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Введение

  
В настоящее время экспресс-методы анализа биологических сред на предмет развития в организме человека и животных инфекционных процессов стали весьма актуальными [1]. Это связано с регулярным появлением новых и опасных форм возбудителей (бактерии, простейшие, вирусы и грибы) заболеваний с развитием серьёзных осложнений, а иногда и быстрым летальным исходом.     

  
Исключительно важно предоставить обычным людям простые экспресс-методы (в том числе тесты) с однозначно трактуемыми результатами [2]. Это важно для раннего обнаружения инфекции, когда симптомы ещё не выражены ярко. Очевидно, что экспресс-методы не заменяют серьёзных лабораторных исследований в медицинских учреждениях, а наоборот, являются (своевременными) показаниями к ним (в случае положительного результата на патогенную активность). 
  
Цель нашего исследования – разработка комплекса экспресс-методов обнаружения патогенной флоры на основе исследования их ферментативной активности или продуктов, которые образуются с участием такой флоры.

  
Рабочая гипотеза нашего исследования состоит в том, что на основе цветных химических и биохимических реакций можно обнаружить активность патогенной микрофлоры, исследуя биологические среды (слюна, моча, плазма крови и др.).

Задачи:

1. Анализ литературных источников и интернет-ресурсов на предмет известных методов химических и биохимических исследований биологических сред с целью выявления активности патогенной микрофлоры;
2. Разработка экспресс-методов обнаружения биохимической активности патогенной микрофлоры на основе протекания цветных реакций с участием микробов или отдельных энзимов, ими продуцируемых;
3. Изготовление тестового оборудования (применение доступных и безопасных материалов), которое, используя простую инструкцию, могут применять обычные люди для обнаружения инфекции на ранних стадиях развития заболевания.
Объект исследования: биологические среды (слюна, моча, плазма крови и др.).

Предмет исследования: ферментативные процессы в организме человека, протекающие при участии патогенных микроорганизмов.              

Методы исследования: ферментативный анализ; цветные реакции на продукты жизнедеятельности микроорганизмов.
Важнейшими, клинически значимыми исследованиями слюны и мочи являются обнаружение уреазной активности микрофлоры (helicobacter pylori), определение нитратредуктазы и декарбоксилазы аминокислот [3]. В норме (у здорового человека и животных) слюна и моча имеют незначительную уреазную активность, могут содержать малые количества продуктов декарбоксилирования аминокислот и совсем не содержат нитрит-анионов. В случае некоторых инфекционных поражений ЖКТ, выделительной системы человека и в ряде других инфекционных заболеваний ситуация меняется радикально, причём уже на ранних стадиях заболевания, когда человек (или животное) чувствуют себя хорошо [4]. Ранняя диагностика инфекционных заболеваний человека и домашних животных рассматриваются как приоритетные направления развития медико-биологических исследований.  
                                                      Литературный обзор
 Уреаза— гидролитический фермент из группы гидролаз [5], обладающий специфическим свойством катализировать гидролиз мочевины до диоксида углерода и аммиака:

CO(NH2)2 + H2O = CO2 + 2NH3
Катализирует также расщепление (но со значительно меньшей скоростью) гидрокси- и дигидроксимочевины [6]. Оптимальная каталитическая активность уреазы проявляется при рН 6,5-7,5, и 50°C.  Уреаза обнаружена в бактериях, дрожжах, растениях (особенно много её содержится в бобах сои), а также у ряда беспозвоночных; в клетках животных, у которых в качестве основного продукта азотистого обмена образуется мочевина, уреаза отсутствует. В организме человека образуется бактериальной флорой. Уреаза широко распространена в мире микроорганизмов, причем уреазную активность можно обнаружить как у сапрофитов, так и у патогенных микробов. В частности, высокая активность уреазы у родов Proteus, Staphycococcus [7]. Совершенно очевидно, что ткани животных не содержат уреазу и, следовательно, не способны расщеплять мочевину. В противном случае, это привело бы к образованию повышенных количеств аммиака и к аммиачному токсикозу в тканях. Однако, это совершенно не означает, что в организме высших животных не осуществляется ферментативный гидролиз мочевины [8]. Он действительно происходит в тех компартментах организма, которые колонизированы микроорганизмами: желудочно-кишечный тракт, особенно толстый кишечник, ротовая полость, кожные покровы. Например, появление уреазной активности в свежей моче свидетельствует об инфицировании мочеполового тракта [9]. В ветеринарной практике важно учитывать, что экспериментально установлена очень важная роль уреазы в так называемом рубцовом пищеварении у жвачных животных. У них возможна частичная замена ценного кормового протеина на дешевый карбамид (мочевину).
Ингибируется уреаза пероксидом водорода, ионами Hg2+, Pb2+, Ag+ [10]. Уреаза играет важную роль в круговороте N2 в природе, разлагая выделяемую животными мочевину на CO2 и NH3. Последний используется почвенными бактериями для биосинтеза белка [11]. Уреазу применяют в медицине для определения содержания мочевины в крови и моче при ряде заболеваний почек и печени [12].
По литературным данным высокая уреазная активность наблюдается в слюне человека и животных инфицированных helicobacter pylori [13].
Helicobacter pylori — спиралевидная бактерия, около 3 мкм в длину, диаметром около 0,5 мкм. Согласно медицинской статистике, хеликобактер, которым заражены около 60% всего человечества, является наиболее распространенным инфекционным заболеванием людей после герпеса [14,15]. Заражение бактерией хеликобактер происходит через загрязнённую воду или пищу, а также после контакта с инфицированным человеком через слюну или мокроту, выделяемую при кашле или чихании. Очень важную роль в вирулентности бактерии и в её способности выживать в кислом содержимом желудка играет секреция бактерией уреазы.
  
