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Эпидемиологическая обстановка по сибирской 
язве в Российской Федерации продолжает оставать-
ся напряженной [1]. Наиболее часто вспышки этой 
инфекции среди животных и, как следствие, забо-
левания людей встречаются в субъектах Южного, 
Северо-Кавказского, Приволжского, Сибирского фе-
деральных округов. Выделить культуру возбудителя 
от больных кожной формой сибирской язвы людей 
затруднительно, изоляты Bacillus anthracis получают 
в среднем лишь в 31 % случаев [2]. 

В соответствии с действующими методическими 
указаниями МУ 4.2.2413-08 «Лабораторная диагно-
стика и обнаружение возбудителя сибирской язвы» 
в тех случаях, когда не удается выделить культуру 
возбудителя для постановки диагноза этой инфекции 
у человека при наличии соответствующей клиниче-
ской картины и эпидемиологического анамнеза, не-
обходимо проведение генетических (ПЦР) и имму-
нологических (ИФА, МФА) методов исследования. 

Однако ввиду отсутствия зарегистрированных оте-
чественных диагностических тест-систем для МФА 
и ИФА эти методы не включены в перечень тех, ко-
торыми можно лабораторно подтвердить диагноз си-
бирской язвы у человека. Все это делает актуальным 
разработку и производство набора для выявления ан-
тител в сыворотке крови людей непрямым методом 
флуоресцирующих антител (нМФА). 

Целью работы явилась разработка и конструиро-
вание тест-системы для обнаружения антител к воз-
будителю сибирской язвы непрямым методом флуо-
ресцирующих антител в сыворотке крови людей.

Метод основан на иммунохимической реакции 
антигена со специфическими антителами, содер-
жащимися в исследуемых сыворотках. В качестве 
антигена используется убитая вегетативная культу-
ра вакцинного штамма сибиреязвенного микроба. 
Образовавшийся комплекс «антиген-антитело» вы-
являют in vitro с помощью флуоресцеинизотиоцио-
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ната (ФИТЦ)-конъюгата кроличьих антител против 
иммуноглобулинов человека.

Индикаторный штамм должен обладать следую-
щими свойствами: наличие полного состава комплек-
са антигенов (особенно поверхностных), отсутствие 
раннего спорообразования, типичность морфологии 
бактериальных клеток. Учитывая это, были апробиро-
ваны 10 акапсульных штаммов B. anthracis с различ-
ным плазмидным составом и морфологией колоний: 
СТИ-1; СТИ-с – вариант штамма СТИ-1, растущий 
в S-форме; ∆CТИ – бесплазмидный вариант штамма 
СТИ-1; 228/4 – бесплазмидный вариант штамма 228; 
228/8; 228/8-2 – вариант штамма 228/8, растущий в 
S-форме; 55; Sterne 34F2; ∆Sterne – бесплазмидный 
вариант Sterne 34F2; Ихтиман. Наилучшие результаты 
были получены со штаммами СТИ-1, 228/8, Ихтиман, 
у которых отмечалось специфическое свечение бакте-
риальных клеток при использовании иммунной сы-
воротки людей, больных кожной формой сибирской 
язвой, в разведениях 1:160, 1:320. В мазках со штам-
мами СТИ-с, 228/4, 228/8-2, 55, Sterne, ∆Sterne, ∆CТИ 
специфическое свечение на 3–4+ наблюдалось в раз-
ведениях 1:80, 1:160, кроме того, в мазках с культурой 
∆Sterne отмечались единичные споры.

 В дальнейшем отобранные штаммы СТИ-1, 
228/8, Ихтиман культивировали на различных средах 
выращивания: агаре Хоттингера, агаре Хоттингера с 
добавлением 5 % дефибринированной крови барана, 
питательном агаре на основе Brain Heart Infusion, 
бикарбонатно-сывороточном агаре. Существенного 
различия при использовании различных сред вы-
ращивания не выявилось, специфическое свечение 
на 3–4+ наблюдалось в разведениях 1:160, 1:320 
при культивировании на всех питательных средах. 
Следует отметить небольшое преимущество агара 
Хоттингера с добавлением 5 % дефибринированной 
крови барана. При этом морфология бактериальных 
клеток в мазках с культурой Ихтиман была менее ти-
пичной (отсутствие нитей) по сравнению с культу-
рой СТИ-1.

Таким образом, при конструировании тест-
системы нМФА нами был отобран вакцинный штамм 
B. anthracis СТИ-1.

Иммуноглобулины класса G (IgG) выделяли 
каприловым методом из сыворотки крови челове-
ка, концентрировали полиэтиленгликолем-6000 до 
20 мг/мл по белку, доводили рН до 4,4 1 М раствором 
соляной кислоты и проводили связывание IgG 2,5 % 
глютаровым альдегидом. Полученные полимеризо-
ванные иммуноглобулины измельчали в 10 мл фос-
фатного буферного раствора в гомогенизаторе. От 
несвязавшегося белка осадок отмывали последова-
тельно в трехкратном объеме глицин-HCl (0,1 М) бу-
ферном растворе рН (2–3), далее в таком же объеме 
глицин-NaOH (0,1 М) буферном растворе рН (8±0,1) 
и в фосфатно-солевом буфере 0,01 М концентрации 
с 0,15 М раствором натрия хлорида рН (7,6±0,05). 
Отмывку от несвязавшегося белка контролировали 
на спектрофотометре при длине волны 280 нм. 

