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Цель – разработка непрямого метода определения жизнеспособных холерных вибрионов путем оценки 
нарастания титра специфического бактериофага, детектируемого в ПЦР-РВ. Материалы и методы. Для ис-
следования взят холерный бактериофаг Rostov М3 (миовирус класса Caudoviricetes; GenBank: MN379460.1-
MN379463.1). Изучение биологических свойств фага проводили общепринятыми методами с небольшими мо-
дификациями. Праймеры для амплификации фага сконструированы с помощью https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0. 
Культивирование проб, содержащих жизнеспособные и нежизнеспособные Vibrio cholerae, с бактериофагом осу-
ществляли в 1 % пептонной воде в течение времени Т0 и Тn. Результат ПЦР выражали в числе фаговых частиц 
на 1 мл образца или величиной Ср. Результаты и обсуждение. Бактериофаг Rostov М3 имеет высокую скорость 
адсорбции и урожайность, а также обладает широким спектром литической активности в отношении V. cholerae 
О1 Classical и El Tor. В процессе накопления частиц фага Rostov М3 фиксировали снижение величины Cp при 
инкубировании пробы не менее двух часов. В этом случае делается заключение о присутствии в пробе жизне-
способных холерных вибрионов. Используя данный метод, можно выявить бактериальные клетки, находящиеся 
в живом, но некультивируемом состоянии, так как фаги способны к размножению в клетках этого фенотипа. 
Применение метода на инактивированных культурах (негативный контроль) V. cholerae не показало нарастания 
количества частиц фага относительно нулевой точки, что позволяет сделать вывод об отсутствии в образце жиз-
неспособных клеток. Авторами предложен метод, который позволяет установить разницу в уровнях накопления 
фаговых частиц при исследовании проб, содержащих живые и неживые бактерии V. cholerae О1, в контакте с бак-
териофагом Rostov М3 в течение определенного времени Т0 и Тn. Разработанная методика позволяет расширить 
возможности косвенного обнаружения жизнеспособных V. cholerae О1 Classical и El Tor в зараженных объектах.
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Abstract. The aim of the work was to develop an indirect method for identifying viable cholera vibrios by evaluating 
the titer increase of a specific bacteriophage detected in RT-PCR. Materials and methods. The cholera bacteriophage 
Rostov M3 was used for the study (myovirus class Caudoviricetes; GenBank: MN379460.1-MN379463.1). The study of 
biological properties was carried out using conventional methods with minor modifications. Primers for phage amplifi-
cation were designed using https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0. Cultivation of samples containing viable and non-viable 
Vibrio cholerae with bacteriophage was carried out in 1 % peptone water for times Т0 and Тn. The PCR result was ex-
pressed as the number of phage particles per ml of sample or as the Cp value. Results and discussion. Bacteriophage 
Rostov M3 has a high adsorption rate and yield, and also has a broad spectrum of lytic activity against V. cholerae O1 
Classical and El Tor. During the accumulation of Rostov M3 phage particles, a decrease in the Cp value was recorded 
when the sample was incubated for at least two hours. In this case, a conclusion is made about the presence of viable 
V. cholerae in the sample. Using this method, it is possible to identify bacterial cells that are in a living but non-culturable 
state, since phages retain the ability to reproduce in this cell phenotype. The application of the proposed method to in-
activated cultures (negative control) of V. cholerae did not show an increase in the number of phage particles relative to 
the zero point, therefore a conclusion is made about the absence of viable cells in the sample. The authors put forward  
the method that allows one to establish the difference in the levels of accumulation of phage particles when studying 
samples containing live and non-live V. cholera O1 bacteria in contact with the Rostov M3 bacteriophage for a certain 
period of time Т0 and Тn. The developed method allows for expanding the possibilities of indirect detection of viable 
V. cholerae O1 Classical and El Tor in potentially contaminated objects.
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Возбудитель холеры – грамотрицательная бак-
терия Vibrio cholerae, являясь факультативным пато-
геном, обитает во многих прибрежных и эстуарных 
экосистемах, вызывая пандемии. Холерные штаммы 
О1-серогруппы биотипа Classical стали причиной 
первых шести пандемий, а биотип El Tor является 
этиологическим агентом седьмой пандемии [1–4].

