò.

Çà ïðîòîòèï âûáðàí ñïîñîá äèôôåðåíöèàöèè ýïèäåìè÷åñêèõ è íåýïèäåìè÷åñêèõ
âèáðèîíîâ âèäà Vibrio eltor ïî òèïó èììóíèòåòà èõ óìåðåííûõ ôàãîâ (ñì. RU ïàò.
¹1767879, êë. Ñ 12 Q 1/04, 1994 ã. (01.30), â êîòîðîì ïðèìåí þò â êà÷åñòâå òåñò-
ñèñòåìû äâå èíäèêàòîðíûå êóëüòóðû Vibrio eltor 570/ÊÌ-114/ è 570/222 Í/ÊÌ-117/, ïðè
ýòîì øòàìì ÊÌ-114 ÷óâñòâèòåëåí ê õîëåðíûì óìåðåííûì ôàãàì âñåõ èçâåñòíûõ
èììóíîòèïîâ, à åãî ñóáêóëüòóðà øòàìì ÊÌ-117 îáëàäàåò óñòîé÷èâîñòüþ ê ëèòè÷åñêîìó
äåéñòâèþ ôàãîâ III èììóíîòèïà, ïðè ýòîì âû âë   ïîñðåäñòâîì äàííîé òåñò-ñèñòåìû
øòàììû V. eltor, íåñóùèå ôàãè III èììóíîòèïà V ìîðôîãðóïïû, ïîñëåäíèå ðàñöåíèâàþòñ 
êàê ïîäîçðèòåëüíûå íà ïðèíàäëåæíîñòü ê ýïèäåìè÷åñêèì.

Íåäîñòàòêîì èçâåñòíîãî ñïîñîáà äèôôåðåíöèàöèè  âë åòñ  òî, ÷òî ñ åãî ïîìîùüþ
íåâîçìîæíî îñóùåñòâë òü âíóòðèâèäîâóþ äèôôåðåíöèàöèþ õîëåðíûõ âèáðèîíîâ O139
ñåðîãðóïïû, êîòîðûå ñîäåðæàò ðàçëè÷íûå ïî ìîðôîëîãèè è àíòèãåííûì ñâîéñòâàì
èñïûòóåìûå íà ëèçèñ ôàãè, òàê êàê ó øòàììîâ íîâîé ñåðîãðóïïû âñòðå÷àåòñ  íîñèòåëüñòâî
ôàãîâ äâóõ ìîðôîãðóïï I è V, ëèáî òîëüêî I, ëèáî òîëüêî V. Ýòî îáñòî òåëüñòâî
ïîäòâåðæäàåò íåäîñòàòî÷íóþ òî÷íîñòü èçâåñòíîãî ñïîñîáà.

Çàäà÷à ïðåäëàãàåìîãî èçîáðåòåíè  ñîñòî ëà â ðàçðàáîòêå ñïîñîáà âíóòðèâèäîâîé
äèôôåðåíöèàöèè V. cholerae O139, ïîçâîë þùåãî ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ ïðîâîäèòü
ðàçãðàíè÷åíèå øòàììîâ ïî ìàðêåðíîìó ôàãîâîìó ïðèçíàêó.

