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äèñáèîçîâ, èçó÷åíè  âëè íè  ëåêàðñòâåííûõ
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èíêóáèðîâàíè  åãî ñ ëèçîöèìîì, äîáàâëåíè 

ïîëó÷åííîé ñìåñè ê ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû
Micrococcus lysodeikticus, ïðåäâàðèòåëüíî
îáðàáîòàííîé òðèëîíîì Á, èçìåðåíè  îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ïîëó÷åííîé ñìåñè. Îá óðîâíå
àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè (ÀËÀ) ñóä ò ïî ñòåïåíè
ëèçèñà ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû ìèêðîêîêêà,
êîòîðóþ ðàññ÷èòûâàþò ïî ôîðìóëå. Èçîáðåòåíèå
ïîçâîë åò ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü îïðåäåëåíè 
àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ çà
ñ÷åò óñêîðåíè  è óâåëè÷åíè  òî÷íîñòè
êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ÀËÀ. 3 òàáë.
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìèêðîáèîëîãèè è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë 
ïðîãíîçèðîâàíè  ðåêîíâàëåñöåíòíîãî áàêòåðèîíîñèòåëüñòâà, ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî
ìîíèòîðèíãà àíòðîïîãåííîãî çàãð çíåíè  îêðóæàþùåé ñðåäû, äèàãíîñòèêè äèñáèîçîâ,
èçó÷åíè  âëè íè  ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ è áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ íà
ïåðñèñòåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Èçâåñòåí ýëåêòðîîïòè÷åñêèé ñïîñîá îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè (ÀËÀ)
ìèêðîîðãàíèçìîâ ïóòåì èçìåðåíè  ñòåïåíè ãèäðàòàöèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ïîñëå
âçàèìîäåéñòâè  ñ ëèçîöèìîì [1].

Îäíàêî óêàçàííûé ñïîñîá òðóäîåìîê, òðåáóåò íàëè÷è  ñïåöèàëüíîé ðåãèñòðèðóþùåé
àïïàðàòóðû. Òàêæå ñóùåñòâåííûì íåäîñòàòêîì óêàçàííîãî ñïîñîáà  âë åòñ  òî, ÷òî
âîçìîæíà ðåãèñòðàöè  ëèøü íà÷àëüíûõ ýòàïîâ âçàèìîäåéñòâè  ëèçîöèìà ñ áàêòåðèàëüíîé
êëåòêîé.

Èçâåñòåí ñïîñîá îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ, ïðè
êîòîðîì èññëåäóåìûå øòàììû áàêòåðèé çàñåâàþò íà ïëîòíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ñ
îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèåé ëèçîöèìà â àãàðå è ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 24 ÷
âûðîñøèå èññëåäóåìûå êóëüòóðû óáèâàþò ïàðàìè õëîðîôîðìà â òå÷åíèå 30 ìèí. Çàòåì íà
êîëîíèè èññëåäóåìûõ êóëüòóð âòîðûì ñëîåì çàëèâàþò ïèòàòåëüíóþ àãàðîâóþ ñðåäó ñ 0,5
ìë 20-ìèëëèàðäíîé âçâåñè ïðåäâàðèòåëüíî óáèòîé õëîðîôîðìîì òåñò-êóëüòóðû
Micrococcus lysodeikticus (øòàìì N 2665 ÃÈÑÊ èì. Ë.À. Òàðàñåâè÷à). Ýôôåêò èíàêòèâàöèè
ëèçîöèìà îïðåäåë þò ïî íàëè÷èþ çîíû ìóòíîñòè âîêðóã àíòèëèçîöèìàêòèâíûõ øòàììîâ.
Êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè èññëåäóåìîãî øòàììà ïðîèçâîä ò ïî
ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ëèçîöèìà â ñðåäå, êîòîðà  èíàêòèâèðóåòñ  äàííûì øòàììîì
[2].

Îäíàêî, ó÷èòûâà  îòñóòñòâèå ÷åòêîñòè çîí ëèçèñà áàêòåðèé [3] è íåðåäêîå îêðàøèâàíèå
ãåë  áàêòåðèàëüíûìè ïðîäóêòàìè (íàïðèìåð, ïèîöèàíèíîì Pseudomonas aeruginosa),
âèçóàëüíà  îöåíêà ÀËÀ ÷àñòî çàòðóäíåíà. Íåäîñòàòêàìè ìåòîäà  âë þòñ  òàêæå íèçêà 
÷óâñòâèòåëüíîñòü è äëèòåëüíîå âðåì , òðåáóþùååñ  äë  îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé
àêòèâíîñòè.

