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ли, что использование данного препарата не снижает 
качества иммунологических реакций для детекции 
чумного микроба и арбовирусов. Следовательно, 
применение БПЛ может быть рекомендовано как 
способ подготовки для иммунологических исследо
ваний проб из сопряженных очагов чумы и арбови- 
русных инфекций. При этом оптимальными режима
ми являются обеззараживание 0,1 % БПЛ (конечная 
концентрация в пробе по объему) в течение 8 -1 0  ч 
при 37 °С и в течение 96 ч при 4 °С. Способ приме
ним для проб малых объемов (микролитры). Можно 
предположить, что данный способ будет эффективен 
также в отношении субстратов гнезд птиц и млеко
питающих, погадок хищных птиц, а также материала 
от больных людей, или лиц с подозрением на заболе
вание. Предварительная подготовка повышает уро
вень безопасности работы персонала с материалом, 
содержащим одновременно возбудителей чумы и ар- 
бовирусных инфекций, сохраняя ценность проб для 
лабораторной диагностики.

Представленные в статье результаты оформле
ны в виде заявки о выдаче патента на изобретение 
«Способ подготовки проб для серологических ис
следований из сопряженных очагов чумы и арбо- 
вирусных инфекций» № 2006128696 (приоритет 
07.08.2006 г.).
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Сибирская язва -  особо опасное инфекционное 
заболевание, поражающее животных и человека, эти
ологическим фактором которого является Bacillus an
thracis. Особенности биологии сибиреязвенного ми
кроба, обеспечивающие длительное сохранение его в 
почве с формированием стойких очагов, обусловливая 
высокий эпизоотический и эпидемический потенциал 
возбудителя, отсутствие типичных клинических про
явлений при генерализованной (септической) форме 
болезни, а также высокая вероятность использования
B. anthracis в качестве бактериологического оружия 
предопределяют актуальность исследований, направ
ленных на совершенствование диагностики сибире

язвенной инфекции [9, 18, 19, 20, 22, 34].
Несмотря на значительные успехи, достигну

тые в этой области, создание новых быстрых и до
стоверных способов детекции сибиреязвенного 
микроба и его спор в объектах внешней среды и ма
териале от больного остается приоритетной задачей. 
Бактериологическое исследование, оставаясь «золо
тым стандартом» диагностики любых бактериаль
ных инфекций, в том числе сибирской язвы, требует 
значительных временных затрат (до трех суток) [8, 
14, 16, 18, 19].

Практическое применение активно разрабаты
ваемых в настоящее время генодиагностических
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методов обнаружения B. anthracis, отличающихся 
быстротой получения результата, высокой чувстви
тельностью и специфичностью, имеет ограничения, 
связанные с наличием в пробах из внешней среды 
примесей, ингибирующих полимеразную цепную 
реакцию (пцр), трудностью экстракции ДНК из 
споровых форм, а также необходимостью исполь
зования при постановке анализа дорогостоящих 
реактивов и оборудования [2, 16]. Поэтому особое 
внимание исследователей привлекает создание им- 
мунодиагностикумов, которые, будучи относительно 
недорогими, наряду с высокой чувствительностью и 
специфичностью характеризуются экспрессностью, 
воспроизводимостью, простотой постановки и учета 
результатов [3, 10, 17]. Основной принцип иммуно
детекции B. anthracis, заключающийся в визуальной 
или приборной регистрации реакции связывания 
микроорганизма или его антигенов со специфиче
скими сибиреязвенными поли- и моноклональными 
иммунореагентами, реализуется при конструирова
нии самых разнообразных иммунодиагностических 
тест-систем.