Ïîñòàâëåííà  çàäà÷à äîñòèãàåòñ  òåì, ÷òî â èçâåñòíîì ñïîñîáå âíóòðèâèäîâîé
äèôôåðåíöèàöèè V.cholerae O139, âêëþ÷àþùåì ñîâìåñòíîå èíêóáèðîâàíèå èñïûòûâàåìîé
êóëüòóðû ñ èíäèêàòîðíûì òåñò-øòàììîì ñ ïîñëåäóþùèì ôàãîòèïèðîâàíèåì, â êà÷åñòâå
òåñò-øòàììîâ èñïîëüçóþò ôàãî÷óâñòâèòåëüíûå øòàììû V.cholerae eltor KM-199 è
V.cholerae O139 KM-152, à äèôôåðåíöèàöèþ ïðîâîä ò â äâà ýòàïà, ïî ïåðâîìó ýòàïó â
êà÷åñòâå èíäèêàòîðíîãî øòàììà èñïîëüçóþò V. cholerae eltor KM-199, èíêóáèðóþò åãî ñ
èññëåäóåìîé êóëüòóðîé â òå÷åíèå 20-24 ÷àñîâ, çàòåì ïîëó÷åííóþ ñìåñü ìèêðîîðãàíèçìîâ
ïðè òåìïåðàòóðå 55-57°Ñ ïðîãðåâàþò 40-60 ìèíóò è âûñåâàþò íà ãàçîíû èíäèêàòîðíîãî
øòàììà V. cholerae eltor KM-199, êîòîðûé ïðåäâàðèòåëüíî çàñåâàþò â ñëîå 0,7% àãàðà íà
ïëàñòèíêó 1,5% àãàðà Ìàðòåíà, ïðè÷åì ÷åðåç ñóòêè âûðàùèâàíè  ïðè 37°Ñ ïðîâîä ò
ðåãèñòðàöèþ ôàãîëèçèñà, ïðè ýòîì âòîðîé ýòàï äèôôåðåíöèàöèè îñóùåñòâë þò, èñïîëüçó 
ôàã, ïîëó÷åííûé èç ëèçîãåííîãî øòàììà èñïûòóåìîé êóëüòóðû ïóòåì åãî íàíåñåíè  íà
èíäèêàòîðíûé øòàìì V. cholerae O139 ÊÌ-152, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî âû âë þò òîëüêî
ôèëàìåíòîçíûå ôàãè, ïðîâîä  ïð ìîå ôàãîòèïèðîâàíèå.
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Äë  îñóùåñòâëåíè  ñïîñîáà èñïîëüçóþò äâà øòàììà õîëåðíûõ âèáðèîíîâ â êà÷åñòâå
òåñò-ñèñòåìû V. cholerae eltor è V. cholerae SG-36 (O139 ñåðîãðóïïà). Øòàìì
V.cholerae eltor (P-13169) äåïîíèðîâàí ïîä íîìåðîì ÊÌ-199 â ÃÊÏÁÐÍÈÏ×È «Ìèêðîá»,
ã.Ñàðàòîâ è õàðàêòåðèçóåòñ  ñëåäóþùèìè ïðèçíàêàìè.

Êóëüòóðàëüíî-ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè.
Ïîäâèæíûå, ñëåãêà èçîãíóòûå ïàëî÷êè äëèíîé 1,2-2,7 ìêì, äèàìåòð 0,2-0,4 ìêì ñ îäíèì

ïîë ðíî ðàñïîëîæåííûì æãóòèêîì. Ñïîð è êàïñóë íå îáðàçóåò. Ãðàìîòðèöàòåëüíû.
Íà ïëîòíûõ ñðåäàõ - àãàð Ìàðòåíà è àãàð Õîòòèíãåðà, pH 7,6±0,2 - îáðàçóåò

ïîëóïðîçðà÷íûå êîëîíèè ñ ãîëóáîâàòûì îòòåíêîì, 1,5±0,5 ìì â äèàìåòðå.
Â æèäêèõ ñðåäàõ - áóëüîí Ìàðòåíà è áóëüîí Õîòòèíãåðà, 1%-íà  ïåïòîííà  âîäà, pH

7,8 ±0,2 îáðàçóåò ðàâíîìåðíóþ ìóòü, òîíêóþ ïëåíêó íà ïîâåðõíîñòè ñðåäû.
Áèîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà.
Ðàçëàãàåò äî êèñëîòû áåç ãàçà ìàííîçó, ñàõàðîçó, ãëþêîçó, ìàíèò, íå ðàñùåïë åò

àðàáèíîçó, îêèñë åò ãëþêîçó â ñðåäå Õüþ-Ëåéôñîíà â àýðîáíûõ è àíàýðîáíûõ óñëîâè õ (íà
4-å ñóòêè), äåêàðáîêñèëèðóåò ëèçèí, íå ðàñùåïë åò àðãèíèí, íå îáðàçóåò ñåðîâîäîðîä.
Øòàìì óñòîé÷èâ ê 30 ìêã/ìë ïîëèìèêñèíà.

Ñåðîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà.
Îòíîøåíèå ê ãîìî-ãåòåðîëîãè÷íûì ôàãàì: øòàìì ëèçèðóåòñ  äèàãíîñòè÷åñêèìè ôàãàìè

ýëüòîð, ctx+, ctx-, ôàãîì õîëåðíûì êëàññè÷åñêèì «Ñ» íå ëèçèðóåòñ . Îòíîøåíèå øòàììà ê
âèäîâûì äèàãíîñòè÷åñêèì ñûâîðîòêàì: øòàìì àããëþòèíèðóåòñ  Î-õîëåðíîé ñûâîðîòêîé è
ñûâîðîòêîé Îãàâà, íî íå àããëþòèíèðóåòñ  ñûâîðîòêàìè Èíàáà, RO.

Øòàìì V. cholerae SG-36 (O139 ñåðîãðóïïà) äåïîíèðîâàí ïîä íîìåðîì ÊÌ-152 è
õàðàêòåðèçóåòñ  ñëåäóþùèìè ïðèçíàêàìè.

Êóëüòóðàëüíî-ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè.
Â ìàçêàõ èç àãàðîâûõ è áóëüîííûõ êóëüòóð, îêðàøåííûõ ïî Ãðàìó, êëåòêè èìåþò âèä

ãðàìîòðèöàòåëüíûõ, ïîëèìîðôíûõ, ñëåãêà èçîãíóòûõ è ïð ìûõ ïàëî÷åê. Ïîäâèæíû, ïðè
âûðàùèâàíèè â 0,3% ùåëî÷íîì àãàðå íàáëþäàåòñ  ïîìóòíåíèå ñòîëáèêà àãàðà. Ïðè
ïðîñìîòðå â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå - ìîíîòðèõè.

Ðîñò íà òâåðäûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ íà ùåëî÷íîì àãàðå (pH 7,6-7,8), âèáðèîíû
îáðàçóþò ÷åðåç 18 ÷àñîâ ðîñòà ïðè 37°Ñ êîëîíèè ïðàâèëüíîé ôîðìû, äèàìåòðîì 1,5-2 ìì,
ñ âëàæíîé áëåñò ùåé ïîâåðõíîñòüþ, ïîëóïðîçðà÷íûå â ïðîõîä ùåì ñâåòå.

Ðîñò íà æèäêèõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ: íà ùåëî÷íîì áóëüîíå - ïîìóòíåíèå ñ íåæíîé
ïëåíêîé.

Áèîõèìè÷åñêà  àêòèâíîñòü øòàììà: øòàìì ðàçëàãàåò ãëþêîçó â àýðîáíûõ è àíàýðîáíûõ
óñëîâè õ, ìàííîçó, ñàõàðîçó, ãëþêîçó, ìàííèò, êðàõìàë ñ îáðàçîâàíèåì êèñëîòû áåç
ãàçà, íå ïðîäóöèðóåò àöåòèëìåòèëêàðáèíîë, èíäîë, äåêàðáîêñèëèðóåò ëèçèí, íå
ðàñùåïë åò àðãèíèí, àðàáèíîçó, íå îáðàçóåò ñåðîâîäîðîä. Øòàìì óñòîé÷èâ ê 30 ìêã/ìë
ïîëèìèêñèíà.