Стандартные микробиологические методы ис-
следования образцов на наличие жизнеспособных 
бактерий основаны на визуально наблюдаемом росте 
и делении клеток, то есть жизнеспособность прирав-
нивается к культивируемости [5]. Однако некоторые 
бактериальные патогены, включая V. cholerae, ино-
гда теряют способность к росту, приобретая фенотип 
«жизнеспособного, но некультивируемого» состоя-
ния (VBNC) [6, 7]. Параллельно с бактериологиче-
ским методом при лабораторной диагностике холеры 
согласно МУК 4.2.3745-22 применяется экспресс-
метод полимеразной цепной реакции (ПЦР), но опе-
раторы часто сталкиваются с проблемой ложнополо-
жительных результатов, когда обнаруживается нук
леиновая кислота возбудителя, но при этом отсут-
ствует рост на питательных средах после этапов обо-
гащения образца. Подтвердить жизнеспособность 
клеток и ускорить выдачу результата можно, исполь-
зуя метод, комбинирующий компонент бактериоло-
гической диагностики и молекулярно-генетическую 
детекцию частиц специфического фага с помощью 
ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Выбор такого 
подхода обоснован возможностью установить разни-
цу в уровнях накопления продуктов амплификации 
размножающегося бактериофага при исследовании 
обогащаемых проб, содержащих живые и неживые 
бактерии.

Цель – разработка непрямого метода опреде-
ления жизнеспособных холерных вибрионов путем 
оценки нарастания титра специфического бактерио-
фага, детектируемого в ПЦР-РВ.

Материалы и методы

Индикаторный штамм V. cholerae, пита-
тельные среды, условия культивирования. В  ра-
боте в качестве индикаторного использовали штамм 
№ 1391 V. cholerae О1 Classical Inaba (ctx+, tcp+) из 
коллекции ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочум-
ный институт Роспотребнадзора. Культуру засевали 
штрихами на 1,5 % агар Мартена, рН 7,6–7,8, затем 
единичные колонии пересевали в бульон Мартена. 

Бульонную культуру инкубировали до середины ло-
гарифмической фазы роста OD600=0,3 при 37 °С, 
при этом концентрация бактерий достигала около 
106 клеток/мл. Контроль количества клеток во взвеси 
осуществляли путем высева методом Коха.

Подготовка бактериофага. В исследование  
взят холерный бактериофаг Rostov М3 (миови-
рус класса Caudoviricetes; GenBank: MN379460.1-
MN379463.1) из коллекции-депозитария лаборато-
рии бактериофагов ФКУЗ Ростовский-на-Дону про-
тивочумный институт Роспотребнадзора.

Для приготовления стоков бактериофага ис-
пользовали метод твердой агаровой среды с неболь-
шими модификациями согласно МР 4.2.02.63-21 [8]. 
18-часовую бульонную культуру штамма-хозяина 
наносили поверх твердого 1,5 % агара Мартена 
двуслойным методом. После полного застывания 
второго слоя 0,7 % агара Мартена с культурой нано-
сили Rostov М3 в количестве 0,1 мл, раскатывая по 
поверхности чашки Петри. Инкубацию проводили в 
течение 18–24 часов при 37 °С. Зоны лизиса с раз-
множенным бактериофагом снимали стерильным 
скальпелем и помещали в пробирки с 5–10 мл 0,9 % 
раствора NaCl. Для инактивации V. cholerae добав-
ляли хлороформ в соотношении 1:10 и выдерживали 
30 мин при температуре 4 °С. Для освобождения бак-
териофагов от клеточного дербиса использовали цен-
трифугирование при 6000 об/мин в течение 30 мин 
(Supra R22, Hanil, Южная Корея). Супернатант со-
бирали и фильтровали через мембрану из полиэфир-
сульфона 0,22 мкм (ALWSCI Technologies, Китай). 
Полученные бактериофаги титровали по методу 
двойных агаровых слоев [9] и хранили при темпера-
туре 4 °С. Обычно очищенный бактериофаг содер-
жит титр не менее 108 БОЕ/мл.