Существует тест на уреазную активность [17]. В качестве среды, на которой изучается этот тест, используют агар Кристенсена с мочевиной. Незасеянная среда имеет желто-оранжевый цвет. Микроорганизмы, использующие мочевину, вызывают подщелачивание этой среды, о чем свидетельствует ее ярко-розовое окрашивание. При отрицательном результате цвет среды не изменяется.  На эту среду вносят исследуемые биологические жидкости (засевают штаммы исследуемых грибов Candida spp.) и инкубируют при 25-30°С. Положительный результат в этом тесте фиксируют через 48-72 часа, но для констатации отрицательного результата необходимо продолжить инкубацию до 7 суток. Как свидетельствуют данные многочисленных исследований, среди представителей рода Candida уреазной активностью обладают только некоторые штаммы С. krusei. Аналогично исследуют биологические среды на предмет содержания в них уреазы бактериального происхождения.
    
На начальном этапе развития болезни, после попадания в желудок H. pylori, быстро двигаясь при помощи жгутиков, преодолевает защитный слой слизи и колонизирует слизистую оболочку желудка. Закрепившись на поверхности слизистой, бактерия начинает вырабатывать уреазу, благодаря чему в слизистой оболочке и слое защитной слизи поблизости от растущей колонии растёт концентрация аммиака и повышается pH [18]. По механизму отрицательной обратной связи это вызывает повышение секреции гастрина клетками слизистой желудка и компенсаторное повышение секреции соляной кислоты и пепсина, с одновременным снижением секреции бикарбонатов.

Муциназа, протеаза и липаза, вырабатываемые бактерией, вызывают деполимеризацию и растворение защитной слизи желудка, в результате чего соляная кислота и пепсин получают непосредственный доступ к оголённой слизистой желудка и начинают её разъедать, вызывая химический ожог, воспаление и изъязвление слизистой оболочки.

Диагностика [19]. Неинвазивные (не требующие эндоскопии) тесты на наличие хеликобактерной инфекции включают: определение титра антител в крови к антигенам H. pylori, определение наличия антигенов H. pylori в кале, а также уреазный дыхательный тест, состоящий в том, что пациент выпивает раствор меченной углеродом 14C- или 13C мочевины, которую бактерия расщепляет с образованием, соответственно, 14C- или 13C-двуокиси углерода, которую затем обнаруживают в выдыхаемом воздухе при помощи масс-спектрометрии или диодной лазерной спектроскопии.

Существуют также уреазные дыхательные тесты, основанные на определении концентрации аммиака в выдыхаемом воздухе.  Данные методы предполагают приём пациентом мочевины нормального изотопного состава и последующее измерение концентрации аммиака с помощью газоанализатора. К достоинствам метода можно отнести невысокую стоимость обследования, скорость получения результатов, высокую чувствительность (96%), значительно меньшую стоимость оборудования по сравнению с масс-спектрографами. Однако, этот метод диагностики не прошёл достаточные клинические испытания. Обладает высоким процентом ложноположительных результатов и не применяется за пределами постсоветского пространства.