Îòíîøåíèå ê ãîìî-ãåòåðîëîãè÷íûì ôàãàì: øòàìì íå ëèçèðóåòñ  äèàãíîñòè÷åñêèìè
ôàãàìè: õîëåðíûìè êëàññè÷åñêèì ýëüòîð, ÒÝÏÂ 1-7, ëèçèðóåòñ  ôàãîì I ìîðôîãðóïïû
16488, âûäåëåííûì èç V. cholerae O139-16488. Îòíîøåíèå øòàììà ê âèäîâûì
äèàãíîñòè÷åñêèì ñûâîðîòêàì: øòàìì àããëþòèíèðóåòñ  ñûâîðîòêîé O139 ñåðîãðóïïû,
ïðîèçâåäåííîé â ÐÏ×È; íå àããëþòèíèðóåòñ  Î-õîëåðíîé ñûâîðîòêîé è
òèïîñïåöèôè÷åñêèìè ñûâîðîòêàìè Èíàáà, Îãàâà, RO. Øòàìì O139 ñåðîãðóïïû âèðóëåíòåí
äë  êðîëèêîâ-ñîñóíêîâ â äîçå 107 ì.ê.

Ãåíåòè÷åñêèå îñîáåííîñòè øòàììà: ëèçîãåííûé, ctx+, tcp-. Øòàìì íå ñïîñîáåí
ðàñùåïë òü ñèíòåòè÷åñêèé ñóáñòðàò äë  íåéðàìèíèäàçû 2-(4-ìåòèëóìáåëëèôåðèë)-N-
àöåòèë-L-D-íåéðàìèíîâóþ êèñëîòó.

Ïðîäóêò, ñèíòåçèðóåìûé øòàììîì: ïðîäóöåíò óìåðåííîãî ôàãà, ñåðîëîãè÷åñêè
ðîäñòâåííîãî ôàãàì õîëåðíûõ âèáðèîíîâ ýëüòîð, II ñåðîòèïà, III èììóííîé êàòåãîðèè.

Àêòèâíîñòü (ïðîäóêòèâíîñòü) øòàììà: ïðîäóöèðóåò óìåðåííûé ôàã â òèòðå 107/ìë.
Ïðèìåð 1.
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Ãîòîâ ò âçâåñü èç êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè ôàãî÷óâñòâèòåëüíîãî èíäèêàòîðíîãî øòàììà
Vibrio cholerae eltor KM-199 è èññëåäóåìîãî øòàììà Vibrio cholerae O139 (Ð-16488),
äë  ýòîãî ïî 1 ïåòëå ñóòî÷íûõ àãàðîâûõ êóëüòóð âíîñ ò â îäíó ïðîáèðêó ñ 2 ìë áóëüîíà
Ìàðòåíà (pH 7,6-7,8), ïðîâîä ò èíêóáèðîâàíèå â òå÷åíèå 20 ÷àñîâ ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ.
Çàòåì ñìåñü ïðîãðåâàþò äî òåìïåðàòóðû 55-57°Ñ â òå÷åíèå ÷àñà è íàíîñ ò êàïëþ âçâåñè
íà ãàçîí øòàììà Vibrio eltor KM-199, ïðåäâàðèòåëüíî çàñå ííîãî â ñëîå 0,7% àãàðà íà
ïëàñòèíêó 1,5% àãàðà Ìàðòåíà.

Ó÷åò ïðîâîä ò ÷åðåç 24 ÷àñà âûðàùèâàíè  ïðè 37°Ñ, ïðè ýòîì â ìåñòå íàíåñåíè  êàïëè
îáðàçóåòñ  çîíà ïðîñâåòëåíè  ãàçîíà. Â ðåçóëüòàòå èññëåäóåìûé øòàìì V. cholerae O139
(Ð-16488)  âë åòñ  ëèçîãåííûì è âûäåë åò ôàã.

Òåñò-øòàìì V. cholerae eltor KM-199 (Ð-13169)  âë åòñ  óíèâåðñàëüíî ÷óâñòâèòåëüíûì
ïî âñåì òèïàì ôàãîâ O139, ïîçâîë   òàêèì îáðàçîì îñóùåñòâë òü äèôôåðåíöèàöèþ
øòàììîâ V.cholerae O139 ïî èõ ëèçîãåííîñòè è íåëèçîãåííîñòè (ñì. òàáëèöó).

