
94

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 2      ОРигинальнЫе статьи

DOI: 10.21055/0370-1069-2022-2-94-100

удк 616.98:579.852.11

с.а. курчева, м.м. курноскина, и.В. Жарникова, а.Г. кошкидько, д.В. русанова, а.Г. рязанова, 
л.Ю. аксенова, д.а. ковалев, а.м. Жиров, а.н. куличенко

ЭКСПерименталЬнЫй ПероКСидаЗнЫй КонъЮгат  
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сибирская язва представляет собой актуальную проблему для ветеринарии и здравоохранения многих стран, 
включая российскую Федерацию, что обусловливает необходимость совершенствования и разработки новых, 
чувствительных и специфичных диагностических средств. цель работы – создание экспериментального пе-
роксидазного конъюгата для выявления специфических антител к возбудителю сибирской язвы и оптимизация 
условий проведения иммуноферментного анализа (иФа). материалы и методы. для конструирования перок-
сидазного конъюгата использовали пероксидазу хрена и белок а Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich, сШа). 
в качестве сенсибилизирующих агентов применяли бактериальные антигены, выделенные из штаммов Bacillus 
anthracis 55Δтпа-1Spo, B. anthracis Sterne 34 F2. разработанные экспериментальные серии конъюгата иссле-
довали в иФа на способность связывать антитела сывороток крови больных сибирской язвой и вакцинирован-
ных лиц. чувствительность, специфичность и точность метода рассчитывали с помощью встроенных функций 
пакета ROCR. результаты и обсуждение. разработан пероксидазный конъюгат для выявления специфических 
антител к возбудителю сибирской язвы при исследовании клинического материала, оптимизированы условия 
постановки иФа. для интерпретации результатов исследования использовали пороговое значение коэффициен-
та позитивности, меньше которого результат считали отрицательным, а при равном или большем значении – 
положительным. в ходе испытания получены достоверные отличия в показателе «коэффициент позитивно-
сти» для групп «здоровые»/«больные» и «здоровые»/«вакцинированные», тогда как отличия между группами 
«больные»/«вакцинированные» были статистически незначимы. максимальная точность метода наблюдалась 
при разведении сывороток крови 1:250 и 1:500. установлена 100 % внутрипостановочная, межпостановочная и 
межсерийная воспроизводимость для всех положительных образцов. чувствительность и специфичность экспе-
риментальных пероксидазных конъюгатов составила соответственно 100 и 95,8 %, а точность – 97,6 %.
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Abstract. Anthrax poses a pressing issue for veterinary medicine and public health in many countries, including 
the Russian Federation, which necessitates the improvement and development of new, sensitive and specific diagnostic 
tools. The aim of the work was to create an experimental peroxidase conjugate for the detection of specific antibodies 
to the anthrax pathogen and to optimize the conditions for performing enzyme immunoassay (ELISA). Materials and 
methods. The peroxidase conjugate was constructed using horseradish peroxidase and Staphylococcus aureus protein A 
(Sigma-Aldrich, USA). Bacterial antigens isolated from strains of Bacillus anthracis 55ΔTPA-1Spo, B. anthracis Sterne 
34 F2 were used as sensitizing agents. The developed experimental batches of the conjugate were tested in ELISA for 
the ability to bind antibodies in the blood sera of anthrax patients and vaccinated individuals. The sensitivity, specific-
ity, and accuracy of the method were calculated using the built-in functions of the ROCR software package. Results 
and discussion. The peroxidase conjugate to detect specific antibodies to the anthrax pathogen in the study of clinical 
material has been developed; conditions for the ELISA performance have been optimized. To interpret the results of the 
study, a threshold value of the positivity coefficient was used, below which the result was considered negative, and at an 
equal or higher value, positive. The test demonstrated significant differences in the “positivity coefficient” indicator for 
the “Healthy”/“Sick” and “Healthy”/“Vaccinated” groups, while the differences between the “Sick”/“Vaccinated” groups 