Íàèáîëåå áëèçêèì ê çà âëåííîìó ñïîñîáó ïî íàçíà÷åíèþ è ñîâîêóïíîñòè ñóùåñòâåííûõ
ïðèçíàêîâ  âë åòñ  ñïîñîá îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè áàêòåðèé, ñîãëàñíî
êîòîðîìó èññëåäóåìóþ êóëüòóðó âûðàùèâàþò â æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, îòäåë þò
ñóïåðíàòàíò, ñìåøèâàþò åãî ñ ëèçîöèìîì è ñóñïåíçèåé òåñò-êóëüòóðû Micrococcus
lysodeikticus, èíêóáèðóþò ñìåñü, ïàðàëëåëüíî ãîòîâ ò äâå êîíòðîëüíûå ïðîáû,
àíòèëèçîöèìíóþ àêòèâíîñòü êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè èññëåäóåìîãî øòàììà ðàññ÷èòûâàþò
ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îïûòíîé ñìåñè è îáîèõ êîíòðîëåé, çàòåì ïîêàçàòåëü
àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè èññëåäóåìîé êóëüòóðû ñðàâíèâàþò ñ ïîêàçàòåë ìè
àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè ðåôåðåíñ-øòàììà Klebsiella pneumoniae ÃÈÑÊ N 151 è
îïðåäåë þò êîíöåíòðàöèþ ëèçîöèìà, êîòîðóþ ñïîñîáíà èíàêòèâèðîâàòü èññëåäóåìà 
êóëüòóðà [4].

Îäíàêî óêàçàííûé ñïîñîá èìååò ð ä ñóùåñòâåííûõ íåäîñòàòêîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè
äëèòåëüíîì õðàíåíèè øòàììîâ áàêòåðèé óðîâåíü ÀËÀ ïîñëåäíèõ ìîæåò èçìåí òüñ  [5]. Â
ñâ çè ñ ýòèì íåîáõîäèì ïîñòî ííûé êîíòðîëü ÀËÀ ðåôåðåíñ-øòàììà ëèáî
êóëüòèâèðîâàíèå åãî íà ñðåäàõ ñ àíòèáèîòèêàìè, ÷òî äåëàåò äàííûé ñïîñîá äëèòåëüíûì è
òðóäîåìêèì. Â èçâåñòíîì ñïîñîáå ïðîâîäèòñ  îäíîêðàòíîå èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè â îïûòå è êîíòðîëå, ÷òî âåäåò ê áîëüøîé ïîãðåøíîñòè ïðè êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêå ÀËÀ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Òàêæå â ñïîñîáå-ïðîòîòèïå èñïîëüçóåòñ  äîïîëíèòåëüíûé
êîíòðîëü ñ ñóïåðíàòàíòîì øòàììà, ïîêàçûâàþùèé ïîëíîå ïîäàâëåíèå ëèçîöèìà, ÷òî
äåëàåò óêàçàííûé ñïîñîá òðóäîåìêèì. Â èçâåñòíîì ñïîñîáå âûðàùèâàíèå êóëüòóð
ìèêðîîðãàíèçìîâ îñóùåñòâë þò íà ìèíèìàëüíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî
ìèíèìàëüíûå ñðåäû ïðèãîäíû äë  êóëüòèâèðîâàíè  îòäåëüíûõ ãðóïï áàêòåðèé. Êðîìå òîãî,
ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïëàçìèäíûõ è áåñïëàçìèäíûõ øòàììîâ â
ëèìèòèðîâàííûõ ïî ñóáñòðàòó óñëîâè õ ïðîèñõîäèò âûòåñíåíèå ïëàçìèäñîäåðæàùèõ
êëåòîê èç ñìåøàííîé ïîïóë öèè [6]. Ïîñëåäíåå îáñòî òåëüñòâî ïðåäñòàâë åòñ 
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ñóùåñòâåííûì, ïðèíèìà  âî âíèìàíèå êëîíàëüíóþ ãåòåðîãåííîñòü ïîïóë öèé ïî
àíòèëèçîöèìíîìó ïðèçíàêó [7, 8] è ïëàçìèäíûé õàðàêòåð àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè [9].

Çà âë åìûé ñïîñîá ðåøàåò çàäà÷ó óñêîðåíè  è óïðîùåíè  îïðåäåëåíè 
àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ è ïîâûøåíè  òî÷íîñòè êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè ÀËÀ.