Ñëåäóþùèì (âòîðûì ýòàïîì) ñïîñîáà  âë åòñ  èñïîëüçîâàíèå èíäèêàòîðíîãî øòàììà
V. cholerae KM-152 (Ð-16373) äë  ôàãîâ V. cholerae O139 I ìîðôîãðóïïû. Äë  ýòîãî 0,5-
1 ìë 4 ÷àñîâîé áóëüîííîé êóëüòóðû øòàììà ÊÌ-152 âíîñ ò â 4 ìë 0,7% àãàðà Ìàðòåíà è
âûëèâàþò íà àãàðîâóþ ïëàñòèíêó, çàòåì íà ãàçîí êóëüòóðû íàíîñ ò â âèäå «äîðîæêè»
êàïëþ ôàãà, âûäåëåííîãî èç V. cholerae O139 (Ð-16488) ÔÁ. Íà ãàçîíå øòàììà ÊÌ-152 ôàã
ÁÔ ôîðìèðóåò ìóòíûå çîíû ëèçèñà. Øòàìì ÊÌ-152 ïîçâîë åò âû âë òü òîëüêî
ôèëàìåíòîçíûå ôàãè, ê êîòîðûì øòàìì ÊÌ-152 ÷óâñòâèòåëåí è îáëàäàåò óñòîé÷èâîñòüþ ê
äðóãèì óìåðåííûì ôàãàì III èììóíîòèïà, èìåþùèì ãîëîâêó è îòðîñòîê.

Êðîìå òîãî, â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåíòîâ áûëî âû âëåíî, ÷òî ôàãè I ìîðôîãðóïïû V.
cholerae O139 îòëè÷àþòñ  îò ôàãîâ V ìîðôîãðóïïû âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê
õëîðîôîðìó. Â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâè  íà ôàãè õëîðîôîðìîì 1:10 ôàãè I ìîðôîãðóïïû
ïîãèáàëè, à ôàãè V ìîðôîãðóïïû îñòàâàëèñü æèçíåñïîñîáíûìè. Â ñâ çè ñ ýòèì äë 
èíàêòèâàöèè êëåòîê ñìåøàííîé êóëüòóðû (èíäèêàòîðíûé øòàìì ñ ëèçîãåííîé êóëüòóðîé)
ïðè âûäåëåíèè ôàãà èñïîëüçóþò ïðîãðåâàíèå ïðè òåìïåðàòóðå 55-57°Ñ â òå÷åíèå 40-60
ìèíóò, ïðè ýòîì ôàãè I è V ìîðôîãðóïïû ñîõðàí þòñ  æèçíåñïîñîáíûìè.

Ïðèìåð 2.
Âûïîëí þò, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1, èñïîëüçó  ñìåñü V. cholerae eltor KM-199 è V.

cholerae O139 (Ð-17625). Ñìåñü ïðîãðåâàþò ïðè òåìïåðàòóðå 56°Ñ â òå÷åíèå 40 ìèíóò, à
çàòåì íàíîñ ò êàïëþ âçâåñè â âèäå «äîðîæêè» íà ãàçîí øòàììà V. eltor KM-199,
ïðåäâàðèòåëüíî çàñå ííîãî â ñëîå 0,7% àãàðà íà ïëàñòèíêó 1,5% àãàðà Ìàðòåíà. Ó÷åò
ïðîâîä ò ÷åðåç 24 ÷àñà âûðàùèâàíè  ïðè 37°Ñ, ïðè ýòîì â ìåñòå íàíåñåíè  êàïëè íå
îáðàçóåòñ  çîíà ëèçèñà êóëüòóðû.

Ñëåäîâàòåëüíî, èññëåäóåìûé øòàìì V. cholerae O139 (Ð-17625) íåëèçîãåííûé è ôàã íå
âûäåë åò.

