
Проблемы особо опасных инфекций, вып. 114, 2012

92

Сибирская язва – инфекционная болезнь жи-
вотных и человека, которая, возникнув в какой-либо 
местности, может сохраняться на многие десятиле-
тия и вызывать повторные вспышки [13]. На террито-
рии России за период с 1900 по 2010 год зарегистри-
ровано более 35 тыс. стационарно неблагополучных 
по сибирской язве пунктов и более 70 тыс. вспышек 
инфекции. На протяжении последних 5 лет заболе-
ваемость остается на высоком уровне и не имеет тен-
денции к снижению [4, 6]. Анализ заболеваемости 
сибирской язвой людей, проведенный А.Г.Рязановой 
и соавт. [8], позволяет прогнозировать сохранение за-
болеваемости на территории Российской Федерации 
в среднем до 10 случаев в год. 

Лабораторными критериями установления диа-
гноза сибирской язвы являются положительные ре-
зультаты в ПЦР, МФА, иммуносерологических ме-
тодах, выделение и идентификация культуры сиби-
реязвенного микроба бактериологическим методом 
[7, 9]. Несмотря на постоянное усовершенствование 
лабораторной диагностики сибирской язвы, эта про-
блема до сих пор в достаточной мере не решена [3, 6]. 
Одной из основных причин является недостаточное 
обеспечение лабораторных служб зарегистрирован-

ными препаратами. В настоящее время не вызывает 
сомнения тот факт, что важную роль в лабораторной 
диагностике сибирской язвы играет ПЦР-анализ [1, 
5, 10, 13]. Особое значение метод приобретает при 
подтверждении заболевания, когда выделение куль-
туры затруднено. 

Метод флуоресцирующих антител (МФА) также 
относится к основным методам индикации, так как 
является достаточно информативным, обеспечиваю-
щим быстрое и достоверное обнаружение возбуди-
теля сибирской язвы на этапах ранней диагностики. 
Предварительное заключение с использованием дан-
ного метода может быть дано через 3–5 ч после по-
ступления материала.

Положительные результаты, полученные с по-
мощью МФА, позволяют сделать предварительный 
вывод о наличии возбудителя сибирской язвы или его 
антигенов в исследуемом биологическом материале 
или объектах внешней среды и своевременно начать 
проведение противоэпидемиологических, профилак-
тических и терапевтических мероприятий.

До настоящего времени зарегистрированные 
препараты для выявления возбудителя сибирской 
язвы в объектах окружающей среды и биологи-
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ческом материале методом МФА отсутствовали. 
Учитывая вышеизложенное, в Ставропольском 
научно-исследовательском противочумном институ-
те разработаны иммуноглобулины диагностические 
флуоресцирующие сибиреязвенные вегетативные 
адсорбированные сухие, представляющие собой 
иммуноглобулиновую фракцию к водорастворимо-
му антигену вегетативной формы Bacillus anthracis, 
выделенную из гипериммунной кроличьей сыво-
ротки, адсорбированную на основе магноиммуно-
сорбентов водорастворимыми антигенами штаммов 
B. cereus 8, B. cereus 104, B. cereus 111, B. cereus 250. 
Иммуноглобулины предназначены для обнаружения 
вегетативной формы В. aпthracis в реакции имму-
нофлуоресценции (РИФ) в мазках из чистых куль-
тур, объектах окружающей среды (почва, подстилка, 
вода, продовольственное сырье, фураж) и биологи-
ческого материала. 

Основная цель работы – определение диагности-
ческой эффективности (специфическая активность, 
чувствительность, специфичность, воспроизводи-
мость) иммуноглобулинов для решения вопроса о 
целесообразности их регистрации в качестве изделий 
медицинского назначения в Российской Федерации. 

Предварительно в ФГУН ГИСК им. Л.А.Тара-
се вича была проведена оценка качества трех лабора-
торных серий препарата на соответствие требовани-
ям проекта технических условий (ТУ) и подготовлен 
протокол медицинских испытаний. Ученым советом 
ФГУН ГИСК им. Л.А.Тарасевича (протокол № 6 от 
27 апреля 2010 г.) принято решение о проведении ме-
дицинских исследований иммуноглобулинов на че-
тырех базах (лаборатории препаратов против чумы 
и других особо опасных инфекций ФГУН ГИСК 
им. Л.А.Тарасевича, ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», 
ФКУЗ ИркутскНИПЧИ Сибири и Дальнего Востока 
и ФБУН ГНЦ ПМБ (Оболенск).

