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Сибирская язва является особо опасной инфек-
цией, поражающей людей и сельскохозяйственных 
животных, и требует постоянного внимания органов 
санитарно-эпидемио ло ги ческого и ветеринарного 
надзора. Подобно другим бациллам, в неблагопри-
ятных условиях бактерии Bacillus anthracis образуют 
споры, которые могут сохраняться в почве в течение 
нескольких десятилетий, формируя устойчивые при-
родные очаги инфекции.

По данным ВОЗ, в мире ежегодно регистрируется 
около 20 тыс. случаев заболевания людей сибирской 
язвой, нередко с летальным исходом. На территории 
России и стран СНГ выявлено более 72 тыс. стацио-
нарно неблагополучных пунктов, где существуют по-
чвенные очаги инфекции. В настоящее время отме-
чается активизация многих очагов сибирской язвы, 
поэтому службы надзора Российской Федерации 
оценивают санитарно-эпидемио ло ги ческую обста-
новку как напряженную.

Приоритетной задачей лабораторной диагности-
ки сибирской язвы является создание новых досто-
верных способов детекции спор и вегетативной фор-

мы B. anthracis в различных объектах окружающей 
среды и материале от животных и людей. 

К настоящему времени в нашей стране и за ру-
бежом разработано множество экспериментальных 
иммунодиагностических тест-систем, предназначен-
ных для выявления возбудителя сибирской язвы и его 
антигенов. Однако экспериментальные разработки 
зачастую не завершаются внедрением результатов в 
практику на уровне сертифицированных препаратов, 
как правило, из-за несоответствия принятым пара-
метрам специфичности (неспецифическое взаимо-
действие с близкородственными видами, такими как 
B. cereus и др. [3]). В связи с этим весьма перспектив-
ным представляется конструирование тест-систем, 
уникальная специфичность которых к спорам воз-
будителя сибирской язвы обеспечивается особыми 
свойствами основного иммунореагента – монокло-
нальных антител.

В ходе предыдущих работ нами была получена 
и охарактеризована панель из 20 гибридных клонов, 
продуцирующих МКА к спорам возбудителя си-
бирской язвы B. anthracis, шесть из исследованных 
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МКА – 4Е6, 2B8, 3G3, 2C8, 6B6 и 1Е6 специфиче-
ски взаимодействовали со спорами 16 штаммов воз-
будителя сибирской язвы и не давали перекрестных 
реакций со спорами 21 штамма близкородственных 
бацилл. Результаты по определению констант аффин-
ности МКА показали, что наибольшей аффинностью 
обладают антитела 1E6, 6В6 и 3G3 [1]. 

Основными параметрами диагностических тест-
систем являются их специфичность, чувствитель-
ность и воспроизводимость получаемых результатов. 
Кроме того, существенным показателем является 
время, затрачиваемое на проведение анализа. Одним 
из простых и надежных методов детекции возбуди-
телей инфекционных заболеваний является реакция 
латекс-агглютинации, отличающаяся простотой по-
становки, возможностью быстрого получения отве-
та, отсутствием необходимости использования спе-
циальных устройств для регистрации результатов 
при достаточно высокой чувствительности метода. 
Реакция латекс-агглютинации может быть исполь-
зована как для качественного, так и для полуколи-
чественного определения инфекционных агентов. 
Метод основан на специфическом взаимодействии 
антител, иммобилизованных на твердом носителе 
(полиакролеиновых микрочастицах), с целевыми 
микроорганизмами (или их компонентами) с обра-
зованием визуально регистрируемого агглютината. 
Очевидно, что при разработке латексных диагности-
кумов преимущество должно отдаваться МКА, как 
более стандартным и высокоспецифичным иммуно-
логическим компонентам [2].

Целью работы являлось конструирование ла-
тексного диагностикума на основе отобранных вы-
сокоспецифичных МКА для выявления возбудителя 
сибирской язвы в споровой форме.

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. В работе исполь-
зовались споры штаммов микроорганизмов рода 
Bacillus, которые были получены из коллекции 
микроорганизмов ФБУН ГНЦ ПМБ, из коллекции 
патогенных микроорганизмов ФКУЗ СтавНИПЧИ 
и ФКУЗ ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ, а также 
из коллекционного центра живых культур ФКУЗ 
ВолгоградНИПЧИ. Споры получали при выра-
щивании микроорганизмов на голодном L-агаре. 
Образование спор оценивали путем просмотра в ми-
кроскопе с помощью фазово-контрастного устрой-
ства раздавленной или висячей капли, а также маз-
ков, окрашенных по Цилю-Нильсену.