Äë  ðåøåíè  óêàçàííîé çàäà÷è â çà âë åìîì ñïîñîáå îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé
àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ èññëåäóåìóþ êóëüòóðó ìèêðîîðãàíèçìà âûðàùèâàþò â æèäêîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäå, îòäåë þò ñóïåðíàòàíò è ñìåøèâàþò åãî ñ ëèçîöèìîì, ïàðàëëåëüíî
ãîòîâ ò êîíòðîëü, îïûòíóþ ïðîáó è êîíòðîëü ñìåøèâàþò ñ ñóñïåíçèåé òåñò-êóëüòóðû
Micrococcus lysodeikticus è îïðåäåë þò àíòèëèçîöèìíóþ àêòèâíîñòü ïî îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ïîëó÷åííûõ ñìåñåé, ïðè ýòîì â êà÷åñòâå êîíòðîë  èñïîëüçóþò ñìåñü
ïèòàòåëüíîãî áóëüîíà ñ ëèçîöèìîì, îñóùåñòâë þò èíêóáèðîâàíèå ñóïåðíàòàíòà ñ
ëèçîöèìîì, ââîä ò èíêóáèðîâàííóþ ñìåñü â ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííóþ òðèëîíîì Á
òåñò-êóëüòóðó è ïðîâîä ò èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îïûòíîé ïðîáû è êîíòðîë 
÷åðåç 30 è 150 ñ, çàòåì ðàññ÷èòûâàþò àíòèëèçîöèìíóþ àêòèâíîñòü ïî ôîðìóëå

ãäå A - àíòèëèçîöèìíà  àêòèâíîñòü, ìêã èíàêòèâèðîâàííîãî ëèçîöèìà /ìë

ñóïåðíàòàíòà , åä. îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè áóëüîííîé êóëüòóðû;

V1- îáúåì ðàñòâîðà ëèçîöèìà èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè;
V2- îáúåì ñóïåðíàòàíòà áóëüîííîé êóëüòóðû èññëåäóåìîãî øòàììà;
C - èñõîäíà  êîíöåíòðàöè  ëèçîöèìà;
Y - îïòè÷åñêà  ïëîòíîñòü áóëüîííîé êóëüòóðû èññëåäóåìîãî øòàììà, åä. îïòè÷åñêîé

ïëîòíîñòè;

)D0 - èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû â îïûòå ìåæäó 30 è

150 ñ;

)Dê - èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû â êîíòðîëå ìåæäó 30 è

150 ñ.
Íîâûì â çà âëåííîì ñïîñîáå  âë åòñ  òî, ÷òî
- â êà÷åñòâå êîíòðîë  èñïîëüçóþò ñìåñü ïèòàòåëüíîãî áóëüîíà ñ ëèçîöèìîì;
- ñóñïåíçèþ òåñò-êóëüòóðû Micrococcus lysodeikticus ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàþò

òðèëîíîì Á;
- îñóùåñòâë þò èíêóáèðîâàíèå ñóïåðíàòàíòà ñ ëèçîöèìîì ñ ïîñëåäóþùèì ââåäåíèåì

èíêóáèðîâàííîé ñìåñè â îáðàáîòàííóþ òðèëîíîì Á òåñò-êóëüòóðó;
- èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îïûòíîé ïðîáû è êîíòðîë  ïðîâîä ò ÷åðåç 30 è 150 ñ;
- ðàññ÷èòûâàþò àíòèëèçîöèìíóþ àêòèâíîñòü ìèêðîîðãàíèçìîâ ïî ôîðìóëå:

ãäå A - àíòèëèçîöèìíà  àêòèâíîñòü, ìêã èíàêòèâèðîâàííîãî ëèçîöèìà /ìë

ñóïåðíàòàíòà , åä. îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè áóëüîííîé êóëüòóðû;

V1 - îáúåì ðàñòâîðà ëèçîöèìà èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè;
V2 - îáúåì ñóïåðíàòàíòà áóëüîííîé êóëüòóðû èññëåäóåìîãî øòàììà;
C - èñõîäíà  êîíöåíòðàöè  ëèçîöèìà;
Y - îïòè÷åñêà  ïëîòíîñòü áóëüîííîé êóëüòóðû èññëåäóåìîãî øòàììà, åä. îïòè÷åñêîé

ïëîòíîñòè;

)D0 - èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû â îïûòå ìåæäó 30 è

150 ñ;

)Dê - èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû â êîíòðîëå ìåæäó 30 è

150 ñ.
Èçâåñòíî èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äë  ëèçîöèìà áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê

Micrococcus lysodeikticus [3,10] . Àâòîðàìè ýêñïåðèìåíòàëüíî óñòàíîâëåíî ïîâûøåíèå
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÷óâñòâèòåëüíîñòè ìèêðîêîêêà ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ôåðìåíòà ïîä âëè íèåì òðèëîíà Á.
Òðèëîí Á (äèíàòðèåâà  ñîëü ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû;

