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В методических указаниях описан способ серологической диф
ференциации вибрионов, не агглютинирующихся галерными сыворот
ками (ИМ-вибрионов). Данный способ предусматривает постановку 
ориентировочной реакции агглютинации на стекле с поливалентной 
сывороткой, объелшой агглютинации со смесями типовых сывороток 
и определение типовой принадлежности штаммов НАГ-вибрионоа пу
тем постановки реакции агглютинации, с типовыми сыворотками, 
входящими в состав смеси, которая дала положительную реакцию.

йоаытания поливалентной, групповых и типовых сызоро.ток
проводились в научно-исследовательских противочумных институ
тах ( ’Микроб", Ростовский-яа-Дону, Кавказа и Закавказья, Ир
кутский), противочумных станциях (ленинградская, Одесская, 
Узбекская, Туркменская, Крымская и другие), в лабораториях сан
эпидстанции Саратова, Николаева, Ростова-на-Дону, Запорожья,
Ьз всех указанных .научных и практических учреждений получены 
положительные заключения,

Споооо серологической дифференциации ИАГ-вибрксноа может 
оыть широко использован для диагностики и эпидемиологического 
анализа острых кишечных заболеваний, вызываемых НАГ-виоопонаки.

Методические указания составлены А .К. Адамовым, Д.Г.Воронеж
ской, Г.Ь,Гальцевой, Г.м.Мединским, л.^.Смолпкоьой, А.Г.Сомовой, 
ГД.Усовым, й.П.Шуркхиой,



й Б П Е Н  И Ё

микроорганизмы, сходные о возбудителем холеры по морфологи

ческим, культуральным и основным оно химическим свойствам, но не 

агглютинирующиеся холерными сыворотками, широко распространены 

в природе. Установлена этиологическая роль НАГ-вибрионов в воз- 

н.1КНОвении острых коечных заоолеваний у ладей#
НАГ-вибрионы неоднородны по антигенной структуре. Они облада

ют термола jильным жгутиковым и термостабильным ооматическим 

антигенами. Наличие различных тиаоспецифичеоких компонентов в 

составе о-антпгенного комплекса у разных штаммов НАГ-вибрионов 

позволяет разделить их на серологические варианты и дифференци

ровать i * АГ—в иер ионы от холерных вибрионов, которые относятся к 

QI серогруппе.
d ССОР создана коллекция типовых штаммов НАГ-вдорионов, 

включающая 38 (02-030) из коллекции Р.Сакаэаки; 5 (04U -  044) -  

описанных И.И.шуркиной и А.К.Адамовым; I I  -  описанных А.ЕДибин- 
вон, Г.Ь.Гальцевой, А.Г.Сомовой, л.Г.Зсронежской и др. 1045 -  

055); I -  иЬЬ (п.А.ш’ятхаяов с соавт.) -  всего 55 штаммов.

Антигенное родство между отдельными азогруппами (4 и &; 

г и Ъ; 3,11 и Пи; 13 и ПО; 14 и 36; 10,16 и 24 и ряда других) 

учуивается при изготовлении смесей типовых о-сывороток.

Сыворотками к указанным 55 типовым штаммам агглютинируется 

солее 7j }ь культур НАГ-вибрионов, выделяемых от больных острыми 

кишечными заболеваниями и виОриононоснтелей НАГ-вибрионов. На

иболее часто встречаются виориопы и5, 03, иЬ, 024, 034, 047, 050
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и некоторых других серогрупп.

и ? т т т ш к  наг- ви^рионоб

Серотипированию подлежат культуры, идентифицированные как 

представители рода Vibriof не агглютинирующиеся холерными сыво

ротками, НАГ-вибриоиы обладают оксидазной активностью, расщеп

ляют глюкозу в среде Хью и Аейфсона о образованием кислот?! 