Иммобилизация МКА на латексных частицах. 
В работе использовались латексные частицы А-63-
21 (Институт биоорганической химии им. акад. 
М.М.Шемякина и Ю.А.Овчинникова РАН, Москва). 
Синтезированные монодисперсные акролеиновые 
частицы имели средний диаметр 1180 нм. К 50 мкл 
10 % суспензии латексных частиц добавляли от 10 до 
100 мкг МКА. Частицы предварительно дважды от-

мывали 500 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида пу-
тем центрифугирования в течение 10 мин при 8000 g. 
После добавления антител объем раствора доводили 
до 500 мкл 0,9 % раствором натрия хлорида и инку-
бировали в течение 2 ч при комнатной температуре 
на шейкере. Для блокировки непрореагировавших 
альдегидных групп к латексным частицам добавля-
ли 4 мл 1 % раствора овальбумина в 0,1 М боратном 
буфере, pH 8,2. От несвязавшихся МКА латексные 
частицы отмывали 0,1 М боратным буфером путем 
трехкратного центрифугирования в течение 10 мин 
при 1200 g, после чего осадок ресуспендировали в 
5 мл 0,1 М боратного буфера (pH 8,2), содержащего 
1 % овальбумина.

Постановка реакции латекс-агглютинации. 
Постановку реакции латекс-агглютинации осу-
ществляли в 96-луночных круглодонных план-
шетах (Мед полимер, Россия). В лунки планшета 
(кроме первого вертикального ряда) вносили по 
25 мкл 0,1 М боратного буфера. В лунки первого 
и второго вертикальных рядов вносили по 25 мкл 
взвесей спор убитых культур сибиреязвенного 
микроба и штаммов гетерологичных микроорга-
низмов с концентрацией 1·109 м.к./мл. Суспензию 
спор титровали двукратным шагом, начиная со 
второго вертикального ряда, получая ряд последо-
вательных разведений с концентрацией от 1·109 до  
5·105 м.к./мл. В качестве отрицательного контроля 
(контроль спонтанной агглютинации) использова-
ли 0,1 М боратный буфер. Далее во все лунки, со-
держащие споры убитых культур микроорганизмов, 
и в лунки с отрицательными контролями вносили 
по 25 мкл приготовленных латексных суспензий с 
иммобилизованными в определенной концентрации 
МКА 1Е6, 6В6 и 3G3. Конечный объем в лунках со-
ставил 50 мкл. Непосредственно перед внесением в 
лунки планшета латексные суспензии хорошо пере-
мешивали. Планшеты слегка встряхивали и инкуби-
ровали в течение 1,5–2 ч при комнатной температу-
ре в защищенном от света месте. 

Результат учитывали визуально по четырех-
крестовой системе: «++++» – агглютинированы все 
частицы латекса, равномерно покрывая дно лун-
ки и образуя «зонтик»; «+++» – агглютинирована 
большая часть латексных частиц, что выражается в 
уменьшении диаметра «зонтика»; «++» – агглютини-
рована половина латексных частиц; «+» – большая 
часть латексных частиц не агглютинирована и осела 
на дно в виде «пуговицы»; «−» – признаков агглюти-
нации нет, все частицы осели на дно в виде «точки». 
Положительной считается реакция, оцениваемая не 
менее чем на «+++».

Лиофильное высушивание латексных суспензий 
с иммобилизованными МКА. Полученные латексные 
суспензии с иммобилизованными МКА были вы-
сушены из замороженного состояния с использова-
нием лиофильной сушки Epsilon 2-4 LSC, («Christ», 
Германия). Предварительно латексные суспензии 
были разлиты по 0,5 мл в стеклянные флаконы объе-
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мом 4 мл с резиновыми пробками. Высушенные пре-
параты хранили при температуре 4 °С.