Материалы и методы

В работе была изучена экспериментальная се-
рия иммуноглобулинов № 1–08 в течение срока ее 
годности. В связи с тем, что отсутствует препарат 
сравнения, в качестве сравнения применяли широко 
используемый бактериологический тест на гемолиз. 
Материалами для исследования служили чистые 
культуры Bacillus anthracis и других видов Bacillus, 
которые были подобраны в ГКПБ «М» РосНИПЧИ 
«Микроб». Исследование проб объектов окружаю-
щей среды (вода, почва) проведены на базе ФКУЗ 
ИркутскНИПЧИ Сибири и Дальнего Востока; про-
бы объектов окружающей среды (смывы с объектов 
внешней среды, корма) и биологического материа-
ла (мясо от животного) – на базе ФБУН ГНЦ ПМБ 
(Оболенск). Каждый опыт проводили с соблюдением 
принципов строго контролируемого эксперимента в 
соответствии с протоколом медицинских исследова-
ний препарата. Используемые в работе штаммы были 
зашифрованы сотрудниками, не принимающими уча-

стия в приготовлении мазков и учете результатов.
Всего исследовано 47 штаммов B. anthracis, 

B. cereus, B. subtilis, B. thuringiensis, B. megaterium, 
B. anthracoides, 225 проб объектов внешней сре-
ды (вода, почва, смывы с объектов внешней среды, 
корма) и биологического материала (мясо), искус-
ственно инфицированных B. anthracis в концентра-
циях 1∙106, 1∙107, 1∙108 м.к./мл и гетерологичными 
микроорганизмами (B. subtilis, B. megaterium, B. ce-
reus, B. thuringiensis, B. anthracoides) в концентрации  
1∙108 м.к./мл. Все штаммы были типичными по 
культурально-морфологическим, биохимическим и 
генетическим свойствам. 

Учитывая назначение сибиреязвенных иммуно-
глобулинов, особое внимание уделялось подготовке 
проб из объектов окружающей среды, почвы, фуража 
и мяса для получения вегетативной формы сибиреяз-
венного микроба. 

Препарат изучали по физико-химическим свой-
ствам; определению рабочего разведения (наиболь-
шее разведение препарата, при котором возможно 
достоверное обнаружение возбудителя); чувстви-
тельности (способность препарата в рабочем раз-
ведении выявлять в исследуемых пробах чистых 
культур минимальные концентрации B. anthracis); 
специфической активности (процент правильно 
идентифицированных штаммов B. anthracis и выяв-
ленных положительных проб объектов окружающей 
среды и биологического материала к числу инфици-
рованных); специфичности (процент отрицательных 
результатов при исследовании проб, инфицирован-
ных гетерологичными микроорганизмами); воспро-
изводимости (процент совпадений результатов ис-
следования положительных и отрицательных проб); 
продолжительности анализа в часах.

Микроскопию мазков осуществляли с помощью 
люминесцентного микроскопа «Carl Zeiss Primo Star» 
под иммерсионным объективом, применяя иммерси-
онное не флуоресцирующее масло. 

Результаты оценивали по 4-крестовой системе: 
4 креста – сверкающая флуоресценция зеленовато-
желтого цвета оболочки микробной клетки, четко 
контрастирующая с темным телом клетки; 3 креста – 
яркая флуоресценция зеленовато-желтого цвета 
оболочки микробной клетки; 2 креста или 1 крест – 
слабое свечение всей клетки. Специфическим счи-
тали свечение с яркостью на 4 или 3 креста (при 
просмотре 30 и более полей зрения), свечение с яр-
костью 2 или 1 крест считали неспецифическим и 
не учитывали. 

При постановке теста на гемолиз (метод сравне-
ния) исследуемые культуры высевали бактериологи-
ческой петлей секторами на чашки Петри с агаром 
Хоттингера (рН 7,1±0,1) с 5 % дефибринированной 
крови барана и инкубировали в термостате при тем-
пературе (35±1) °С в течение (20±2) ч, после чего 
учитывали результат. Сибиреязвенный микроб не 
должен лизировать эритроциты барана в отличие от 
большинства родственных спорообразующих сапро-
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фитов, образующих широкую зону гемолиза вокруг 
выросших колоний.