без газа в аэрооных и анаэробных условиях, декарбоксилируют 
лизин и орнитин, не имеют ^.игидролазы аргинина, расщепляют 

маннит, инактивны к инозиту, относятся к I  или 11 группам Хей- 
берга, разжижают желаткну, восстанавливают нитраты в нитриты, 

способны образовывать индол, не продуцируют сероводород, не об

ладают уреазной активностью, не фосфоресцируют*

В свете современных таксономических критериев микроорганиз

мы, сходные с вибрионами по морфологическим свойствам, но фер

ментирующие углеводы по типу Ш -  УШ групп Хейберга, к НАГ -  

вибрионам, как правило, не относятся.
Культуры lfAT-виориояоБ, отоорашше для тин кров алия, следу

ет выращивать на питательном агаре (мясопелтоином, Мартела или 

из перевара сердечной мышцы, pH 7,6 -  7 ,В) в течение 16-20 ч 

при 37°. В качестве антигена для реакции агглютинации на стекле 

используют суточные агаровые культуры*, а для объемной агглютина

ции -  взвеси в физиологическом растворе (pH -  7 ,2) этих культур, 

содержащие в I мл I млрд. м.к. по оптическому стандарту мут

ности ШЖ им. Ji.А.Тарасевича.
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КРАТКИЕ ОБЩЕНИЯ О НАБОРЕ КГГШМкРПШХ.
СЫВОРОТОК

Диагностические и-агглютинирующие типовые сыворотки против 

55 серотипов НАГ-вибрионов получают иммунизацией кроликов куль

турами типовых штаммов НАГ-вибрионов из коллекции Саказаки и 

обнаруженных ва территории СССР.

В качеотве антигена для иммунизации применяют взвеоя су

точных агаровых культур, уоитых кипячением в течение 2 ч« Жи

вотным вводят внутривенно 1 ,2 ,4  млрд. м .к. в объеме одного мл 

о интервалами 5-6 дней, или подкожно -  первая и вторая инъек

ция по 20 млрд, м .к ., а третья -  внутривенно 5 млрд, м.к- о ин

тервалом в три дня. Если спустя. 7 дней после последней инъекции 
в сыворотках обнаруживаются агглютинины в титрах 1:1600 -  1:3200, 

то кроликов обескровливают. Бри низких титрах делают внутривен

но 2-3 дополнительные инъекции в дозе 4-5 млрд. м .к. В случае 

Обнаружения в оыворотках групповых антител их адсорбируют фор- 

малинизированными микробными взвесями соответствующих штаммов 

в концентрации от 50 до 200 млрд. м .к. на t мл сыворотки, раз

веденной 1:5 .

Сыворотки выпускают в стандартных разведениях -в  I/IO  ди

агностического титра по отношению к вибрионам гомологичного 

серотипа.

Учитывая большое количество серотипов, предлагается XI сме

сей типовых сывороток для предварительного исследования. Смеси 

1, и, Ш, УН и X используют в виде готовых препаратов, состоящих 

из сывороток против виорионов трех -  шести серотшюв. Остальные 

шесть смесей и/^УХ.УШ ДХ и XI) приготавливают непосредственно
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перед употреблением, включая в их состав в равных объемах 

пять -  шесть сывороток, указанных ндже, Ооъек соединяемых сыво

роток определяют в зависимости от количества исследуемых штам

мов из расчета 0 ,5  мл смеси на одну культуру.

1* 1,Ц,Ш а У1В смеси входят сыворотки к НАГ-виорионам, ко

торые наиболее часто встречаются на территории Советского Со

юза.

Кроме того, для ориентировочной агглютинации на стекле 

предложена диагностическая внорионпая 0 -агглютинирующая поли

валентная сыворотка, полученная путем смешения сывороток про

тив впорпонов ЗЬ серотипов коллекции Саказаки и 40-го серотипа.

С ЕР иЛий\ Н ЕС лА/i i j дпп i  * ш i'uO i ц lid

Исследуемою культуру сначала изучают в реакции агглютинации 

на стекле с диагностической поливалентной сывороткой. На дно 

чашки петри наносят из ампулы каплю сыворотки, в которой тща

тельно растирают петлей исследуемую культуру. В качестве конт

роля используют ка.*лю физиологического раствора ph -  7 ,2 .  

Содержимое капель смешивают покачивал.ем чашки. Результат учи

тывают через окончательно -  через 10 мин. мля предотвраце- 

ния подсыхания капель чашку накрывают крышкой. положительной 

считается реакция на 3 -4  креста при отрицательном контроле в 

физиологическом растворе.

В зависимости от результата реакции с поливалентно;; сыво

роткой серологическое тпппр'ианпе проводят по одному из л ва

риантов.

1 . штаммы, агтлютпппрущгеся указанной сывороткой 

С/ют в первую очередь с первыми тремя готовыми грунте

, нссле

пым:; с;.: с -
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сями сывороток, которые агглютинируют бслышютво эитеропато- 

генних виорноиоя. каждую смесь из ампулы разводят физиологи

ческим раствором 1:5, вносят в црооирки по U*b мл и дооавля- 

ют равный осъем антигена.