Оценка спектра литической активности и 
специфичности фага. Диапазон литической ак-
тивности бактериофага был определен с помощью 
100 бактериальных штаммов V. cholerae О1, из ко-
торых 50 принадлежали биовару Classical и 50 – 
биовару El Tor, включающих как токсигенные, так 
и нетоксигенные варианты. Для подтверждения 
специфичности фага использовали микроорганизмы 
семейства Vibrionaceae (39 штаммов, включающие 
виды V. cholerae nonO1/nonO139, V. methchnikovii, 
V. parahaemolyticus, V. mimicus, V. alginolyticus) и 
порядка Enterobacterales (44 штамма, включающие 
виды Shigella disenteriae, Salmonella typhi, Salmonella 
paratyphi, Escherichia сoli, Yersinia enterocolitica, 
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Yersinia pseudotuberculosis, Salmonella enteritidis). 
Круг хозяев определяли с помощью прямого нанесе-
ния бактериофага методом спот-теста. 10 мкл иссле-
дуемого фаголизата с титром 108 БОЕ/мл наносили 
на чашки Петри с 1,5 % агаром Мартена, которые 
содержали 200 мкл культуры V. cholerae. Затем чаш-
ки инкубировали в течение 18–24 часов при 37 °С. 
Литическую активность оценивали визуально по 
появлению зоны лизиса в точках нанесения бакте-
риофага. Контроль жизнеспособности бактерий хо-
лерного вибриона проводили путем посева на 1,5 % 
агар Мартена.

Скорость адсорбции и латентный период 
бактериофага. Исследование адсорбции Rostov М3 
проводили при помощи определения количества не-
адсорбированного фага. Экспоненциально растущие 
бактериальные клетки смешивали с бактериофагом 
(MOI=0,01) и инкубировали при 37 °С. Через опре-
деленные промежутки времени (0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 
20 мин) отбирали по 100 мкл и смешивали с 850 мкл 
охлажденного SM-буфера для более быстрого пре-
кращения процесса адсорбции и 50 мкл хлорофор-
ма. Затем образцы центрифугировали при 5000 g в 
течение 5 мин при 4 °C. Титр фага в нулевой момент 
времени определен как 100 %.

Латентный период и урожайность Rostov М3 
определяли путем динамических изменений количе-
ства фаговых частиц в течение репликативного цикла 
на штамме V. cholerae № 1391. 5 мл бактериальных 
клеток инкубировали 3 часа при 37 °C до середины 
экспоненциальной стадии роста (OD600=0,3), далее 
5 мл полученной жидкой бактериальной культуры 
центрифугировали 5 мин при 4 °С, 7000 g. Осадок 
ресуспендировали в 4,5 мл бульона Мартена и сме-
шивали с бактериофагом так, что MOI составляло 
0,01. Фагам давали возможность адсорбироваться 
в течение 5 мин при 37 °C, а затем смесь центри-
фугировали при 12000 об/мин в течение 2 мин для 
удаления неабсорбированных фагов. Затем осадок 
ресуспендировали в 10 мл бульона Mартена и инку-
бировали при 37 °C. Образцы по 100 мкл собирали с 
10-минутными интервалами в течение 80 мин в эп-
пендорфы с 850 мкл SM-буфера и 50 мкл хлорофор-
ма, далее проверяли титр фага.

Выделение ДНК осуществляли комплек-
том реагентов «РИБО-преп» в соответствии с 
инструкцией производителя «АмплиСенс®» 
РУ № ФСР 2008/03147.

Детекция ДНК фага в присутствии жизне-
способных и инактивированных V. cholerae. В три 
пробирки по 10 мл 1 % пептонной воды добавляли 
0,2 мл 3-часовой культуры V. cholerae. Затем отбира-
ли 100 мкл в стерильный эппендорф, данная проба 
служила отрицательным контролем (К–).

Далее проводили культивирование проб с бак-
териофагом, добавляя в каждую пробирку по 0,2 мл 
Rostov М3 в титре 102 БОЕ/мл, после тщательного 
перемешивания отбирали 100 мкл в эппендорф для 
последующего выделения ДНК, пробу считали нуле-

вой точкой (Т0). Пробирки помещали в термостат при 
температуре 37 °С при перемешивании 120 об/мин  
и отбирали пробы по 100 мкл через 1 час (Т1), 2 часа 
(Т2), 3 часа (Т3). Из каждой пробы выделяли ДНК, как 
описано выше, и хранили при температуре (2±2) °С 
до постановки ПЦР. В качестве положительного кон-
троля (К+) выделяли ДНК из стокового бактериофага 
Rostov М3 в титре 108 БОЕ/мл.

