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2. Определение содержания перекрестно-реагируюших антигенов 
методом флуориметрии в объеме пробы в стрептококковых 

культурах разного происхождения

Целью настоящей работы явилось изучение и применение флуори- 
метрического метода в объеме пробы для количественного определения 
перекрестно-реагирующих антигенов (ПР-антигенов) в стрептококковых 
культурах, выделенных от больных и здоровых людей.
Содержание проведенного исследования по разработке флуориметриче- 
ского метода заключалось в следующем: подбор оптимальных условий 
возбуждения люминесценции проб, обработанных люминесцирующей сы­
вороткой, и ее регистрации; определение оптимальной концентрации ис­
следуемых культур, иммунной и нормальной промежуточных сывороток 
и люминесцирующей сыворотки; установление роли отмывания микроб­
ной взвеси, необходимого для удаления неспецифических белков им­
мунной сыворотки и избытка люминесцирующей сыворотки; определение 
оптимальной продолжительности и температуры инкубирования иссле­
дуемых культур с иммунной и люминесцирующей сыворотками.
Общая схема опыта заключалась в том, что испытуемые культуры обра­
батывались сывороткой кролика против сердца человека, причем специ­
фическое связывание последней выявляли с помощью непрямого метода 
люминесцирующих антител, используя стандартную люмииесцирующую 
сыворотку против глобулинов кролика. На основании автоматически за­
писанных спектров люминесценции пробы «опыт», где к взвеси высушен­
ных клеток добавляли в качестве промежуточного звена иммунную сы­
воротку, и пробы «контроль», где к такой же взвеси добавляли нормаль­
ную кроличью сыворотку, вычисляли величину отношения интенсивности 
свечения пробы «опыт» (1о) к интенсивности свечения пробы «контроль» 
0к) _ ]о/[к при Хтах =520 нм, представляющей собой максимальную 
длину волны света люминесценции контрольной и опытной проб.
На основании проведенных модельных опытов была выработана следую­
щая методика. К взвеси высушенных микробных клеток, суспендирован­
ных в 3 мл физиологического раствора, добавляли 0,3 мл антисердечной 
сыворотки (опыт), разведенной 1/100, а к другой такой же взвеси вы-
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сушенных клеток—0,3 мл нормальной кроличьей сыворотки (контроль) _ и3 том же разведении. Смеси инкубировали при комнатном температуре в 
течение 20 мин, после чего дважды отмывали физиологическим раство­
ром от белков добавленной сыворотки. Отмытые клетки опытной и кон­
трольной проб суспендировали в 3 мл физиологического раствора и до­
бавляли по 0,3 мл люмннесцирующей сыворотки, разведенной 1/6. Пробы 
инкубировали при комнатной температуре в течение 20 мин, центрифуги­
ровали, и осадки дважды отмывали от избытка люминесценцирующей сы­
воротки. Для измерения интенсивности люминесценции взвесь микробных 
клеток доводили физиологическим раствором до 3 мл. По данным ста­
тистических расчетов, доверительный интервал для определения отно­
шения 1о'1к = 1 составляет ±0,17.
Флуори метрическим методом исследовали 103 культуры гемолитического 
стрептококка, выделенные от больных ревматизмом и ангиной, и 45 куль­
тур, полученных от здоровых людей. Для контрольных исследований ис­
пользовали 23 культуры кишечной палочки и золотистого стафилококка, 
которые, как было предварительно установлено, не реагировали с анти­
сердечной сывороткой. Результаты опытов показали, что культуры, спо­
собные извлекать антитела из антисердечной сыворотки, так называемые 
«родственные» культуры (1с1,17), в преобладающем большинстве 
обнаруживались среди культур, выделенных от больных ревматизмом и 
ангиной, а «неродственные» (ЦК << 1,17)—среди культур, выделенных 
от здоровых людей (в обоих случаях более 70%). Культуры с макси­
мальным содержанием ПР-антигенов, так называемые «максимально 
родственные» (10/к > 1,3), встречались чаще среди культур, получен­
ных от больных ревматизмом и ангиной (в 51,4 и 66,7% случаев соот­
ветственно); реже такие штаммы обнаруживались в посевах от здоровых 
людей (20,1 %).
В результате исследований флуори метрическим методом получены ре­
зультаты, позволяющие делать выводы о возможности использования 
его для качественной оценки содержания ПР-антигенов, а также для их 
сравнительной количественной оценки. Разработанный флуориметриче- 
ский метод является экономичным, так как предполагает использование 
иммунной сыворотки в разведении 1/100; применение данного метода в 
непрямой модификации позволяет использовать стандартную меченую 
сыворотку против глобулинов кролика; техника постановки эксперимен­
та относительно проста.
Опыт работы по определению ПР-антигенов с помощью количественного 
флуориметрического метода, показавшего большую эффективность при 
относительной простоте постановки эксперимента, позволяет проводить 
в дальнейшем, с целью более глубокого изучения поставленного вопроса, 
исследование культур в массовом масштабе.
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