При использовании составленных смесей сывороток реакцию 

ставят в одной пробирке, в которую вносят uf5 мл смеси и 0,5 мл 

X млрд, взвеси суточной агаровой культуры исследуемого щтакма. 

Реакции сопровождают следующими контролами: 
а) контроль антигена -  0,5 мл физиологического раствора и 

0,5 мл взвеси исследуемой культуры;
о )  контроль сыворотки -  0 ,5  мл соответствующей смеси и 

0,5  мд физиологического раствора.

После тщательного встряхивал.я все нроокрки помещают на 

& ч в термостат при 57°, а затем -  на 18-20 ч при комнатной

температуре.

Учет результатов производят по оеде^рннлтой методике, счи

тая положительной реакцию на 0 -4  крест о * Ира получении положи

тельной рзакпгп с одной из смесей ставят агглютинацию с типовы

ми сньсротками, ь:одя:ц;:ми в ее состав, по той ь:е методике, что 

и с готовыми смесями. пелся дельная реакция агглютинация с од

но*; ы  типовые сывороток является ослевлнлем дял отнесения! нс- 

следуемой культуры лАЦ-ан.рлемов к соответствующему серотипу.

пультупн, не гитлютИ|Ц,.р.уюдисся первыми смесями сывороток, 

изучают со смесями ХУ, У, Л ,  Уп, составленными из сывороток к 
реме нстречаюлгмоя о ер от илам.

* г Штаммы ьл-.,рпонсь, которые не агглютинируются поливалент- 
поп смьорстпол, г. с следуют со смесями Уш, 1а, а и а 1, содержащими
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сыворотки к дополнительным серотипам, часть из которых, входя

щих в УШ смеоь, обладают выраженными энтеропатогенными свойст

вами и широко распространены. При получен..и положительной реак

ции ошюанным выше способом определяют принадлежность к соот

ветствующему оеротиау.

*1з сывороток к вновь обнаруживаемым типовым штаммам могут 

сыть составлены омеои в дополнение к предлагаемым, а последова

тельность использования смесей может сыть изменена в зависимости 

от состава серотипов НАГ-вибрионов, встречающихся на той или 
иной территории*

СаЬ&йА СИРОЛОГИЧЮКОИ ЩЕШа ЛОДШ

Ориентировочная агглютинация о поливалентной агглютинирующей 
сывороткой О2  -  Ô Q

положительная ! отрицательная

Объемная агглютинация со смесями

I (групповая I)  -  2 ,5 ,22, 40

II (групповая 5) -  6,26,34,39 

Ш (групповая 4) -  16, 24, 37

1У (составленная )-  7,14,16,21,33

У ( составленная)- 17,19,26,32,36 
У1 (составленная) -  3 ,11,20,30,31, 

38
УН (групповая 3) -  4,6,12,18

УШ (составленная) -  45,47,50, 
51, 56

IX (составленная) -  27,46,-43, 
49,53

л (групповая 2 ) -  13,29,^1,42, 
43, 44

Д  (составленная) -  26,52,54,55

Примечания:
I* В случае получения положительного результата с поливалент

ной сывороткой и отрицательного -  со смесями 1-У11 рекомендуется 
ставить реакцию агглютинации со смесями УШ-Х1.

2. Для определения серотипа исследуемой культуры ставят реак-
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цию агглютинации с типовыми сыворотками той смеси, о которой яолу
чен положительный результат,

3, При положительной агглютинации со смесью I ,  кроме указан
ных в схеме серотипов, реакцию агглютинации ставят и с сыворот
кой против 9-го серотипа, со смесь» II  -  33-го серотипе, со 
смесью I I I  -  10-го серотипа, со смесью П П  -23-го серотипа.

4, Культуры отнооят к неткдирувдимся после во лучен ад отрица
тельного результата в реакции ориентировочной агглютинации о по

ливалентной сывороткой и смесями УШ-Х1.

ХРАНЕНИЕ СиШРОТОК

Сыворотки в амцулах хранят в темном сухом месте ври температу

ре 4°С, а после перенесения в ироеирки с резиновыми дрооками в 

рефрижераторе при той же температуре. Сыворотки, разведенные фи

зиологическим раствором или соединенные в смеси, можно хранить в 

условиях холодильника не оолее 7-10 дней.
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