одним из наиболее популярных методов выяв
ления патогенных бактерий в нативном материале 
является люминесцентно-серологический или метод 
флуоресцирующих антител (МФА), основанный на 
обнаружении микроба при обработке специфиче
скими антителами, меченными флуорохромами. В 
нашей стране классический мФА относится к офи
циально рекомендованным сигнальным методам об
наружения возбудителя сибирской язвы [14, 18, 19]. 
в  последние годы предлагаются различные модифи
кации данной методики. Так, эффективным в экспе
рименте оказался МФА с использованием меченных 
ФИТЦ антител кролика к соматическим антигенам 
сибиреязвенного микроба, предположительно со
держащим диагностически значимые специфиче
ские белки S-слоя (фракции 1 и 3), полученным из 
культурального фильтрата B. anthracis СТИ [4, 11]. 
применение экспериментальных иммунофлуорес
цирующих диагностикумов, сконструированных на 
основе кроличьих антисывороток к соматическим 
белковым антигенам «С» (92 кДа) и «В» (30 кДа)
B. anthracis СТИ-1 позволяет идентифицировать ве
гетативные формы возбудителя [5, 16]. Поскольку 
более активные в МФА антитела к белку «С» в рабо
чем титре взаимодействовали с Bacillus cereus, тог
да как ФИТЦ-меченные иммуноглобулины к белку 
«В» обладали строгой специфичностью, но меньшей 
активностью, надежность этих диагностикумов обе
спечивается только их сочетанным использованием. 
При помощи МКА к гамма-Д-глутаминовой кислоте, 
основному веществу капсулы B. anthracis [8 , 34], ме
тодом прямой иммунофлуоресценции обнаруживали 
соответствующий антиген в сыворотке аэрозольно 
зараженных мышей, что совпадало с возникновени
ем у них бактериемии [30].

Для идентификации спор сибиреязвенного 
микроба австралийские исследователи апробирова

ли тест RAMP (rapid analyte measurement platform, 
англ.), основанный на детекции комплекса анти- 
ген-меченное флуорохромом антитело при помощи 
портативного ридера с использованием специфиче
ского коммерческого тест-картриджа. Система оказа
лась специфичной и эффективной для обнаружения 
6000 и более спор в образце в течение 15 мин [28]. 
Хотя МФА является признанным методом экспресс
диагностики сибирской язвы, при его применении не
редки случаи как ложноположительных результатов 
за счет кросс-реактивности поликлональных флуо
ресцирующих, особенно неадсорбированных имму
ноглобулинов, обусловливающей неспецифическое 
свечение, так и ложноотрицательных результатов 
при наличии в материале атипичных форм B. anthra- 
cis или концентрации микроорганизмов ниже поро
га чувствительности анализа [8 , 16, 18]. Вследствие 
этого люминесцентно-серологический метод рас
сматривается как ориентировочный и нуждается в 
подтверждении [8, 14]. Кроме того, он не всегда при
меним в полевых условиях, поскольку требует обяза
тельного инструментального обеспечения.

Для обнаружения сибиреязвенного микроба или 
его специфического антигена эффективно использу
ются различные варианты реакции преципитации. 
Сигнальным иммунодиагностическим методом, по
зволяющим уже в первый день исследования поста
вить предварительный диагноз, много десятилетий 
является реакция термопреципитации по Асколи, 
основанная на взаимодействии термостабильного 
сибиреязвенного антигена с гомологичной преципи- 
тирующей сывороткой [8, 14, 16, 18]. Существенным 
достоинством данного метода является его универ
сальность, так как он эффективен при исследовании 
любого, в том числе подвергшегося гниению мате
риала. однако реакция преципитации не является 
строго специфичной и недостаточно чувствительна 
[8 , 16, 18]. Те же недостатки присущи двум другим 
преципитационным тестам -  реакции иммунодиф
фузии в геле по Оухтерлони [8, 11, 16, 18] и офици
ально рекомендованной для диагностики сибирской 
язвы реакции диск-преципитации [14, 16]. В обоих 
случаях отмечаются перекрестные реакции с почвен
ными сапрофитными бациллами, особенно B. cereus 
[14, 16], избежать которых можно, по мнению неко
торых исследователей, лишь при использовании вы
сокоспецифичной преципитирующей сыворотки [4, 
8 , 11, 16]. Кроме того, для исследования необходима 
относительно большая концентрация микроорганиз
мов, в связи с чем требуется подращивание культуры 
[16], что пролонгирует анализ.