C 10H14O8N2Na2 , 2H2O, Ì 372.3; ÃÎÑÒ 10652-73) - áåëûé êðèñòàëëè÷åñêèé ïîðîøîê,

õîðîøî ðàñòâîðèìûé â âîäå è ùåëî÷àõ; pH âîäíîãî ðàñòâîðà îêîëî 6. Èçâåñòíî
èñïîëüçîâàíèå òðèëîíà Á â òåêñòèëüíîé, êîæåâåííîé, ïèùåâîé, áóìàæíîé, ëàêîêðàñî÷íîé
ïðîìûøëåííîñòè, â ïðîèçâîäñòâå ìåòàëëîâ, êàó÷óêà, â öâåòíîé êèíåìàòîãðàôèè, äë 
î÷èñòêè íåôòè, âîñêà, æèðîâ, äë  ðàçäåëåíè  ðåäêîçåìåëüíûõ ýëåìåíòîâ, äë  ñì ã÷åíè 
âîäû, î÷èñòêè è ïîëó÷åíè  ð äà ýëåìåíòîâ, ñîåäèíåíèé è ñìåñåé, â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà
îêèñëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ è äð. [11]. Â ìåäèöèíå òðèëîí Á èñïîëüçóþò ïðè
ãèïåðêàëüöèåìèè, ïðè ïàòîëîãè÷åñêîé îññèôèêàöèè ñêåëåòà, ñóñòàâîâ, ìûøö, ïî÷åê,
ñòåíîê âåí, ïðè ñêëåðîäåðìèè, ïîðôèðèè, â êà÷åñòâå àíòèêîàãóë íòà ïðè êîíñåðâèðîâàíèè
êðîâè [12].

Èñïîëüçîâàíèå òðèëîíà Á äë  îáðàáîòêè âçâåñè ìèêðîêîêêà ñ öåëüþ ïîâûøåíè  åãî
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ëèçîöèìà â èñòî÷íèêàõ ïàòåíòíîé è íàó÷íî-
òåõíè÷åñêîé ëèòåðàòóðû íå îáíàðóæåíî.

Ïðîâîäèëñ  ñëåäóþùèé ýêñïåðèìåíò.
Â îïûòíîé ñåðèè ñóòî÷íóþ àãàðîâóþ êóëüòóðó Ì. lysodeikticus óáèâàëè ïàðàìè

õëîðîôîðìà, ñìûâàëè, äâàæäû îòìûâàëè ôîñôàòíûì áóôåðîì ñ òðèëîíîì Á è îäèí ðàç
ôîñôàòíûì áóôåðîì áåç òðèëîíà Á. Â êîíòðîëå âçâåñü ìèêðîêîêêà òðèæäû îòìûâàëè
ôîñôàòíûì áóôåðîì áåç òðèëîíà Á. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ñóñïåíçèé òåñò-êóëüòóð
äîâîäèëè äî 0,300. Èçìåðåíè  ïðîâîäèëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÔ-46 (äëèíà âîëíû 540
íì). Õîä àíàëèçà: ê 2,0 ìë ñóñïåíçèè ñóáñòðàòà äîáàâë ëè 0,5 ìë ðàñòâîðà ëèçîöèìà (20
ìêã/ìë) è èçìåð ëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðåàêöèîííîé ñìåñè ÷åðåç 30 è 150 ñ ïðîòèâ 0,2
Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà ( )D ). Â îïûòíîé ñåðèè èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñîñòàâèëî

0.080±0.001 ïðîòèâ 0.069±0.005 â êîíòðîëå (P<0.05).
Òàêèì îáðàçîì, çà ñ÷åò ïîâûøåíè  ÷óâñòâèòåëüíîñòè òåñò-êóëüòóðû Ì. lysodeikticus ê

ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ëèçîöèìà óâåëè÷èâàåòñ  òî÷íîñòü êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè 
ÀËÀ, ÷òî îáåñïå÷èâàåò ïîâûøåíèå äîñòîâåðíîñòè îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé
àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Èçâåñòíî èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû M. lysodeikticus,
ëèçîöèìà è ñóïåðíàòàíòà èññëåäóåìîé êóëüòóðû äë  îïðåäåëåíè  ÀËÀ ìèêðîîðãàíèçìîâ.
Îäíàêî â èçâåñòíîì ñïîñîáå-ïðîòîòèïå [4] ïðîâîäèòñ  îäíîêðàòíîå èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè â îïûòå è êîíòðîëå, ÷òî âåäåò ê áîëüøîé ïîãðåøíîñòè ïðè êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêå ÀËÀ ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Â çà âë åìîì ñïîñîáå ïðîâîäèòñ  äâóêðàòíîå èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
èññëåäóåìîé ñìåñè ÷åðåç 30 è 150 ñ, ÷òî ïîçâîë åò áîëåå òî÷íî ñóäèòü î ëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè îñòàòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ëèçîöèìà ïî ñòåïåíè ëèçèñà ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû.