Самым надёжным и «референсным» методом диагностики хеликобактерной инфекции остаётся биопсия, производимая во время эндоскопического обследования желудка и двенадцатиперстной кишки. Взятую при биопсии ткань слизистой подвергают быстрому тестированию на наличие уреазы и антигенов H. pylori, гистологическому исследованию, а также культуральному исследованию с выделением возбудителя на искусственных питательных средах.
 
Анализ литературных источников, проведённый нами, позволяет утверждать, что подавляющее число методов обнаружения нитритов основано либо на их окислительно-восстановительных свойствах [20], либо на способности этих ионов образовывать обнаруживаемые комплексы или красители. Однако, широко применяемые в лаборатории методики, нам не подходят по целому ряду причин. Во-первых, они основаны на использовании малодоступных обычному человеку реактивов и оборудования [21]. Во-вторых, интерпретация наблюдаемых в этих опытах явлений может быть осуществлена только специалистом. В-третьих, чувствительность относительно простых методик (доступных непрофессионалу) явно не достаточна. В большей части методик из одного нитрит-иона образуется одна молекула или один ион окрашенного соединения (реакция Грисса, например) [22]. В случае малых концентраций нитрит-ионов требуется концентрировать жидкости выпариванием при нагревании или в эксикаторе [23]. При этом (в исследуемых средах много химически активных веществ) не исключены потери нитритов. Качественно эти процедуры может проводить только специалист с опытом работы в биохимической лаборатории [24].

  
Мы также обратили внимание на то, что практически все химические реакции, протекающие в живом организме, являются каталитическими [25]. В роли катализаторов могут выступать ферменты, а иногда и неорганические ионы [26].  Эта информация и привела нас к мысли о принципиальной возможности разработки методики, в которой будут использоваться каталитические свойства нитрит-ионов. Ведь если нирит-анион будет выступать в роли катализатора, то один такой ион может способствовать образованию тысяч перманганат–ионов, придающих раствору характерную окраску. Чувствительность методики окажется очень высокой, а методика простой и доступной обычному человеку. Изучение литературных данных [27], а также материалов Интернета позволило нам понять в каком направлении следует двигаться дальше. 

   
Методы обнаружения вещества, основанные на его способности ускорять химические реакции, относят к кинетическим методам анализа [28]. Достоинство таких методов состоит в том, что они позволяют обнаруживать буквально следы вещества. Мы знаем, что катализатор – это вещество, которое, находясь в системе в малых количествах, сильно ускоряет химические реакции, но количество его остаётся неизменным [29]. Таким образом, о наличии вещества катализатора можно судить потому, что он сильно ускоряет процесс накопления, например в водном растворе, какого-то продукта. Если этот продукт сможет наблюдать обычный человек, то мы получаем эффективную методику обнаружения нитритов, которую может применять на дому не только врач, но и пациент. Проще всего наблюдать развитие, изменение или исчезновение характерной окраски. Методы, основанные на развитии, изменении или исчезновении характерной окраски, относят к визуальным методам [30].
  
Если слюна (или моча) не дают положительную реакцию на уреазу и нитатредуктазу, но, добавленный к пробе фенолфталеин, за 10-20 минут окрашивает раствор в розовый или малиновый цвет, следует предположить активность патогенной флоры в выраженной декарбоксилазной активностью.  
                                 Собственные исследования. Методика эксперимента
 
