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ПРИЛОЖЕНИЕ 2
к письму Управления Роспотребнадзора

по железнодорожному транспорту 

от 11 мая 2011г. № 01-09/809
МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ СССР

НАУЧНО-ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИЙ  ПРОТИВОЧУМНЫЙ
ИНСТИТУТ КАВКАЗА И ЗАКАВКАЗЬЯ
УТВЕРЖДАЮ: 

Начальник Главного  Управления карантинных инфекций

М. И. НАРКЕВИЧ

04 мая 1988 года № 28-6/7
МЕТОДИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
ПО ВЫДЕЛЕНИЮ ВИБРИОНОВ И ОРГАНИЗАЦИИ
БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ НА ХОЛЕРУ
г. Ставрополь, 1989 год
Рекомендации составлены:
В.Н. Савельевым, А.К. Акиевым, 

Г.Д. Грижебовским, М.П. Алиевым, 

М.Т. Шехикян.

АННОТАЦИЯ
Предлагается бактериологическая методика и организация исследований воды открытых водоемов или материала от людей (трупов) на вибрионы с использованием первой пептонной воды, имеющей высокие значения рН (9,5—10,0). Она позволяет качественно проводить эти исследования в режиме односменного графика работы бактериологических лабораторий в период эпидемиологического благополучия по холере. В период осложнений по холере предлагаемая методика используется в тех же временных режимах, как и классическая.
Методика апробирована с получением положительных результатов па Азербайджанской, Армянской, Грузинской, Дагестанской, Кабардино-Балкарской, Новороссийской противочумных станциях.
ВВЕДЕНИЕ
Классическая методика исследования на вибрионы основана, на их способности интенсивно размножаться в щелочной пептонной воде (рН 7,8) на поверхности среды. В эксперименте показано, что при увеличении рН первой пептонной воды до 9,5-10,0 создаются оптимальные условия для накопления вибрионов в верхнем слое среды как через 6-8, так и через 18-20 часов. При выращивании холерных и НАГ вибрионов (по современной классификации – холерных вибрионов О1 и не О1 группы, Прим. Ю. Подкорытов) с кишечными палочками, протеем, бациллами мезентерикус в этой среде отмечается ингибирующее действие на все указанные виды микроорганизмов, кроме вибрионов.
Кишечные палочки, бациллы мезентерикус, концентрации которых в пробах превышает количество вибрионов в 10 тысяч раз, не влияет на высеваемость НАГ, Эльтор и вибрионы азиатской холеры при исследовании классической или предлагаемой методиками. При загрязнении, проб,палочками протея, концентрация которых в 500 - 10 тыс. раз превышает число вибрионов, высеять НАГ, Эльтор и вибрионы азиатской холеры классической методикой не удается. 
Методика исследования с использованием пептонной воды рН 9,5-10,0 позволяет1 обнаруживать вибрионы НАГ, Эльтор и азиатской холеры в пробах, содержащих указанные концентрации палочек протея, как через 6-8, так и через 18-24-48 часов инкубации посевов смешанных культур данных микроорганизмов. При сравнительном изучении классической методики исследования на вибрионы и с использованием пептонной воды рН 9,5-10,0 установлено, что разрешающая способность классической методики при исследовании проб воды составляет для вибрионов азиатской холеры более 200 клеток/мл., для НАГ и Эльтор - 20 клеток/мл., а предлагаемой методикой: для вибрионов азиатской холеры 50-100 клеток/мл, холеры Эльтор - 10 клеток/мл, НАГ- вибрионов -единичные клетки.
Предлагаемая методика обеспечивает достаточную чистоту выделяемых культур, вибрионов, находящихся в пробах в смеси с кишечной палочкой, протеем, бациллами мезеитерикус или в пробах, содержащих фекалии.

На основании этих данных разработана методика выделения вибрионов из объектов внешней среды или материала от людей, суть которой сводится к посеву материала в первую пептонную воду с высоким рН, что позволяет продлить инкубацию с 6—8 до 18—24—48 часов. '
Методика применима на период эпидемиологического благополучия по холере и позволяет без нарушения односменного графика работы бактериологических лабораторий качественно вести контроль объектов внешней среды и исследования проб от больных острыми кишечными инфекциями.

В период осложнений по холере предлагаемая методика используется в тех же временных режимах, как и классическая.
I. МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ ИЛИ МАТЕРИАЛА ОТ ЛЮДЕЙ НА ВИБРИОНЫ БЕЗ ШЕСТИЧАСОВЫХ ПЕРЕСЕВОВ ПЕПТОННЫХ ВОД
1.1 Основной раствор пептона (ОРП) рН 10,0 или пептонную воду рН 9,5—10,0 готовят ex tempore  добавив к одному литру ОРП pH 7,8, или однопроцентной пептонной воды рН 7,8, соответственно 32 или 3 мл 20% NaOH. 
ОРП рН 10,0 и однопроцентную пептонную воду рН 9,5—10.0 можно готовить впрок по общепринятой методике с применением рН-метра пли лакмусовой индикаторной бумаги с последующей стерилизацией при 120°С 20 минут.

1.2. Исследование проб воды открытых водоемов: воду забирают в объеме I л , соблюдая правила в соответствии с существующими «Инструктивно-методическими указаниями по лабораторной диагностике холеры» (М., 1984). При доставке в лабораторию проб, в последние добавляют основной раствор пептона (рН 10,0) до концентрации 1%. При этом исходная рН исследованной воды (6,0—8,5) в пробе повышается до 9,6-9,8.
После этого пробы воды (первая пептонная вода) инкубируют 18-24 часа при 37°С, а затем с помощью бактериологической петли делают высевы на пластинки щелочного агара (рН 8,0) и в пробирки с 1% пептонной водой рН 8,0 (вторая пептонная вода). Через четыре-пять часов выдерживания в термостате при 37°С из второй пептонной воды делают высевы па пластинки щелочного агара рН 8,0.

После 18-24 часов инкубации посевов на плотных питательных средах при 37°С, с последних производят отбор колоний, подозрительных на вибрионы.
1.3. Исследование, материала от людей.

Материал от людей (испражнения, рвотные массы) засевают в 1% пептонную воду рН 9,5-10,0. Через 18-24 часа инкубации при 37°С делают посев на пластинку щелочного агара (рН 8,0) и в пробирки с 1% пептонной водой рН 8,0 (вторая пептонпая вода), высев из которых на щелочной агар (рН 8,0) производят через четыре-пять часов

После 18-24 часов инкубации посевов на плотных питательных средах производят отбор колоний, подозрительных на вибрионы. Морфология колоний вибрионов, высеянных на плотные питательные среды из пептонной воды с рН 9,5-10,0 типична для вибрионов.

II. ОРГАНИЗАЦИЯ БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ НА ВИБРИОНЫ

2.1. В период эпидемиологического благополучия по холере:

- плановые исследования проб воды и материала от людей проводятся с применением методики без шестичасовых пересевов пептонных вод (п.п. 1.1; 1.2; 1.3) по схеме:
- плановые исследования проб воды
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