Перед проведением количественной ПЦР и 
построением калибровочной кривой были подго-
товлены стандарты фаговой ДНК в титре от 104 до 
106 БОЕ/мл, которые использовали при детектиро-
вании накопления целевой ДНК. Результат ПЦР вы-
ражали в числе фаговых частиц на 1 мл образца или 
величиной Ср. Значения цикла (Cp), полученные по-
сле каждой временной точки, сравнивали с T0, так 
что снижение Cp было связано с увеличением копий 
ДНК бактериофагов, обусловленным их репликаци-
ей в жизнеспособных бактериях после заражения.

Для сравнения результатов дополнительно бра-
ли три пробирки с 10 мл 1 % пептонной воды, добав-
ляли 0,2 мл 3-часовой инактивированной культуры 
(прогретой 1 час при 65 °С) и 0,2 мл фага Rostov М3 
в титре 102 БОЕ/мл. Этапы инкубации, отбора проб и 
временные интервалы аналогичны описанным выше 
для жизнеспособной культуры.

Статистическую обработку результатов 
проводили в программах BioStat 2009 (AnalystSoft, 
Inc., США) и Microsoft Excel 2016. Результаты пред-
ставлялись как средний титр бактериофага (среднее 
значение из трех повторов и стандартное отклоне-
ние, M±Sd). Размер выхода фаговых частиц из клет-
ки (урожайность) рассчитывался как отношение 
среднего максимального количества высвободив-
шихся частиц в конце размножения к среднему зна-
чению фаговых частиц во время латентного периода. 
Оценку нормальности распределения проводили с 
помощью теста Шапиро – Уилка для малых выбо-
рок. Достоверность различий определяли с помо-
щью t-критерия Стьюдента для независимых наблю-
дений. Уровень p<0,05 оценивался как значимый.

Результаты и обсуждение

Результаты показали, что скорость адсорбции 
фага Rostov М3 является высокой: 98 % фаговых ча-
стиц адсорбировались в течение первых 5 мин после 
контакта с бактериями штамма V. cholerae № 1391. 
Это свидетельствует о том, что Rostov M3 эффек-
тивно прикрепляется к клеткам-хозяевам и способен 
быстро начать процесс инфицирования (рис. 1).

Жизненный цикл бактериофага, включающий 
латентный период, урожайность и фазу плато, опре-
деляли количественно с использованием односту-
пенчатой кривой роста (рис. 2).

Как видно из рис. 2, латентный период для 
Rostov M3 составил в среднем 40–50 мин. Это озна-
чает, что после адсорбции на штамме-хозяине фаги 
проходят через фазу затмения (eclipse), прежде чем 
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начинают активно размножаться. Среднее количе-
ство высвобождающихся фагов из одной хозяйской 
клетки (урожайность) составило 96 вирусных частиц 
в течение латентного периода. Это свидетельствует о 
том, что фаги эффективно растут и быстро размно-
жаются после адсорбции, в отличие от бактериофага 
vB_vcM_Kuja с латентным периодом в 40–60 мин и 
урожайностью 30 вирусных частиц [10]. Полученные 
данные указывают на то, что Rostov M3 способен 
быстро распространяться среди клеток-хозяев. Эти 
результаты имеют важное значение для понимания 
динамики развития бактериофага и используются 

для разработки новых методов диагностики инфек-
ционных заболеваний, вызываемых бактериями.

Производственно-перспективными бактерио-
фагами как инструментом детекции бактериаль-
ных патогенов считаются фаги с широким спек-
тром литической активности. Таковым является фаг 
Rostov M3, лизирующий V. cholerae О1-серогруппы 
двух биоваров (El Tor и Classical) в диапазоне от 44 
до 82 %. При проверке специфичности фага дру-
гие микроорганизмы семейства Vibrionaceae и по-
рядка Enterobacteriales оказались нечувствительны  
к нему.