Èíòåðâàë âðåìåíè, ÷åðåç êîòîðûé ïðîâîäèòñ  èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
èññëåäóåìîé ñìåñè, àâòîðàìè óñòàíîâëåí ýêñïåðèìåíòàëüíî. Ïðîâåäåííûå àâòîðàìè
èññëåäîâàíè  ïîêàçàëè, ÷òî èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðåàêöèîííîé ñìåñè  âë åòñ 
íàèáîëåå öåëåñîîáðàçíûì ÷åðåç 30 è 150 ñ ( ñì.òàáë.1). Èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
ðåàêöèîííîé ñìåñè ðàíåå ÷åì ÷åðåç 30 ñ ïîñëå íà÷àëà ãèäðîëèçà ñóáñòðàòà íåâîçìîæíî
âñëåäñòâèå íåîáõîäèìîñòè íàñòðîéêè ñïåêòðîôîòîìåòðà. Äëèòåëüíîå èçìåðåíèå
èçìåíåíè  îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðåàêöèîííîé ñìåñè íåöåëåñîîáðàçíî, ïîñêîëüêó ñêîðîñòü
ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè ìàêñèìàëüíà ëèøü â íà÷àëüíûé ïåðèîä, à ïîòîì, ïî ìåðå
èñòîùåíè  ñóáñòðàòà ëèáî ôåðìåíòà, ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ êîìïîíåíòîâ ñêîðîñòü
ðåàêöèè âûðàâíèâàåòñ  [13].

Êàê âèäíî èç òàáë. 1, èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðåàêöèîííîé ñìåñè ÷åðåç áîëåå
äëèòåëüíûé èíòåðâàë ÷åì 150 ñ ïîñëå íà÷àëà ëèçèñà íå âû âë åò çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé
èçìåíåíè  îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â îïûòå è êîíòðîëå, ïîýòîìó àâòîðû ïðåäëàãàþò, êàê
íàèáîëåå îïòèìàëüíûé èíòåðâàë îïðåäåëåíè  èçìåíåíè  îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
ðåàêöèîííîé ñìåñè ÷åðåç 30 - 150 ñ.

Ñïîñîá îñóùåñòâë åòñ  ñëåäóþùèì îáðàçîì.
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Áàêòåðèàëüíóþ ìàññó èññëåäóåìûõ êóëüòóð ñòàíäàðòíîé áàêòåðèîëîãè÷åñêîé ïåòëåé
çàñåâàþò â 3 ìë æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû (äë  êàæäîãî âèäà ìèêðîîðãàíèçìîâ
èñïîëüçóþò ñîîòâåòñòâóþùèé òèï ïèòàòåëüíîé ñðåäû) è êóëüòèâèðóþò ïðè 37oC 24-96 ÷.
Íà ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÔ-46 (äëèíà âîëíû 540 íì) èçìåð þò îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü
áóëüîííîé êóëüòóðû ïðîòèâ ïèòàòåëüíîãî áóëüîíà (Y). Ñóïåðíàòàíò îòäåë þò îò
áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 3000 îá/ìèí.

Äë  îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ â êà÷åñòâå òåñò-
êóëüòóðû èñïîëüçóþò ñóòî÷íóþ àãàðîâóþ êóëüòóðó Micrococcus lysodeikticus (øòàìì N
2665 ÃÈÑÊ èì. Ë.À. Òàðàñåâè÷à). Âûðîñøèå áàêòåðèàëüíûå êëåòêè òåñò-øòàììà óáèâàþò
õëîðîôîðìîì â òå÷åíèå 60 ìèí, ñìûâàþò, ôèëüòðóþò ÷åðåç êðóïíîïîðèñòûé ôèëüòð,
äâàæäû îòìûâàþò 1/15 Ì ôîñôàòíûì áóôåðîì (êàëè  ôîñôàòà îäíîçàìåùåííîãî
[KH 2PO4 - 7.72 ã, íàòðè  ôîñôàòà äâóçàìåùåííîãî [Na2HPO4 , 2H2O - 1.78 ã, âîäû

äèñòèëëèðîâàííîé - äî 1000 ìë; pH 6.0-6.2) ñ äèíàòðèåâîé ñîëüþ
ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû (òðèëîíîì Á) (0.372 ã/ë áóôåðà) è îäèí ðàç 1/15 Ì
ôîñôàòíûì áóôåðîì, ïîñëå ÷åãî îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ñóñïåíçèè ìèêðîêîêêà äîâîä ò äî
0.300.

Íà 1/15 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå ãîòîâ ò ðàñòâîð ëèçîöèìà ñ êîíöåíòðàöèåé 20 ìêã/ìë.
Ñóïåðíàòàíò èññëåäóåìûõ êóëüòóð ìèêðîîðãàíèçìîâ îáúåìîì 0.9 ìë ñìåøèâàþò ñ 0.1

ìë ïðèãîòîâëåííîãî ðàñòâîðà ëèçîöèìà è èíêóáèðóþò 60-120 ìèí ïðè 37oC. Çàòåì 0.5 ìë
ñìåñè ñóïåðíàòàíòà è ëèçîöèìà äîáàâë þò ê 2.0 ìë ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû Micrococcus
lysodeikticus è èçìåð þò îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó÷åííîé ñìåñè ÷åðåç 30 è 150 ñ íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÔ-46 (äëèíà âîëíû 540 íì) ïðîòèâ 1/15 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà.