Ïðåäëîæåííûé ñïîñîá âíóòðèâèäîâîé äèôôåðåíöèàöèè áûë ðàçðàáîòàí íà îñíîâàíèè
èçó÷åíè  íîâûõ ýïèäåìè÷åñêèõ øòàììîâ òîêñèãåííûõ V. cholerae O139 ñåðîãðóïïû
ñïåöèàëèñòàìè Ðîñòîâñêîãî ÍÈÏ×È. Áûëî èçó÷åíî 50 øòàììîâ, èç êîòîðûõ 25
ctx + tcp+ øòàììîâ âûäåëåíû îò áîëüíûõ õîëåðîé è 25 ctx- tcp- êóëüòóð èçîëèðîâàíû èç
ïðîá âíåøíåé ñðåäû (ñì. òàáëèöó).

Ïî èçâåñòíîìó ñïîñîáó øòàììû áûëè ðàçäåëåíû íà ëèçîãåííûå (25 øòàììîâ ctx+ tcp+)
è íåëèçîãåííûå (25 øòàììîâ ctx- tcp-). Ôàã III èììóíîòèïà ñîäåðæàëè 6 øòàììîâ.

Ïî ïðåäëàãàåìîìó ñïîñîáó ôàãîïðîäóêöè  íà èíäèêàòîðå ÊÌ-199 îáíàðóæåíà ó 25
ctx + tcp+ øòàììîâ, 25 ctx- tcp- øòàììû íå ñîäåðæàëè ôàã â ñóïåðíàòàíòå. Ôàã III
èììóíîòèïà âû âëåí ó 6 øòàììîâ, îí íå ëèçèðîâàë V. cholerae O139 KM-152. Âìåñòå ñ òåì
ôàãîïðîäóêöè  îòìå÷àåòñ  ó 19 øòàììîâ íà V. cholerae O139 ÊÌ-152, îáåñïå÷èâà 
äîïîëíèòåëüíî äèôôåðåíöèàöèþ ýòîé ãðóïïû è ïîâûøà  ýôôåêòèâíîñòü â 3 ðàçà.

Ïðàêòè÷åñêóþ öåííîñòü ïðåäñòàâë åò âûäåëåíèå ïî ïðåäëàãàåìîìó ñïîñîáó ôàãà èç
øòàììà V. cholerae O139-P16488, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ïîëó÷åíèå äèàãíîñòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà
ôàãà V. cholerae O139.
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Ôàã, âûäåëåííûé íà øòàììå ÊÌ-199, ëèçèðóåò 13 øòàììîâ ctx+ tcp+ V. cholerae O139,
÷òî óëó÷øàåò ëàáîðàòîðíóþ äèàãíîñòèêó õîëåðíûõ âèáðèîíîâ íîâîé ñåðîãðóïïû.

Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïîâûøåíè  ÷èñëà äèôôåðåíöèðîâàííûõ øòàììîâ
ïî ïðåäëàãàåìîìó ñïîñîáó.

Èñïîëüçîâàíèå ïðåäëàãàåìîãî ñïîñîáà âíóòðèâèäîâîé äèôôåðåíöèàöèè V. cholerae
O139 ïîçâîë åò ñ ïîìîùüþ èíäèêàòîðíûõ øòàììîâ ÊÌ-199 è ÊÌ-152 â îïðåäåëåííîé
òåõíîëîãè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ ïðîâîäèòü ôàãîòèïèðîâàíèå,
ïîëó÷à  ïðè ýòîì äîïîëíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè õîëåðíûõ âèáðèîíîâ, âûäåë åìûõ èç
êëèíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà.