Рис. 2. График размножения бактериофага Rostov M3 на штамме V. cholerae (n=3, M±Sd)

Fig. 2. Reproduction curve of bacteriophage Rostov M3 on V. cholerae strain (n=3, M±Sd)

Рис. 1. Скорость адсорбции бактериофага Rostov M3 на штамме V. cholerae (n=3, M±Sd)

Fig. 1. Adsorption rate of bacteriophage Rostov M3 on V. cholerae strain (n=3, M±Sd)
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Подбор праймеров и зонда для детекции 
ДНК бактериофага в ПЦР-РВ. Праймеры для 
амплификации уникальных последовательностей 
бактериофага Rostov М3 сконструированы с помо-
щью комплекса программного обеспечения https://
bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0 [11, 12] и синтезирова-
ны в ООО «Евроген» (Россия). Для подтверждения 
специфичности подобранных праймеров использо-
вали ранее выделенные препараты ДНК бактерио-
фагов различного рода и видов: 1 – Y. enterocolytica; 
2 – Y. pseudotuberculosis; 3 – V. metschnikovii; 4 – 
V. mimicus; 5 – V. parahaemolyticus; 6, 7 – V. cholerae 
(рис. 3).

Сконструированная система из праймеров 
специфична для Rostov М3, поскольку при элек-
трофорезе с другими образцами фагов были по-
лучены отрицательные результаты. ПЦР-РВ про-
водилась с использованием прямого PhaP_F  
(5’-CTCTTTAACGGGCGTCAGTC-3’) и обратно-
го PhaP_R (5’-CTTGCTGATATCGACGCTCA-3’) 
праймеров, а также зонда PhaP Z ([HEX]: 
TCGGACACATCGGTCCAGTGTAAACA [BHQ1]), 
меченного флюорофором HEX и гасителем флюорес-
ценции BHQ1. Смесь для проведения ПЦР объемом 
25 мкл содержала: 2,5 мкл буфера, 1 Ед Taq ДНК-
полимеразы, 0,2 мкМ cмеси дНТФ (ООО «Евроген», 
Россия), 1,0 мкМ каждого из праймеров PhaP_F, 

PhaP_R и 0,5 мкМ зонда PhaPZ, 5 мкл ДНК матри-
цы, оставшийся объем – вода. Амплификацию про-
водили с использованием прибора DTlite5 («ДНК-
технология», Россия) по программе: денатурация  
2 мин при 94 °С (1 цикл); затем 35 циклов: денатура-
ция 8 с при 94 °С, отжиг и учет по каналу HEX 12 с 
при 60 °С.

Метод определения жизнеспособных кле-
ток V. cholerae с помощью фага в ПЦР-РВ. Фаги в 
условиях окружающей среды способны эффективно 
инфицировать бактерию-мишень в присутствии кон-
курирующей микрофлоры. Это делает их перспек-
тивным инструментом при мониторинге объектов 
окружающей среды. Из данных, представленных в 
таблице, можно сделать вывод о том, что наблюда-
ется увеличение количества частиц бактериофага, 
которое оценивается по уменьшению значения Ср, 
после одного (лизис 1 час) и двух (лизис 2 часа) ча-
сов инкубации на индикаторной культуре V. сholerae. 
После 3 часов инкубации (лизис 3 часа) показатель 
выходит на плато. Показатель кривых Ср увеличива-
ется на 3 единицы после 2 часов инкубации, а коли-
чественная оценка фаговых частиц методом ПЦР-РВ 
в 100 раз – от 29 300 до 289 000 БОЕ/мл. В этом слу-
чае делается заключение о присутствии в пробе жиз-
неспособных холерных вибрионов О1-серогруппы 
биоваров Сlassical и El Tor.

Используя данный метод обнаружения V. cho
lerae, можно выявить даже бактериальные клетки, 
находящиеся в живом, но некультивируемом со-
стоянии, так как фаги сохраняют способность к раз-
множению в них [13, 14]. Однако латентный период 
бактериофага заметно увеличивается, что приведет 
к увеличению времени репликации вируса. Поэтому 
при латентном периоде бактериофага Rostov M3, 
равном 40 мин, точка учета результата будет опти-
мальной по истечении 2-часовой инкубации.

Подтверждение  нежизнеспособности  кле
ток V. cholerae с помощью фага в ПЦР-РВ. Заявлен
ный метод применен на нежизнеспособных V. сhole
rae Сlassical (3 штамма) и El Tor (3 штамма). При 
помощи тест-системы «АмплиСенс® Vibrio chole
rae‑FL» в ПЦР-РВ обнаружена ДНК инактивирован
ных клеток холерного вибриона, полученная путем 
прогревания образцов при 65 °С в течение 1 часа. 