Â êîíòðîëüíîé ïðîáå ñìåñü ïèòàòåëüíîãî áóëüîíà ñ ëèçîöèìîì â ñîîòíîøåíèè 9: 1 òàêæå
äîáàâë þò ê 2.0 ìë ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû Micrococcus lysodeikticus è èçìåð þò
îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó÷åííîé ñìåñè ÷åðåç 30 è 150 ñ íà ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÔ-46
(äëèíà âîëíû 540 íì) ïðîòèâ 1/15 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà.

Àíòèëèçîöèìíóþ àêòèâíîñòü èññëåäóåìîé êóëüòóðû ðàññ÷èòûâàþò ïî ôîðìóëå:

ãäå A - àíòèëèçîöèìíà  àêòèâíîñòü, ìêã èíàêòèâèðîâàííîãî ëèçîöèìà /ìë

ñóïåðíàòàíòà , åä. îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè áóëüîííîé êóëüòóðû;

V1- îáúåì (0.1 ìë) ðàñòâîðà ëèçîöèìà èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè (20 ìêã/ìë);
V2- îáúåì (0.9 ìë) ñóïåðíàòàíòà áóëüîííîé êóëüòóðû èññëåäóåìîãî øòàììà;
C - èñõîäíà  êîíöåíòðàöè  ëèçîöèìà (20 ìêã/ìë);
Y - îïòè÷åñêà  ïëîòíîñòü áóëüîííîé êóëüòóðû èññëåäóåìîãî øòàììà, åä. îïòè÷åñêîé

ïëîòíîñòè;

)D0 - èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû â îïûòå ìåæäó 30 è

150 ñ [D0(30'') - D0(150'')];

)Dê - èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû â êîíòðîëå ìåæäó 30 è

150 ñ [Dê(30'') - Dê(150'')].
Ïðèìåð 1. Ó øòàììà Stapbylococcus haemolyticus, âûäåëåííîãî èç ãíîéíîãî ñîäåðæèìîãî

ïðè äðåíèðîâàíèè àáñöåññà áûëà îïðåäåëåíà àíòèëèçîöèìíà  àêòèâíîñòü.
Äë  ýòîãî áàêòåðèàëüíóþ ìàññó èññëåäóåìîé êóëüòóðû ñòàíäàðòíîé áàêòåðèîëîãè÷åñêîé

ïåòëåé ïîñå ëè â 3 ìë ì ñî-ïåïòîííîãî áóëüîíà è êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37oC 24 ÷. Íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÔ-46 (äëèíà âîëíû 540 íì) èçìåðèëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü áóëüîííîé
êóëüòóðû ïðîòèâ ïèòàòåëüíîãî áóëüîíà (Y): îíà ñîñòàâèëà 1.821. Ñóïåðíàòàíò îòäåëèëè
îò áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 3000 îá/ìèí.

Â êà÷åñòâå òåñò-êóëüòóðû èñïîëüçîâàëè ñóòî÷íóþ àãàðîâóþ êóëüòóðó Micrococcus
lysodeikticus (øòàìì N 2665 ÃÈÑÊ èì. Ë.À. Òàðàñåâè÷à). Âûðîñøèå áàêòåðèàëüíûå êëåòêè
òåñò-êóëüòóðû óáèëè õëîðîôîðìîì â òå÷åíèå 60 ìèí, ñìûëè, ïðîôèëüòðîâàëè ÷åðåç
êðóïíîïîðèñòûé ôèëüòð, äâàæäû îòìûëè 1/15 Ì ôîñôàòíûì áóôåðîì (êàëè  ôîñôàòà
îäíîçàìåùåííîãî [KH2PO4] - 7.72 ã, íàòðè  ôîñôàòà äâóçàìåùåííîãî [Na2HPO4,2H2O] -
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1.78 ã, âîäû äèñòèëëèðîâàííîé - äî 1000 ìë; pH 6.0-6.2) ñ äèíàòðèåâîé ñîëüþ
ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû (òðèëîíîì Á) (0.372 ã/ë áóôåðà) è îäèí ðàç 1/15 Ì
ôîñôàòíûì áóôåðîì, ïîñëå ÷åãî îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ñóñïåíçèè ìèêðîêîêêà äîâåëè äî
0.300.

Íà 1/15 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå ïðèãîòîâèëè ðàñòâîð ëèçîöèìà ñ êîíöåíòðàöèåé 20
ìêã/ìë.