Другим экспрессным методом иммунодиагно
стики сибирской язвы является реакция непрямой 
гемагглютинации (РНГА). В России сертифицирован 
«Диагностикум эритроцитарный сибиреязвенный 
иммуноглобулиновый сухой», производимый ФГУ 
«48 ЦНИИ Минобороны России» (г. Киров), который 
предназначен для выявления спор сибиреязвенного 
микроба в РНГА макро- и микрометодом с порогом

45



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 95, 2008

чувствительности 1,56 106 и 3,12106 спор/мл соот
ветственно. Несомненно перспективными представ
ляются экспериментальные иммуноглобулиновые 
эритроцитарные диагностикумы на основе кроли
чьих антител к соматическим антигенам B. anthracis, 
продемонстрировавшие исключительную специфич
ность в отношении сибиреязвенного микроба раз
личных генотипов и удовлетворительную чувстви
тельность (6,25 104—2,5 106 м.к./мл) [4, 11]. Хотя ге- 
магглютинационные тесты считаются достаточно 
достоверными [15, 18], применение эритроцитарных 
диагностикумов ограничивается нестабильностью 
входящих в их состав реагентов и меньшей чувстви
тельностью по сравнению с некоторыми другими ме
тодами иммунодиагностики [12].

Среди современных иммунодиагностических 
методов наибольшей чувствительностью, воспроиз
водимостью и наглядностью отличаются различные 
модификации твердофазного иммуноферментного 
анализа (ТИФА, ELISA -  enzyme-linked immunosor
bent assay, англ.) и иммуноблоттинг [3, 10, 17], кото
рые заслуженно рассматриваются как наиболее пер
спективные тесты для детекции бактериальных пато
генов, в том числе сибиреязвенного микроба [3, 16, 
17]. В последнее время предложен целый ряд экспе
риментальных ELISA тест-систем для обнаружения
B. anthracis и его антигенов. наиболее часто их осно
вой служат антитела к компонентам сибиреязвенного 
токсина -  летальному фактору (ЛФ) и протективно- 
му антигену (ПА). Разработанный отечественными 
учеными ELISA для детекции лФ эффективно вы
являл антиген в сыворотках крови инфицированных 
животных в продромальном периоде и в острой фазе 
заболевания в 100 % случаев, в то время как в мате
риале из пораженных участков кожи положительная 
реакция зарегистрирована у 90-100 % животных [1]. 
R.Mabry et al. [32] сконструировали несколько вари
антов сэндвич-ELISA для детекции ПА и ЛФ в сыво
ротке, которые обнаруживались до и после развития 
токсемии у биомоделей. с  целью быстрого (в тече
ние 1 ч) обнаружения ПА немецкими учеными раз
работан ТиФА на основе поликлональных кроличьих 
антител и моноклональных иммуноглобулинов с чув
ствительностью 15 и 60 нг/мл соответственно [29]. 
Применение МКА к ПА, полученных исследователь
ской группой из индии, позволяло определять нано
граммовые количества антигена в ELISA, а эффек
тивное выявление ПА в 22 клинических образцах ме
тодом иммуноблотта делает их перспективными для 
диагностики сибирской язвы [36]. В России также по
лучены МКА, направленные к эпитопам ПА [6], с по
тенциальной диагностической значимостью. Однако 
на их основе сконструирована экспериментальная 
иммуноферментная тест-система, предназначенная 
для количественного определения соответствующего 
антигена в полуфабрикатах на стадиях приготовления 
химической комбинированной сибиреязвенной вак
цины [6], но не для диагностических целей.