В простых экспресс-методах уреазную активность слюны или мочи оценивают по изменению окраски кислотно-основных индикаторов (например, фенолфталеин), которая происходит в результате диссоциации гидроксида аммония (реакция среды становится щелочной). Гидроксид аммония в свою очередь образуется из аммиака – продукта ферментативного гидролиза мочевины (при участии бактериальной или грибковой уреазы). Однако, авторы такого подхода утверждают, что достоверность такой методики не более 83%. По нашему мнению, это связано с тем, что изменение реакции среды на щелочную может быть связано с деятельностью других микробов, которые превращают аминокислоты в амины (ферментативное декарбоксилирование) или нитраты в нитриты (при участии фермента нитратредуктазы). Поэтому мы предлагаем свою методику, основанную на летучести аммиака (это вещество является газом). То есть мы будем обнаруживать именно аммиак, выделяющийся из раствора. Остановимся на методике обнаружения уреазной активности биологических сред (слюна, моча и др.) подробнее.
Берём чистую пробирку, наливаем туда биологическую жидкость до уровня 1,5 см, добавляем туда мочевину. В пробирку помещаем, смоченную водой полоску хроматографической бумаги, предварительно пропитанной (и высушенной) 1% спиртовым раствором альфа-нафтолфталена, так, чтобы нижний её конец находился выше уровня раствора на 2 см. Пробирку закрываем пробкой (не плотно). В результате расщепления мочевины уреазой образуются аммиак и углекислый газ. Углекислый газ выделяется из раствора (покидает пробирку) вследствие своей низкой растворимости в воде. Аммиак тоже выделяется из раствора, но реагирует с водой, которой смочена индикаторная бумага.  В результате образуется гидроксид аммония, который даёт щелочную среду. Индикаторная бумага (альфа-нафтолфталеин) меняет окраску от желто-розовой к сине-зеленой в интервале рН от 7,4 до 8,6. Если индикаторную бумагу вынуть из пробирки, аммиак будет улетучиваться (гидроксид аммония в отсутствии воды разложится). Поэтому сине-зелёная окраска вновь меняется на желто-розовую, что свидетельствует о том, что окраска была обусловлена именно аммиаком. Положительный результат опыта показывает, что в слюне или моче есть уреза микробного происхождения. В норме свежая моча, как говорилось выше, не обладает уреазной активностью. Что касается слюны, то в ней (в норме) может быть обнаружена незначительная уреазная активность, но изменение окраски индикатора происходит через 2 и более часов. При обследовании добровольцев с клинически подтверждённым наличием в ЖКТ Нelicobacter pylori, окраска индикаторной бумаги меняется в течении 4 – 10 минут. Скорость развития окраски свидетельствует об уровне инфицированности человека (или животного).
   
Необходимо было технологически оптимизировать методику оценки активности уразы в слюне (или в моче), чтобы сделать её доступной обычным людям. В качестве емкости, в которой протекает химическая реакция, мы взяли флакон для лекарственных средств общего значения (пенициллинка).     

Ее использование дает ряд преимуществ, например, наличие универсальной резиновой пробки, к которой удобно прикрепление полоски индикаторной бумаги.

  
Мы провели серию опытов, в которых подобрали оптимальные условия для применения нашей методики. В две пенициллинки (опыт и контроль) насыпается мочевина в порошковом состоянии массой 0,1 грамм. На стенки ёмкости делается отметка уровня, до которого необходимо вносить слюну (2 миллилитра).  К пробке пенициллинки прикреплена универсальная индикаторная бумага, таким образом, чтобы она в опыте оказывалась выше уровня жидкости (слюны или мочи) на 1 см. 
 
В опыте мы вносили слюну (или мочу) человека (или животного) заведомо инфицированного Нelicobacter pylori. В контроле вносилась слюна (или моча) заведомо здорового человека (клинически подтверждено). В общей сложности мы исследовали слюну (и мочу) 12 инфицированных Нelicobacter pylori и 15 неинфицированных человек. Содействие в работе с людьми нам было оказано специалистами Больницы скорой помощи г. Челябинска. Опыты проводились с согласия пациентов с установленным клинической лабораторией диагнозом.  

 
Обе емкости (опыт и контроль) оставлены при комнатной температуре, не герметично закрыты (чтобы углекислый газ мог выйти из ёмкости). В ёмкости, содержащей слюну людей инфицированных Нelicobacter pylori, через 4 - 10 минут индикаторная бумага окрашивалась в сине-зелёный цвет (действие аммиака). В контроле индикаторная бумага достоверно оставалась жёлтой на протяжении более двух часов.                           CО(NH2)2 + уреаза = 2NH3↑ + CO2↑
NH3 + Н2О = NH4OH (( NH4+ + OH – (щелочная среда)
CО(NH2)2 + слюна (или моча) не содержащая уреазу ≠

 
Важно отметить, что при исследовании слюны 27 человек (12 из которых инфицированы) ни в одном случае мы не ошиблись. Это показательно потому, что для проведения опытов привлекались учащиеся нашего лицея, которые заранее не знали диагноз исследуемых людей и не могли в угоду нам сообщить недостоверные результаты.  
  