На прогретых (нежизнеспособных) культурах 
V. cholerae не наблюдалось нарастания количества 
частиц фага после 2 часов инкубирования при 37 °С 
относительно нулевой точки, поэтому формулиру-
ется вывод об отсутствии в образце жизнеспособ-
ных холерных вибрионов О1-серогруппы биоваров 
Сlassical и El Tor.

Таким образом, на основании изучения биоло-
гических свойств бактериофага Rostov M3 разрабо-
тан специфический метод обнаружения жизнеспо-
собных холерных вибрионов на основе детекции 
репликации фага в бактериях-мишенях с помощью 
ПЦР-РВ. Данная методика позволяет расширить 
возможности обнаружения жизнеспособных холер-

Рис. 3. Проверка специфичности праймеров в 1,5 % агарозном 
геле:
z.p. – нулевая точка; 1п – ДНК Rostov М3 с пробой через 1 час инкуби-
рования; 2п – ДНК Rostov М3 с пробой через 2 часа инкубирования; 3п – 
ДНК Rostov М3 с пробой через 3 часа инкубирования; К– – 1 % пептон-
ная вода + 0,2 мл индикаторной культуры; К+ – ДНК Rostov М3 в титре 
102 БОЕ/мл; 1–7 – препараты ДНК бактериофагов различного рода и 
видов

Fig. 3. Checking primer specificity in 1.5 % agarose gel:
z.p. – zero point; 1п – Rostov М3 DNA with sample after one hour of incuba-
tion; 2п – Rostov М3 DNA with sample after two hours of incubation; 3п – 
Rostov М3 DNA with sample after three hours of incubation; К– – 1 % peptone 
water + 0,2 ml indicator culture; К+ – Rostov М3 DNA in titer 102 PFU/ml;  
1–7 – DNA preparations of bacteriophages of various genus and species
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ных вибрионов О1-серогруппы биоваров Classical 
и El Tor в потенциально зараженных объектах, что 
важно для своевременного выявления и предотвра-
щения распространения холеры, а также для обеспе-
чения безопасности водных объектов окружающей 
среды. Разработка защищена патентом № 2808577 
(29.11.2023) «Способ обнаружения жизнеспособ-
ных холерных вибрионов О1 серогруппы биоваров 
Classical и El Tor в окружающей среде при помощи 
бактериофага М3 методом количественной ПЦР».
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Результат ПЦР-РВ с живой культурой V. cholerae
Result of PCR-RT with viable culture of V. cholerae

Наименование образца
Sample 

Cp
Число фаговых частиц  (БОЕ/мл)

Number of phage particles (PFU/ml)

Фаг М3 – 104 БОЕ/мл (стандарт)
Phage М3 – 104 PFU/ml (standard)

21,3 
(10 000 БОЕ/мл) 
(10 000 PFU/ml)

10 000

Фаг М3 – 105 БОЕ/мл (стандарт)
Phage М3 – 105 PFU/ml (standard)

19,4 
(100 000 БОЕ/мл)
(100 000 PFU/ml)

100 000

Фаг М3 – 106 БОЕ/мл (стандарт)
Phage М3 – 106 PFU/ml (standard)

17,2 
(1 000 000 БОЕ/мл)
(1 000 000 PFU/ml)

1 000 000

V. cholerae + фаг Rostov M3 (0 часов)
V. cholerae + Phage Rostov M3 (0 hour)

20,7±1,1 29 300±1 700

V. cholerae + фаг Rostov M3 (1 час)
V. cholerae + Phage Rostov M3 (1 hour)

17,9±1,25 611 000±42 770

V. cholerae + фаг Rostov M3 (2 часа)
V. cholerae + Phage Rostov M3 (2 hours)

16,5±0,3 2 890 000±57 800

V. cholerae + фаг Rostov M3 (3 часа)
V. cholerae + Phage Rostov M3 (3 hours)

16,5±0,2 2 880 000±43 200

К– Отрицательно
Negative

Отрицательно
Negative

К+ 14,9±0,3 16 300 000±330 000
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