иммунодиагностика сибирской язвы прово

дится с применением некоторых альтернативных 
иммунологических методик. например, хемилю
минесцентный анализ (ХЛИА) позволял выяв
лять сибиреязвенный микроб в концентрации 
102- 103 м.к./мл, а его водорастворимые антигены -  
0,2-0,5 нг/мл [13]. Хотя ХЛИА отличался доста
точно высокой чувствительностью, использование 
кроличьих поликлональных антител к живым веге
тативным клеткам штамма B. anthracis сТИ не по
зволяло добиться абсолютной специфичности реак
ции за счет наличия в их пуле иммуноглобулинов, 
кроссреагирующих с близкородственными микро
организмами. G.W.Long, T.O’Brien [31] разработали 
специфические иммунохроматографические тесты -  
дипстики для детекции ПА и спор, в которых для ви
зуализации реакции использовано коллоидное золо
то. Постановка анализа технически проста и занима
ет 15 мин, что делает его перспективным средством 
экспресс-диагностики сибиреязвенной инфекции. 
Заслуживает внимания и другой иммунохроматогра
фический метод обнаружения ПА, который оказался 
высокоспецифичным в экспериментах на крупном 
рогатом скоте и не давал положительной реакции 
при исследовании крови животных после иммуниза
ции живой споровой вакциной [35].

Для детекции споровых форм успешно апроби
рован также метод проточной цитометрии с исполь
зованием гомологичных поликлональных антисыво
роток [37] и моноклональных антител (МКА) различ
ных изотипов и специфичностей [39]. Израильские 
ученые предложили оригинальный метод, сочетаю
щий эффект переноса энергии частотного резонанса 
и реакции иммунофлуоресценции [41]. Сочетание 
мультипараметрических возможностей проточно
цитометрического анализа с иммуноокрашиванием 
создает новый высокоселективный и чувствитель
ный метод. При его разработке использованы кроли
чьи антитела к компонентам экзоспориума B. anthra
cis. S.Farrell et al. [25] предложен оригинальный уль
трачувствительный быстрый способ детекции спор 
Bacillus globigii, который служил суррогатным видом 
для B. anthracis. В качестве твердой фазы исполь
зованы парамагнетические бусины Dynal. Первые 
антитела присоединяли к бусинам стрептавидин- 
биотиновым методом, вторые -  метили щелочной 
фосфатазой. Ферментативное превращение флуорес- 
цеина дифосфата в флуоресцеин щелочной фосфа
тазой измеряли в реальном времени при различных 
длинах волн. Предел чувствительности метода со
ставил 78 спор в пробе, продолжительность анали
за -  30 мин. Использование кроличьих иммуноглобу
линов G, полученных к спорам сибиреязвенного ми
кроба, и панели синтетических углеводов позволило 
обнаружить высокоспецифичный тетрасахаридный 
компонент, присутствующий на внешней поверхно
сти экзоспоры B. anthracis, который может приме
няться в качестве ключевого биомаркера для детек
ции споровых форм данного микроорганизма [40].

В рамках бурно развивающегося современного
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научного направления по созданию биологических 
микрочипов в США сконструирована удобная в по
левых условиях миниатюрная биочиповая система 
для выявления распыленных в воздухе спор B. globi- 
gii [38]. Для этого чувствительный и селективный 
ELISA-тест с применением нового флуорогенного 
субстрата щелочной фосфатазы (диметилакриди- 
нона фосфата) скомбинирован с компактной биочи
повой системой детекции, которая включает в себя 
миниатюрный диодовый лазер. Комбинирование 
портативного биоаэрозольного самплера и микрочи
повой системы дает возможность обнаруживать 100 
спор B. globigii, что соответствует 17 спорам, распы
ленным в 1 л воздуха. другая группа американских 
исследователей сообщает о разработке специфиче
ских сенсоров на основе антител к спорам сибире
язвенного микроба, имеющих чувствительность 
300 спор/мл [23], которые остаются селективны
ми даже в присутствии большого количества спор 
других видов рода Bacillus, в частности Bacillus 
thuringiensis и B. cereus [24].