Для получения кроличьих сывороток против 
IgG человека использовали схему иммунизации с 
применением иммуномодуляторов тималина и ци-
клофосфана. Первые три инъекции проводили по-
лимеризованными IgG в паховую область по 0,5 мл 
каждому кролику и по 1 мл тималина внутримышеч-
но, при третьей инъекции дополнительно вводили по 
1 мл циклофосфана внутримышечно. Через 30 дней 
кроликам-продуцентам трижды вводили внутривен-
но интактные IgG с концентрацией белка 15 мг/мл. 
В основу схемы иммунизации положена методика 
И.С.Тюменцевой [3].

На 8–9-е сутки после последней инъекции 
проводили пробное взятие крови и определение 
активности иммунных сывороток методом двой-
ной иммунодиффузионной преципитации в геле по 
Оухтерлони. Титр полученных сывороток состав-
лял 1:16–1:32. После кровопускания из сывороток 
выделяли иммуноглобулины каприловым мето-
дом, концентрируя их до 20 мг/мл. Конъюгацию с 
флуоресцеин-изотиацианатом (ФИТЦ) осуществля-
ли при рН (9,5±0,1) из расчета 20,0 мг красителя на 
1 г белка. 

Очистку конъюгата от несвязавшегося ФИТЦ 
проводили гель-фильтрацией на колонке с сефадек-
сом G-50. При очистке конъюгата собирали фрак-
ции первого пика, определяли концентрацию белка 
и молярное отношение ФИТЦ/белок спектрофото-
метрическим методом при двух длинах волн 280 нм 
и 495 нм, используя разведение конъюгата 1:50 и 
1:100. Оптимальная концентрация белка конъюгата – 
(10±1) мг/мл, Мф/Мб – 3–5.

Полученный препарат разливали в ампулы, за-
мораживали до (–40±1) °С и лиофилизировали на су-
шильной установке ЛС-500. 

Для определения срока хранения приготовлен-
ных фиксированных и обеззараженных мазков их 
хранили при 4 °С (±1) в течение 18 мес. Установлено, 
что мазки с культурой B. anthracis СТИ-1 в течение 
срока наблюдения сохраняли исходное качество – 
контрольные положительные сыворотки обеспечи-
вали свечение сибиреязвенных микробных клеток на 
4+ в диагностических титрах.

В качестве положительного контрольного образ-
ца использовали сыворотки, полученные от больных 
сибирской язвой во время вспышек данной инфек-
ции в 2010 г. в Чеченской Республике и Республике 
Дагестан. Перед исследованием сыворотки крови 
обеззараживали добавлением мертиолата натрия до 
концентрации 1:10000, инактивировали на водяной 
бане при 56 °С в течение 20 мин, лиофилизировали 
и запаивали в ампулы.

Для изучения специфичности тест-системы 
было использовано 100 сывороток здоровых доно-
ров, предоставленных Ставропольской краевой стан-
цией переливания крови. Сыворотки крови также 
обеззараживали, инактивировали, лиофилизировали 
и запаивали в ампулы. В работе использовали сыво-
ротки в разведениях 1:20 и 1:40. 
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В результате установлено, что три сыворотки 
доноров давали положительную реакцию со све-
чением 3+ в разведениях 1:20 и 1:40. При исследо-
вании остальных сывороток свечения не наблюда-
лось. Специфичность тест-системы составила 97 %. 
Контрольная положительная сыворотка в диагности-
ческом титре 1:40 обеспечивала специфическое све-
чение на 4+. 

Чувствительность метода по диагностическому 
титру не менее 1:40 при рабочем разведении ФИТЦ-
конъюгата не менее 1:16. При его апробации в раз-
ные временные сроки, при проведении исследования 
разными специалистами получены идентичные ре-
зультаты, т.е. метод одинаково воспроизводим.

Разработанный набор реагентов иммунофлуо-
ресцентной тест-системы включает в себя следую-
щие компоненты:

- антигенный препарат – предметные стекла, на 
поверхность которых нанесены по 8 фиксированных 
мазков 18-часовой вегетативной культуры вакцинно-
го штамма B. anthracis СТИ-1; 

- положительный контрольный образец – сыво-
ротка крови реконвалесцента, содержащая антитела 
против возбудителя сибирской язвы, обеззаражен-
ная, инактивированная, лиофилизированная; 

- отрицательный контрольный образец – сыво-
ротка крови человека, не содержащая антитела про-
тив возбудителя сибирской язвы, инактивированная, 
лиофилизированная; 

- ФИТЦ – конъюгат кроличьих антител против 
иммуноглобулинов человека;

- инструкция по применению.
На сконструированную тест-систему разрабо-

таны нормативные документы (инструкция по при-
менению, технические условия, образцы внешней и 
внутренней маркировки), проведены внутрилабора-
торные и межлабораторные испытания.

Таким образом тест-система для определения 
антител к возбудителю сибирской язвы непрямым 
методом флуоресцирующих антител специфична, 
проста в обращении, имеет срок годности не менее 
года и может быть рекомендована для лабораторной 
диагностики сибирской язвы у людей. 
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