Результаты и обсуждение

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что испытуемый препарат представляет со-
бой аморфную пористую массу желто-оранжевого 
цвета, после растворения в 0,5 мл дистиллированной 
воды в течение 1 мин – прозрачная опалесцирующая 
жидкость желто-оранжевого цвета, рН растворенно-
го препарата – 8,0 (норма от 7,5 до 8,5).

Согласно паспортным данным иммуноглобули-
ны выявляли штаммы сибиреязвенного микроба в 
рабочем разведении 1:128. Специфическую актив-
ность иммуноглобулинов определяли при просмотре 
мазков, приготовленных из 16 штаммов B. anthracis 
в концентрации 1,0∙108 м.к./мл и окрашенных препа-
ратом в разведениях от 1:8 до 1:256. Было установле-
но, что препарат в рабочем разведении 1:128 выявлял 
только 62,5 % исследуемых штаммов сибиреязвенно-
го микроба. Поэтому за рабочее разведение опытных 
иммуноглобулинов было принято разведение 1:64, о 
чем свидетельствовало яркое зеленовато-желтое све-
чение интенсивностью на 3–4 креста у 93,8 % иссле-
дованных штаммов B. anthracis. Полученные данные 
соответствуют требованиям проекта нормативной 
документации, так как препарат в рабочем разведе-
нии не менее 1:16 должен вызывать специфическое 
свечение вегетативной формы сибиреязвенного ми-
кроба в концентрации 1,0∙108 м.к./мл с интенсивно-
стью на 3–4 креста. 

Определение чувствительности препарата по 
способности выявлять в рабочем разведении мини-
мальные концентрации сибиреязвенного микроба в 
мазках, приготовленных из взвесей чистых культур 
5 штаммов B. anthracis с концентрациями от 1∙104 до 
1∙108 м.к./мл, позволило выявить высокую чувстви-
тельность испытуемого препарата. При просмотре 
30 полей зрения в мазках наблюдали специфическое 
свечение с интенсивностью на 3–4 креста 1–2 и бо-
лее микробных клеток B. anthracis в концентрации 
5,0∙105 м.к./мл. В тесте на гемолиз (метод сравнения) 
чистые культуры штаммов B. anthracis были пра-
вильно идентифицированы в 100 % случаев. Все ис-
следуемые штаммы B. anthracis не лизировали эри-
троциты барана.

Специфичность новых иммуноглобулинов из-
учали на 32 близкородственных и гетерологичных 
штаммах микроорганизмов. В результате прове-
денных испытаний зарегистрировано специфиче-
ское свечение на 3 креста 8 штаммов других видов 
Bacillus, окрашенных сибиреязвенными иммуногло-
булинами в рабочем разведении 1:64. В общей слож-
ности неспецифические реакции были обнаружены 
в 25 % случаев, что составляет достаточно высо-
кий процент. Невысокую специфичность препарата 
(75 %) можно объяснить генетическим родством (до 
90 % гомологии) сибиреязвенного микроорганизма с 

другими видами рода Bacillus [11]. Анализ 5000 хро-
мосомных генов сибиреязвенного микроба выявил 
лишь 150 отличий между ними и генами B. cereus 
и B. thuringiensis. При высеве всех гетерологичных 
штаммов на агаре Хоттингера с кровью барана во-
круг выросших колоний отмечалась зона гемолиза. 

Воспроизводимость совпадения положитель-
ных и отрицательных результатов с помощью ис-
следуемых иммуноглобулинов составила 100 %. 
Исследования, проведенные в 10 повторностях, при 
постановке анализа в разные дни и разными испол-
нителями показали, что во всех определениях со 
штаммом B. аnthracis получены совпадающие поло-
жительные результаты, во всех случаях со штаммом 
B. сereus – отрицательные результаты. 

Продолжительность анализа при исследовании 
чистых культур с помощью иммуноглобулинов со-
ставила 2,5–3 ч и (20±2) ч при исследовании объек-
тов окружающей среды и биологического материа-
ла. Показано, что положительный ответ при иссле-
довании чистых культур методом гемолиза можно 
выдать через 20 ч и через 40 ч при исследовании 
проб объектов окружающей среды и биологическо-
го материала. Несомненно, по срокам получения 
заключения при исследовании подозрительного ма-
териала с помощью сибиреязвенных иммуноглобу-
линов метод МФА имеет преимущество перед бак-
териологическим методом. 