На следующем этапе своей работы мы разрабатывали простую (доступную даже неспециалисту) экспресс-методику обнаружения нитрит-анионов. Нитрит-анионы появляются в биологических средах вследствие развития в организме человека (или животного) патогенной флоры, продуцирующий фермент нитратредуктазу. Этот фермент ускоряет реакцию превращения нитрат-анионов в нитрит-анионы:                                          NO3-   ( NO2-

 
В норме такого фермента в организме человека не может быть. Мы экспериментально установили, что соли двухвалентного марганца в присутствии этилендиаминотетрауксусной кислоты способны окисляться (окислители: пероксид водорода, гидроперит) до образования в растворе марганцевой кислоты (имеет хорошо наблюдаемую в эксперименте окраску) в широком диапазоне концентраций всех реагентов. Было установлено, что если в биологических средах (слюна, моча) находятся нитрит-анионы, с массовой долей не менее 0,01 процента, то можно их обнаружить по каталитическому влиянию на процесс образования марганцевой кислоты. Однако, применение гидроперита или пероксида водорода вне лаборатории представить себе сложно. Требуется проводить измерения объёма раствора пероксида водорода или оценивать степень его разложения (и гидроперита тоже). Ещё одним важным недостатком пероксида водорода (и гидроперита) является то, что образующаяся марганцевая кислота сама вступает с этими веществами в реакцию. В результате окраска, обусловленная присутствием в растворе марганцевой кислоты, быстро исчезает или появляется бурый осадок (оксид марганца (IV). Основываясь на данных литературы и собственных экспериментах, мы пришли к выводу, что окислителем, способным окислить марганец (II) в условиях нашего опыта может выступать пероксодисульфат натрия. Это было нами подтверждено опытами. Преимущество пероксрдисульфата натрия состоит в том, что он (избыток) не взаимодействует с марганцевой кислотой, а поэтому возникшая окраска (НMnO4) хорошо сохраняется в течение 4-5 часов. В отсутствие нитрит-анионов в биологических средах реакция практически не протекает (раствор остаётся бесцветным). Другим важным преимуществом пероксодисульфата натрия является то, что это твёрдое вещество и мы имеем возможность заранее приготовить (строго отмерив количества реагентов) смесь сульфата марганца (II), этилендиаминтетрауксусной кислоты и окислителя (пероксодисульфат натрия). Эта смесь хорошо храниться и может быть применена через 6-8 месяцев после приготовления. Предлагаемая нами рецептура и методика позволяет использовать её обычному человеку. Даже в домашних условиях  можно просто добавить в приготовленную по нашей методике смесь реактивов (помещена во флакон – пенициллинка) слюну или мочу. Если будет развиваться характерная окраска марганцевой кислоты, то это свидетельствует о наличии в организме человека (или животного) патогенной флоры, продуцирующей фермент - нитратредуктазу. 
  
Было установлено, что для заметного развития окраски раствора (слюна, моча), содержащего 0,001% нитрита в пенициллинку нужно поместить 0,04 г пероксодисульфата натрия; 0,02 г сульфата марганца и 0,01 г этилендиаминтетрауксусной кислоты. Срок годности такого изделия не менее 1 года
  
Важной задачей нашего исследования на этом этапе было установление чувствительности реакции. Достоверно было установлено, что надёжно обнаруживаемая массовая доля нитрит-ионов в растворе составляет 0,00001 % (1 миллиграмм в 1 кг). 
Важной особенностью исследования мочи (или слюны) является то, что она должна быть свежей, чтобы исключить ошибку. При стоянии мочи (или слюны) более 2 часов в неё могут попасть микроорганизмы из окружающей среды, которые также способны продуцировать нитриты из нитратов. Нитраты часто находятся в моче (и в слюне) здорового человека, употребляющего фрукты, овощи, колбасы и некоторые другие продукты. Таким образом, при исследовании несвежей мочи (или слюны), может возникнуть ошибочное мнение, что нитриты образовались в организме человека (или животного) при участии патогенной микрофлоры.  На самом деле они появились позже при участии флоры, попавшей из окружающей среды в ёмкость с образцом мочи (или слюны).
  
Наши эксперименты показали, что подобный подход к исследованию слюны не является достоверным. Слюна непрерывно восполняется, проглатывается или разбавляется напитками (едой). Все эти события могут приводить к резкому снижению концентрации нитрит-анионов в исследуемой слюне. Поэтому для получения надёжных результатов необходимо брать образцы слюны (2 мл.), а после добавлять 0,01 М раствор нитрита натрия (0,1 мл). Проба инкубируется при температуре 250С в течении 40 минут. Далее следует применить, предлагаемую нами методику обнаружения нитритов в слюне.