Ñóïåðíàòàíò èññëåäóåìûõ êóëüòóð ìèêðîîðãàíèçìîâ îáúåìîì 0.9 ìë ñìåøàëè ñ 0.1 ìë
ïðèãîòîâëåííîãî ðàñòâîðà ëèçîöèìà è èíêóáèðîâàëè 60 ìèí ïðè 37oC. Çàòåì 0.5 ìë ñìåñè
ñóïåðíàòàíòà è ëèçîöèìà äîáàâèëè ê 2.0 ìë ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû Micrococcus
lysodeikticus è èçìåðèëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó÷åííîé ñìåñè ÷åðåç 30 è 150 ñ íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÔ-46 (äëèíà âîëíû 540 íì) ïðîòèâ 1/15 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà.

Â êîíòðîëüíîé ïðîáå ñìåñü ïèòàòåëüíîãî áóëüîíà ñ ëèçîöèìîì â ñîîòíîøåíèè 9: 1 òàêæå
äîáàâèëè ê 2.0 ìë ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû Micrococcus lysodeikticus è èçìåðèëè
îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó÷åííîé ñìåñè ÷åðåç 30 è 150 ñ íà ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÔ-46
(äëèíà âîëíû 540 íì) ïðîòèâ 1/15 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà.

Áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå çíà÷åíè  îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè:
Dî(30'') = 0.266. Dî(150'') = 0.252. )D0 = 0.266 - 0.252 = 0.014; Dê(30'') = 0.263, Dê(150'') =

0.221, )Dê = 0.263 - 0.221 = 0.042.

Ïî ñòåïåíè ëèçèñà ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû ðàññ÷èòàëè ÀËÀ èññëåäóåìîãî øòàììà ïî
ôîðìóëå

ìêã èíàêòèâèðîâàííîãî ëèçîöèìà /ìë ñóïåðíàòàíòà , åä. îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè

áóëüîííîé êóëüòóðû.
Ïðèìåð 2. Äë  ñðàâíåíè  òî÷íîñòè îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè èçâåñòíûì

ñïîñîáîì è çà âë åìûì áûëè îòîáðàíû øòàììû ìèêðîîðãàíèçìîâ ñ îäèíàêîâûìè
çíà÷åíè ìè àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè, îïðåäåëåííîé ñïîñîáîì-ïðîòîòèïîì. Âåëè÷èíà
ïðèçíàêà ñîñòàâë ëà 0.38. Ïðè îïðåäåëåíèè ó äàííûõ øòàììîâ áàêòåðèé ÀËÀ çà âë åìûì
ñïîñîáîì áûëè ïîëó÷åíû ðàçëè÷íûå çíà÷åíè  (òàáë.2). Ýòî ñâ çàíî ñ òåì, ÷òî â ôîðìóëå
ðàñ÷åòà ÀËÀ â çà âë åìîì ñïîñîáå ïðîâîä ò ïåðåñ÷åò íà âåëè÷èíó îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
áóëüîííîé êóëüòóðû, êîòîðà  âûðàæàåò êîëè÷åñòâî áèîìàññû òåñòèðóåìîãî øòàììà. Òàê
êàê èçâåñòíî, ÷òî êîëè÷åñòâî ìåòàáîëèòîâ (â äàííîì ñëó÷àå àíòèëèçîöèìíîãî ôàêòîðà)
íàõîäèòñ  â ïð ìîé çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà áèîìàññû, êîòîðà  â ñâîþ î÷åðåäü
îïðåäåë åòñ  âèäîì ìèêðîîðãàíèçìà è ñîñòàâîì ïèòàòåëüíîé ñðåäû, çà âë åìûé ñïîñîá
ñóùåñòâåííî ïîâûøàåò òî÷íîñòü êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ÀËÀ.

Ïðèìåð 3. Ó 52 øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà êëåòî÷íîãî è
âíóòðèêëåòî÷íîãî ñèìáèîçà ÓðÎ ÐÀÍ (ã. Îðåíáóðã) áûëà îïðåäåëåíà àíòèëèçîöèìíà 
àêòèâíîñòü ñ èñïîëüçîâàíèåì çà âë åìîãî ñïîñîáà è ñïîñîáà-ïðîòîòèïà. Ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç ðåçóëüòàòîâ îïðåäåëåíè  ÀËÀ ìèêðîîðãàíèçìîâ ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè
ïðåäñòàâëåí â òàáëèöå 3.