Êðîìå òîãî, ôàãîïðîäóêöè  è ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ôàãó, âûäåëåííîìó èç ëèçîãåííîãî
øòàììà, ïîçâîë þò ïðîâåñòè ïð ìîå ôàãîòèïèðîâàíèå è äàþò ÷óâñòâèòåëüíûé ñïîñîá
ëàáîðàòîðíîé äèàãíîñòèêè V.cholerae O139 ñåðîãðóïïû, òàê êàê äèôôåðåíöèðóþòñ 
øòàììû âèáðèîíîâ ìåæäó ñîáîé ïî ìàðêåðíîìó ôàãó è óïðîùàåòñ  ïåðâè÷íà 
õàðàêòåðèñòèêà èçó÷àåìûõ øòàììîâ ïî ôàãîòèïó, ÷òî çíà÷èòåëüíî ñîêðàùàåò âðåì 
ïðîâåäåíè  ýêñïðåññ-àíàëèçîâ è ïîçâîë åò áûñòðî óñòàíàâëèâàòü èñòî÷íèêè èíôåêöèè,
òåððèòîðèþ, ðåãèîí åå ðàñïðîñòðàíåíè , ïðîâåäåíèå äèôôåðåíöèàöèè î÷àãîâ.

Òàáëèöà

Êîë-âî èçó÷åííûõ øòàììîâ V.cholerae
O139

Äèôôåðåíöèàöè  õîëåðíûõ âèáðèîíîâ O139 ñåðîãðóïïû

Ïî ïðåäëàãàåìîìó ñïîñîáó Ïî èçâåñòíîìó ñïîñîáó

Ôàãîïðîäóêöè  Èììóíèòåò ÊÌ-
152

Ëèçèñ ôàãîì èç V.cholerae O139
(16488)

Ôàãîïðîäóêöè  Èììóíèòåò

ÊÌ-199 ÊÌ-
152

ÊÌ-114 ÊÌ-117

25 ctx+ tcp+ 25 19 6 13 25 6

25 ctx- tcp- 25 0 0 0 25 0

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
Ñïîñîá âíóòðèâèäîâîé äèôôåðåíöèàöèè Vibrio cholerae Î139, âêëþ÷àþùèé ñîâìåñòíîå

èíêóáèðîâàíèå èñïûòóåìîé êóëüòóðû ñ èíäèêàòîðíûì òåñò-øòàììîì ñ ïîñëåäóþùèì
ôàãîòèïèðîâàíèåì, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî â êà÷åñòâå òåñò-øòàììîâ èñïîëüçóþò
ôàãî÷óâñòâèòåëüíûå øòàììû Vibrio cholerae eltor KM-199 è Vibrio cholerae Î139 KM-152,
à äèôôåðåíöèàöèþ ïðîâîä ò â äâà ýòàïà, ïî ïåðâîìó ýòàïó â êà÷åñòâå èíäèêàòîðíîãî
øòàììà èñïîëüçóþò Vibrio cholerae KM-199, èíêóáèðóþò åãî ñ èññëåäóåìîé êóëüòóðîé â
òå÷åíèå 20-24 ÷, çàòåì ïîëó÷åííóþ ñìåñü ìèêðîîðãàíèçìîâ ïðè òåìïåðàòóðå 55-57°Ñ
ïðîãðåâàþò 40-60 ìèí è âûñåâàþò íà ãàçîíû èíäèêàòîðíîãî øòàììà Vibrio cholerae eltor
KM-199, êîòîðûé ïðåäâàðèòåëüíî çàñåâàþò â ñëîå 0,7% àãàðà íà ïëàñòèíêó 1,5% àãàðà
Ìàðòåíà, ïðè÷åì ÷åðåç ñóòêè âûðàùèâàíè  ïðè 37°Ñ ïðîâîä ò ðåãèñòðàöèþ ôàãîëèçèñà,
ïðè ýòîì âòîðîé ýòàï äèôôåðåíöèàöèè îñóùåñòâë þò, èñïîëüçó  ôàã, ïîëó÷åííûé èç
ëèçîãåííîãî øòàììà èñïûòóåìîé êóëüòóðû ïóòåì åãî íàíåñåíè  íà èíäèêàòîðíûé øòàìì
Vibrio cholerae Î139 KM-152, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî âû âë þò òîëüêî ôèëàìåíòîçíûå ôàãè,
ïðîâîä  ïð ìîå ôàãîòèïèðîâàíèå.
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