Весьма интересным представляется направле
ние исследований, связанных с совместным при
менением иммунодиагностических приемов и ПЦР, 
что обеспечивает повышение чувствительности и 
специфичности анализа. к  примеру, сочетанное ис
пользование магноиммуносорбентов с кроличьими 
антителами к споровым антигенам сибиреязвенного 
микроба и п ц р  для обнаружения B. anthracis в ис
кусственно контаминированных пробах почвы, воды, 
грубых кормов и др. позволяло при применении 
оптимальной методики исследования обнаружить до 
50 спор в 1 мл образца [2]. Несмотря на очень высо
кую чувствительность, метод, по мнению разработ
чиков, нуждается в совершенствовании, связанном 
с повышением его специфичности и оптимизацией 
различных этапов проведения анализа. сочетание 
мультиплексного иммуноанализа на основе высоко
специфичных антител и п ц р  в реальном времени 
составляет основу автоматизированной автономной 
системы детекции патогенов, разработанной в сША 
для быстрого выявления ряда опасных микроорга
низмов, включая B. anthracis [27, 33].

Таким образом, на сегодняшний день как у нас 
в стране, так и за рубежом разработано множество 
различающихся по регистрируемому эффекту и 
технике постановки иммунодиагностических те
стов, предназначенных для выявления возбудителя 
сибирской язвы. Тем не менее совершенствование 
способов обнаружения B. anthracis не теряет ак
туальности во всем мире. Это связано прежде все
го с тем, что несмотря на высокую эффективность 
в эксперименте многие тест-системы нуждаются в 
дальнейшей существенной доработке, чтобы полу
чить статус сертифицированных диагностических 
средств. Так, в нашей стране существует всего два 
коммерческих препарата для иммунодиагностики 
сибирской язвы: эритроцитарный сибиреязвенный 
иммуноглобулиновый диагностикум, упомянутый

выше, и «Иммуноглобулины диагностические флуо
ресцирующие сибиреязвенные неадсорбированные 
сухие» («Медгамал», Москва), причем последний в 
соответствии с инструкцией по применению пред
назначен для учебных целей. В этой связи наиболее 
перспективным представляется конструирование та
ких современных высокочувствительных тестов как 
ELISA, дот-иммуноанализ, иммуноблоттинг, а также 
изготовление дипстиков и создание иммуночипов.

Поскольку специфичность иммунодиагностиче
ских тестов определяется свойствами антител, осо
бую важность приобретает оптимизация способов 
получения высокоаффинных строго специфичных 
иммуноглобулинов [3, 17]. Именно недостаточная 
специфическая активность последних, как правило, 
предопределяет невысокое качество разрабатывае
мых иммунодиагностикумов. Трудности в получе
нии видоспецифических сибиреязвенных антител 
закономерны и обусловлены тесным генетическим 
и антигенным родством B. anthracis с другими пред
ставителями рода Bacillus [8, 16, 20, 34]. Безусловный 
интерес с этой точки зрения представляют гибридом- 
ная биотехнология, позволяющая получить МКА, ха
рактеризующиеся стандартностью и строгой специ
фичностью [3, 16], использование F(ab)2-фрагментов 
поликлональных иммуноглобулинов [7] и с успехом 
апробированная на других бактериальных моделях 
безадсорбционная технология получения моноре
цепторных поликлональных антител к основным ди
агностически значимым антигенам патогена [2 1 , 26]. 
поэтому на современном этапе основной задачей ис
следований в области иммунодетекции возбудителя 
сибирской язвы становится разработка оригиналь
ных высокотехнологичных подходов к изготовле
нию качественных иммунореагентов, а также кон
струирование и внедрение в практику эффективных 
тест-систем, адаптированных к масштабируемому 
серийному производству сертифицированных меди
цинских иммунобиологических препаратов.
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Present Status of the Anthrax Pathogen Immunodiagnosis

Russian Anti-Plague Research Institute “Microbe", Saratov

Analysis of the recent domestic and foreign publications concerning the 
problems of anthrax immunodiagnosis is presented in the current review. The 
major achievements in the development of the procedures to detect Bacillus 
anthracis and its antigens using various immunodiagnostic assays are briefly 
characterized. The most important problems are discussed in connection with 
the efforts to increase the efficacy of the modern immunodiagnostic kits and 
their introduction into practice.