Анализ результатов исследований, проведен-
ных на базе ФБУН ГНЦ ПМБ (Оболенск), проб 
объектов окружающей среды (смывы с объектов 
внешней среды, корма) и биологического материала 
(мясо), искусственно инфицированных B. anthra-
cis, показал, что сибиреязвенный микроб с помо-
щью испытуемых иммуноглобулинов обнаружен в 
100 % случаев. В разведении 1:128 иммуноглобу-
лины вызывали специфическое свечение сибире-
язвенного микроба в мазках интенсивностью на 
3–4 креста. Чувствительность препарата составила  
1,0∙106 м.к./мл. Отмечена высокая специфичность 
препарата, так как со всеми гетерологичными штам-
мами были получены отрицательные результаты. 
На базе ФКУЗ ИркутскНИПЧИ Сибири и Дальнего 
Востока при испытании иммуноглобулинов диа-
гностических флуоресцирующих во время иссле-
дования проб объектов окружающей среды (вода, 
почва), искусственно инфицированных B. anth ra cis, 
также подтверждена высокая диагностическая эф-
фективность испытуемого препарата. В разведении 
1:128 препарат выявлял B. anthracis в минимальной 
концентрации 1,0∙106 спор/мл в 100 % случаев.

Сводные данные о результатах изучения диа-
гностической эффективности иммуноглобулинов 
диагностических флуоресцирующих сибиреязвен-
ных вегетативных адсорбированных сухих пред-
ставлены в таблице.

Полученные данные позволили внести изме-
нения в проект нормативной документации, касаю-
щиеся уточнения названия, состава и назначения 
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препарата, дополнить раздел «Спецификация». 
Сущест венные изменения были внесены в методику 
обеззараживания мазков при приготовлении их из 
спорообразующих микроорганизмов. При оценке ка-
чества поступивших первых серий сибиреязвенных 
вегетативных иммуноглобулинов на соответствие 
препарата требованиям нормативной документации 
было выявлено, что иммуноглобулины, даже в раз-
ведении 1:16 (норма не менее 1:16), не вызывали 
специфического свечения сибиреязвенных штаммов. 
Вместе с тем, по данным авторов, иммуноглобулины 
выявляли штаммы сибиреязвенного микроба в разве-
дении 1:128. При выяснении причин было установ-
лено, что обеззараживание мазков, приготовленных 
из сибиреязвенных штаммов, авторы проводили 96 
% спиртом без добавления 3 % перекиси водорода, 
использование которой негативно воздействует на 
специфическое свечение при окраске мазков препа-
ратом. В процессе нашей работы мазки обеззаражи-
вали в соответствии с требованиями СП 1.3.1285-03 
[2], которые предусматривают обязательное добавле-
ние к спирту перекиси водорода. Авторам было реко-
мендовано провести дополнительные исследования 
на этапе приготовления мазков. В дальнейшем в про-
ект нормативной документации были внесены до-
полнения по приготовлению мазков, заключающиеся 
в промывке стекол с мазками после их обеззаражива-
ния в дистиллированной воде в течение 5 мин.

Таким образом, в результате медицинских ис-
следований на четырех базах установлена высокая 
специфическая активность сибиреязвенных имму-
ноглобулинов, обеспечивающих специфическое 
зеленовато-желтое свечение штаммов B. anthracis 
в вегетативной форме в мазках из чистых культур, 
биологического материала и объектов внешней сре-
ды в концентрации 1,0∙108 м.к./мл. Чувствительность 

препарата по результатам всех исследований уста-
новлена от 5,0∙105 до 1∙106 м.к./мл. Показана диагно-
стическая равноценность иммуноглобулинов и теста 
на гемолиз при исследовании специфической актив-
ности. При изучении специфичности препарата с 
гетерологичными микроорганизмами более точным 
оказался тест на гемолиз (100 %), тогда как специ-
фичность испытуемых иммуноглобулинов составила 
75 %. При этом получение результатов значительно 
быстрее при исследовании с помощью иммуногло-
булинов, чем при исследовании бактериологическим 
методом. 

Проведенные исследования позволили рекомен-
довать иммуноглобулины флуоресцирующие сибире-
язвенные вегетативные к регистрации в качестве из-
делия медицинского назначения для специфической 
индикации при исследовании чистых культур воз-
будителя сибиреязвенного микроба, биологического 
материала и объектов внешней среды при диагности-
ке сибирской язвы учреждениями здравоохранения 
(Регистрационное удостоверение № ФСР 2011/11338 
от 12 июля 2011 г.). 
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