Результаты и обсуждение

Работа по конструированию латексного диагно-
стикума для определения спор B. anthracis состояла 
из следующих этапов:

- иммобилизация и подбор оптимальной нагруз-
ки МКА на твердом носителе – латексных микроча-
стицах (получение латексных суспензий с иммоби-
лизованными МКА);

- проверка чувствительности и специфичности 
полученных латексных суспензий с иммобилизован-
ными МКА при помощи панели штаммов спор си-
бирской язвы и гетерологичных микроорганизмов в 
реакции латекс-агглютинации;

- лиофильная сушка латексных суспензий с им-
мобилизованными МКА, проверка чувствительности 
и специфичности высушенных латексных реагентов 
в реакции латекс-агглютинации;

- изготовление экспериментальных образцов ла-
тексных диагностикумов для определения спор воз-
будителя сибирской язвы;

- проведение межлабораторных и комиссионных 
испытаний экспериментальных образцов латексных 
диагностикумов для определения спор возбудителя 
сибирской язвы.

Для конструирования сибиреязвенного диагно-
стикума предварительно были выбраны МКА 1Е6, 
6В6, 3G3, обладающие высокой аффинностью и 
специфичностью в отношении спор B. аnthracis. 
Данные МКА были получены и охарактеризованы 
ранее в рамках Федеральной целевой программы 
«Национальная система химической и биологиче-
ской безопасности Российской Федерации (2009–
2013 годы)», государственный контракт № 117-Д от 
11.06.2009 г. 

Для подбора оптимальной нагрузки МКА на ла-
тексных частицах была проведена их иммобилиза-

ции с различной концентрацией (10, 20, 40, 60, 80, 
100 мкг). Оптимальную нагрузку МКА определяли в 
реакции латекс-агглютинации, МКА 1Е6, 6В6, 3G3 − 
со спорами вакцинного штамма B. anthracis СТИ-1 
(таблица).

По результатам анализа было установлено, что 
чувствительность реакции значительно увеличива-
ется при использовании латексной суспензии с им-
мобилизованными МКА 1Е6 по сравнению с други-
ми антителами. Оптимальная нагрузка на латексных 
частицах для всех трех моноклональных антител 
составила 20 мкг/мл на 50 мкл исходной латексной 
суспензии, дальнейшее увеличение количества МКА 
не привело к увеличению чувствительности реакции. 
Таким образом, для разработки сибиреязвенного ла-
тексного диагностикума были выбраны МКА 1Е6 с 
нагрузкой на латексных частицах – 20 мкг МКА на 
50 мкл латексной суспензии.

Чувствительность и специфичность сибиреяз-
венной латексной суспензии оценивали в реакции 
латекс-агглютинации с инактивированными культу-
рами трех штаммов B. anthracis (B. anthracis СТИ-1, 
B. anthracis М-71, B. anthracis М71/12) и четырех ге-
терологичных штаммов рода Bacillus (B. mega te rium 
В-1435, B. cereus В-160, B. subtilis В-1405, B. licheni-
formis В-1411).

В результате проведенного анализа установлено, 
что полученная латексная сибиреязвенная суспензия 
с иммобилизованными МКА 1Е6 выявляет исследо-
ванные штаммы возбудителя сибирской язвы в кон-
центрациях от 9,8·105 до 2,0·106 спор/мл и выше и не 
имеет перекрестной активности с гетерологичными 
штаммами рода Bacillus.

Для увеличения срока годности латексные 
суспензии были лиофильно высушены. Чувстви-
тельность и специфичность лиофильно высушен-
ных латексных суспензий определяли в реакции 
латекс-агглютинации. Перед началом анализа фла-
коны с лиофильно высушенными образцами выдер-
живали в течение 20 мин при комнатной температу-

Подбор оптимальной нагрузки моноклональных антител 1Е6, 6В6, 3G3 к B. anthracis на латексных частицах «А-63-21»

МКА,  
мкг МКА

Концентрация спор B. anthracis, спор/мл

5,0·108 2,5·108 1,3·108 6,3·107 3,1·107 1,6·107 7,8·106 3,9·106 2,0·106 9,8·105

10 1Е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ -
6В6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ - -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ - -

20 1Е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+
6В6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -

40 1Е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+
6В6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -

80 1Е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+
6В6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -

100 1Е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+
6В6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
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ре, затем содержимое каждого флакона ресуспенди-
ровали в 500 мкл деионизованной воды и тщательно 
перемешивали.