Êàê âèäíî èç òàáëèöû, èñïîëüçîâàíèå çà âë åìîãî ñïîñîáà ïîçâîëèëî óìåíüøèòü
êîëè÷åñòâî èçìåðåíèé çà ñ÷åò òîãî, ÷òî â çà âë åìîì ñïîñîáå îòñóòñòâóåò êîíòðîëü
(èñïîëüçóåìûé â ñïîñîáå-ïðîòîòèïå) ñ ñóïåðíàòàíòîì øòàììà áåç ëèçîöèìà,
ïîêàçûâàþùèé ïîëíîå ïîäàâëåíèå ëèçîöèìà. Äë  ïîñòàíîâêè ýòîãî êîíòðîë  íåîáõîäèìî
ïðîèçâåñòè êîëè÷åñòâî èçìåðåíèé, ðàâíîå êîëè÷åñòâó èññëåäóåìûõ øòàììîâ, ÷òîáû
âîñïðîèçâåñòè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü êàæäîãî îòäåëüíîãî îáðàçöà. Êîëè÷åñòâî èçìåðåíèé
âî âòîðîì êîíòðîëå â ñïîñîáå-ïðîòîòèïå ðàâíî ÷èñëó èçìåðåíèé â çà âë åìîì ñïîñîáå,
ïîñêîëüêó â ýòîì êîíòðîëå êóëüòóðàëüíà  æèäêîñòü çàìåíåíà íà ñòåðèëüíóþ ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó, èñïîëüçóåìóþ äë  âûðàùèâàíè  ìèêðîîðãàíèçìîâ â îáîèõ ñïîñîáàõ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëàãàåìûé ñïîñîá ïîçâîë åò óñêîðèòü, óïðîñòèòü è ïîâûñèòü
òî÷íîñòü êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Èñòî÷íèêè èíôîðìàöèè, â êîòîðûõ ñîäåðæàòñ  ñâåäåíè  îá àíàëîãàõ èçîáðåòåíè 
1. Ëóäà À.Ï., Ñèðîòà À. Í. Ýëåêòðîîïòè÷åñêèé ìåòîä âû âëåíè  àíòèëèçîöèìíîé
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àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ //Ôàêòîðû åñòåñòâåííîãî èììóíèòåòà. - Êóéáûøåâ, 1983.- Ñ.
73-77.

2. Áóõàðèí 0.Â., Âàñèëüåâ Í.Â., Óñâ öîâ Á.ß. Ëèçîöèì ìèêðîîðãàíèçìîâ.- Òîìñê: Èçä-
âî Òîì. óí-òà, 1985.- Ñ. 177.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
Ñïîñîá îïðåäåëåíè  àíòèëèçîöèìíîé àêòèâíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ, çàêëþ÷àþùèéñ  â

òîì, ÷òî èññëåäóåìóþ êóëüòóðó ìèêðîîðãàíèçìà âûðàùèâàþò â æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå,
îòäåë þò ñóïåðíàòàíò è ñìåøèâàþò åãî ñ ëèçîöèìîì, ïàðàëëåëüíî ãîòîâ ò êîíòðîëü,
îïûòíóþ ïðîáó è êîíòðîëü ñìåøèâàþò ñ ñóñïåíçèåé òåñò-êóëüòóðû Micrococcus
Lysodeikticus è îïðåäåë þò àíòèëèçîöèìíóþ àêòèâíîñòü ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
ïîëó÷åííûõ ñìåñåé, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî â êà÷åñòâå êîíòðîë  èñïîëüçóþò ñìåñü
ïèòàòåëüíîãî áóëüîíà ñ ëèçîöèìîì, îñóùåñòâë þò èíêóáèðîâàíèå ñóïåðíàòàíòà ñ
ëèçîöèìîì, ââîä ò èíêóáèðîâàííóþ ñìåñü â ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííóþ òðèëîíîì Á
òåñò-êóëüòóðó è ïðîâîä ò èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îïûòíîé ïðîáû è êîíòðîë 
÷åðåç 30 è 150 ñ, çàòåì ðàññ÷èòûâàþò àíòèëèçîöèìíóþ àêòèâíîñòü ïî ôîðìóëå

ãäå A - àíòèëèçîöèìíà  àêòèâíîñòü, ìêã èíàêòèâèðîâàííîãî ëèçîöèìà/ìë

ñóïåðíàòàíòà , åä. îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè áóëüîííîé êóëüòóðû;

V1 - îáúåì ðàñòâîðà ëèçîöèìà èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè;
V2 - îáúåì ñóïåðíàòàíòà áóëüîííîé êóëüòóðû èññëåäóåìîãî øòàììà;
C - èñõîäíà  êîíöåíòðàöè  ëèçîöèìà;
Y - îïòè÷åñêà  ïëîòíîñòü áóëüîííîé êóëüòóðû èññëåäóåìîãî øòàììà, åä. îïòè÷åñêîé

ïëîòíîñòè;

)Do - èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû â îïûòå ìåæäó 30 è

150 ñ;

)Dê - èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè òåñò-êóëüòóðû â êîíòðîëå ìåæäó 30 è

150 ñ.
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