  
Если исследования биологических проб (слюна, моча или плазма крови) на предмет содержания в ней уреазы и нитритов дают отрицательный результат, а внесение в эти биологические среды фенолфталеина приводит к развитию (сразу или спустя 10-30 минут) розовой (малиновой) окраски, то можно предположить активность флоры, продуцирующей ферменты группы декорбаксилаз аминокислот. Такие ферменты (в норме) есть и у здоровых людей (и у животных), но они локализованы в тканях организма и не должны находится в слюне или в моче (в норме реакция мочи слабокислая или нейтральная рН 5,0–7,0). Для обнаружения активности бактериальных декарбоксилаз мы применяли следующую методику. К пробе слюны (4 мл.) или мочи мы добавляли 1 мл 0,5 % раствора аргинина. Выбор аргинина обусловлен тем, что патогенные микроорганизмы особенно быстро подвергают декарбоксилированию именно эту аминокислоту. Мы это установили экспериментально, сравнивая время за которое рН раствора меняется от нейтральной до слабощелочной, при внесении в раствор, содержащий различные аминокислоты (равные концентрации), биологической жидкости с находящейся в ней патогенной микрофлорой.  При участии декарбоксилазы протекает реакция расщепления аргинина по схеме:
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  +  CO2
В эксперименте применяли 0,5 % раствор аргинина (5 мл) и 1 мл биологической жидкости, содержащей микрофлору, вырабатывающую фермент декарбоксилазу. В раствор добавляли 5 капель спиртового раствора фенолфталена и доводили РН раствора до значения 6. Проба инкубируется в течении 20 минут при температуре 250С. При наличии в биологической среде (слюна, моча, плазма крове или иные биологические среды) развивается малиновая окраска, обусловленная накоплением продукта декарбоксилирования, который взаимодействует с водой с образованием основания. 

        
Подводя итоги своей работы, мы можем утверждать, что полученные нами результаты свидетельствуют о возможности проведения экспресс-диагностики некоторых инфекционных процессов в организме человека и животных. Предлагаемые нами методики не отрицают применения серьёзных лабораторных исследований в медицинских учреждениях, а наоборот являются показаниями к ним. Предлагаемые нами (предварительные) методики доступны обычным людям, и их можно применять в домашних и в полевых условиях, в местах, удалённых от медицинских учреждений. Своё исследования мы будем продолжать до получения практически реализуемых изделий, которые можно будет производить фабричным способом.
                                                                   Выводы:

1) При реализации исследовательского проекта мы усовершенствовали экспресс-методику определения уреазной активности (появляется при инфицировании ЖКТ Нelicobacter pylori) в биологических средах (слюна, моча) человека (и домашних животных) на основе использования доступных и безопасных реактивов и оборудования. Предлагаемую для обнаружения уреазной активности слюны или мочи методику может применить обычный человек вне медицинского учреждения. Обнаружение значительной уреазной активности является веским основанием для адресного обращения в специализированное медицинское учреждение.
2) Нами была разработана экспресс-методика обнаружения патогенной флоры в биологических средах на основе их нитратредуктазной активности (обнаружение нитрит-анионов по их каталитической активности). Предлагаемую для обнаружения нитраредуктазной активности слюны или мочи (также плазмы крови) методику может применить обычный человек в домашних или в полевых условиях. Наличие нитрит-анионов в слюне человека (или животного) явно указывает на воспалительные процессы в ротовой полости. Наличие нитрит-анионов в моче свидетельствует о воспалительных процессах в мочевыводящих путях или в почках. Таким образом, предлагаемая нами методика позволяет на ранних стадиях обнаружить ряд опасных заболеваний человека и домашних животных. 
3) Нами изучалась перспектива исследования декарбоксилазной активности слюны и мочи. Декарбоксилазную активность биологических сред (наличие патогенной флоры) мы обнаруживали, применяя в качестве субстрата для микрофлоры водного раствора аргинина. Предлагаемая нами методика относительно проста, а потому может найти применение вне медицинских учреждений для первичного исследования людей и домашних животных. Предлагаемые нами методики экспресс-анализа может применить сельский фельдшер или ветеринар для оценки характера и локализации инфекционного процесса в организме. 
4) Намечены планы дальнейшей работы. Мы планируем усовершенствовать, предлагаемые методики и разработать технологию производства тест-полосок, к которым приложить понятную обычным людям инструкцию. 
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