Постановку анализа и учет результатов реакции 
проводили как описано выше, за исключением того, 
что споровые взвеси штаммов B. anthracis, близко-
родственных микроорганизмов рода Bacillus и поло-
жительный контроль титровали двукратном шагом с 
начальной концентрации 2,5·108 м.к./мл. В качестве 
положительного контроля использовали жидкую 
споровую взвесь B. anthracis СТИ-1. 

В результате проведенного анализа установ-
лено, что лиофильно высушенная сибиреязвен-
ная латексная суспензия выявляет исследованные 
штаммы B. anthracis в концентрациях от 9,8·105 до 
2,0·106 спор/мл и выше и не имеет перекрестной ак-
тивности с близкородственными микроорганизмами 
рода Bacillus, то есть по чувствительности и спец-
ифичности определения лиофильно высушенный 
латексный препарат не уступает исходной жидкой 
латексной суспензии с иммобилизованными МКА и 
может быть использован в качестве компонента ла-
тексного сибиреязвенного диагностикума для опре-
деления спор B. anthracis (рисунок).

На основании проведенной работы по конструи-
рованию латексного диагностикума был разработан 
и утвержден комплект нормативной документации, 
включающий в себя инструкцию по применению и 
технические условия (ТУ 9388-112-78095326-2010, 
код ОКП 938890).

В набор латексного диагностикума входили: 
96-луночный планшет с U−образным профилем лу-
нок для постановки реакции латекс-агглютинации; 
лиофильно высушенная латексная суспензия с 
иммобилизованными моноклональными антите-
лами к спорам B. anthracis − 5 флаконов; жидкая 
инактивированная взвесь спор B. anthracis СТИ-1  

(1·109 спор/мл) – 1 флакон; навеска солей (0,34 г бор-
ной кислоты, 0,43 г тетрабората натрия) для приго-
товления 100 мл 0,1 М боратного буфера, pH 8,2.

Для оценки эффективности сконструированных 
диагностикумов были проведены межлабораторные 
испытания на базе ФГУН ГНЦ ПМБ и комиссионные 
испытания на базе Иркутского, Ставропольского и 
Волгоградского научно-исследовательских проти-
вочумных институтов Роспотребнадзора. Для про-
ведения испытаний предоставлялось не менее 5 
наборов латексного диагностикума. Подлинность, 
чувствительность и специфичность латексного диа-
гностикума проверяли путем постановки РЛА с 17 
штаммами B. anthracis и с 36 штаммами близкород-
ственных бацилл в споровой форме. В результате 
проведенных испытаний установлено, что «Набор 
реагентов для определения спор Bacillus anthracis в 
реакции латекс-агглютинации» обнаруживал споры 
возбудителя сибирской язвы в концентрации от 1·105 

до 2·106 спор/мл и выше и не реагировал со спорами 
различных видов спорообразующих бацилл в кон-
центрации 1·108 спор/мл и ниже, за исключением 
Bacillus cereus VRRL 569, который выявлен в кон-
центрации 1·108, что составило 2,7 %. Ввиду нали-
чия перекрестно реагирующих антигенов у предста-
вителей рода Bacillus, допускается при проведении 
РЛА положительный результат с гетерологичными 
штаммами не более, чем у 10 % от числа исследуе-
мых штаммов.

Таким образом, латексный диагностикум 
«Набор реагентов для определения спор Bacillus 
anthracis в реакции латекс-агглютинации» по чув-
ствительности и специфичности соответствует 
требованиям, предъявляемым к МИБП для иден-
тификации возбудителей особо опасных инфекций. 
Простота постановки реакции, ее демонстратив-
ность, возможность быстрого получения ответа, от-
сутствие необходимости применения специальных 
устройств для регистрации результатов является 
основанием для рассмотрения вопроса о внедрении 
набора реагентов в практику работы учреждений 
санэпиднадзора в условиях повседневной деятель-
ности и чрезвычайных ситуаций. Методы контроля, 
предложенные авторами в технических условиях, 
воспроизводимы. Показатели качества, полученные 
в результате контроля, соответствуют требования 
ТУ 9388-112-78095326-2010. Инструкция по при-
менению на представленный набор реагентов вклю-
чает все необходимые пользователю сведения для 
воспроизведения предлагаемого способа идентифи-
кации спор возбудителя сибирской язвы.
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