Key words: Bacillus anthracis, immunodiagnosis, polyclonal antibod
ies, monoclonal antibodies, immunodiagnostic kits.
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КиСлородЗАвиСиМоЕ в о с с та н о в л е н и е  ж и з н е с п о с о б н о с т и  Y E R S IN IA  P E S T IS

ФГУ «48 Центральный НИИ Минобороны России», Киров

П р е д л о ж е н  с п о с о б  в о с с т а н о в л е н и я  ж и з н е с п о с о б н о с т и  з а м о р о ж е н н ы х  п р и  т е м п е р а т у р е  м и н у с  (2 0 ± 2 ) °С  и  
д л и т е л ь н о  ( 7 - 1 6  м е с .)  х р а н и в ш и х с я  к у л ьту р  Y ers in ia  p e s t is .  С п о с о б  з а к л ю ч а е т с я  в  а э р и р о в а н и и  10 с м 3 о т т а я в ш е й  
к у л ь т у р ы  в  с т е к л я н н о м  ф л а к о н е  в м е с т и м о с т ь ю  1 2 0  с м 3 в с т р я х и в а н и е м  н а  ш у т т е л ь -а п п а р а т е  п о д  в а т н ы м и  п р о б к а 
м и  п р и  т е м п е р а т у р е  (2 7 ± 1 ) °С . П о к а з а н а  к и с л о р о д н а я  и  э н е р г е т и ч е с к а я  з а в и с и м о с т ь  п р о ц е с с а  р е п а р а ц и и  п о в р е ж 
д е н н ы х  б а к т е р и й . В о с с т а н о в л е н и е  ж и з н е с п о с о б н о с т и  п р е д о т в р а щ а е т с я  в  а т м о с ф е р е  а р го н а , п р и  и н г и б и р о в а н и и  
д ы х а н и я  к л е т о к  ц и а н и д о м  (K C N ) и  р а з о б щ е н и и  о к и с л и т е л ь н о го  ф о с ф о р и л и р о в а н и я  2 ,4 -д и н и т р о ф е н о л о м  (2 ,4 - 
Д Н Ф ). С п о с о б н о с т ь  к  р е п а р а ц и и  п р о я в л я ю т  б а к т е р и а л ь н ы е  к у л ьт у р ы , с о х р а н и в ш и е  э н е р г о за в и с и м у ю  а у т о р е гу 
л я ц и ю  д ы х а т е л ь н о й  а к т и в н о с т и , о ц е н и в а е м у ю  п о  п р е д л о ж е н н ы м  п а р а м е т р а м  д ы х а н и я , п р е ж д е  в с е го  п о  в е л и ч и н е  
м е т а б о л и ч е с к о го  д ы х а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  (М Д К ).

К л ю ч е в ы е  сло ва : Y ers in ia  p e s t is ,  р е п а р а ц и я  б а к т е р и а л ь н ы х  к л е т о к , м е т а б о л и ч е с к и й  д ы х а т е л ь н ы й  к о н т р о л ь  
(М Д К ).

Разработка способов поддержания и восстанов
ления у бактериальных культур при их длительном 
хранении таких значимых критериев жизнеспособ
ности, как рост и размножение в питательных сре
дах, устойчивость к действию неблагоприятных (экс
тремальных) факторов внешней среды на уровне ис
ходных параметров является одной из важных задач 
практической микробиологии [4].

Жизнеспособность микроорганизмов -  это не 
только живое состояние исследуемых объектов, 
но и их генетическая и фенотипическая полноцен
ность, способность нормально функционировать в 
различных, в том числе и в неблагоприятных усло

виях, устойчивость и толерантность к ним, адапта
ционные и компенсаторные возможности, защитные 
свойства клеток, их ростовой и репродуктивный по
тенциалы [7].

При действии экстремальных факторов на живую 
систему, к числу которых относятся «замораживание -  
оттаивание», тепловое воздействие, длительное хране
ние бактериальных культур, имеют место следующие 
явления [1]: возникновение первичных повреждений 
структур и клеточных компонентов; развитие патологи
ческого процесса, т.е. деструктивные последствия и 
функциональные нарушения, вызванные выпадением 
или функциональным сдвигом нарушенного звена ин
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