were statistically insignificant. The maximum accuracy of the method was observed at blood serum dilutions of 1:250 
and 1:500. 100 % intra-run, run-to-run and series-to-series reproducibility has been established for all positive samples. 
The sensitivity and specificity of the experimental peroxidase conjugates were 100 and 95.8 %, respectively, and the ac-
curacy was 97.6 %.
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сибирская язва – особо опасная зоонозная ин-
фекционная болезнь, вызываемая грамположитель-
ным спорообразующим микроорганизмом – Bacillus 
anthracis. сибирская язва потенциально заразна для 
большинства млекопитающих, однако в первую оче-
редь поражает жвачных животных, поскольку они 
наиболее часто подвергаются воздействию патогена 
в окружающей среде [1]. современный ареал сибир-
ской язвы сельскохозяйственных и диких животных 
охватывает все континенты. особенностью сибиреяз-
венного микроба является способность образовывать 
споры и сохранять жизнеспособность в почве многие 
десятилетия. попадание спор B. anthracis в организм 
млекопитающих может привести к системной ин-
фекции и летальному исходу. споры считаются пре-
обладающей формой B. anthracis вне хозяина, но при 
заражении споры прорастают, образуя вирулентные 
вегетативные формы, которые могут размножаться в 
больших количествах практически во всех тканях ор-
ганизма. гибель хозяина и контакт инфицированных 
тканей с воздухом приводят к возвращению бакте-
рии в споровую форму [2]. значительное количество 
поч венных очагов на фоне неполного учета и охвата 
вакцинацией поголовья сельскохозяйственных жи-
вотных обусловливает потенциальную угрозу ослож-
нения эпизоотолого-эпидемиологической ситуации 
по сибирской язве [3]. люди обычно заражаются 
сибирской язвой при контакте с инфицированными 
животными и зараженными продуктами животного 
происхождения или при непосредственном контак-
те со спорами B. anthracis [4, 5]. подтверждением 
этого стала крупнейшая эпизоотия сибирской язвы 
среди северных оленей в ямало-ненецком авто-
номном округе в 2016 г., повлекшая за собой эпи-
демические осложнения [6]. современный уровень 
развития биотехнологии и генетики, чрезвычайно 
высокая поражающая способность и устойчивость 
к факторам внешней среды делают возбудитель си-
бирской язвы одним из наиболее привлекательных 
для террористов при использовании его в качестве 
биологического диверсионного агента. поэтому 
изучение этой инфекции и ее возбудителя, а также 
проведение исследований в области совершенство-
вания лабораторных методов диагностики и иденти-
фикации возбудителя сибирской язвы представляют 
собой одну из наиболее актуальных задач борьбы с 
сибиреязвенной инфекцией. диагностика сибирской 
язвы у человека и животных основывается на эпизоо-
тологических, эпидемиологических, клинических, 
лабораторных и патологоанатомических данных. 

лабораторные исследования направлены на обна-
ружение и идентификацию возбудителя сибирской 
язвы, выявление специфических антител и аллер-
гической перестройки в организме больных людей.  
в соответствии с действующими методическими ука-
заниями му 4.2.2413-08 «лабораторная диагностика 
и обнаружение возбудителя сибирской язвы», в тех 
случаях, когда не удается выделить культуру возбу-
дителя для постановки диагноза этой инфекции у че-
ловека при наличии соответствующей клинической 
картины и эпидемиологического анамнеза, необходи-
мо проведение генетических (пцр) и иммунологи-
ческих (иФа, мФа) методов исследования. однако 
ввиду отсутствия зарегистрированных отечествен-
ных диагностических тест-систем для мФа и иФа 
эти методы не включены в перечень тех, которыми 
можно лабораторно подтвердить диагноз сибирской 
язвы у человека. на сегодняшний день производит-
ся только один препарат, предназначенный для об-
наружения специфических антител к возбудителю 
сибирской язвы и допущенный к обращению на тер-
ритории российской Федерации – набор реагентов 
«диагностикум эритроцитарный сибиреязвенный 
антигенный сухой» (Фср 2012/13064) производства 
Фкуз «волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт» роспотребнадзора. все 
это делает актуальным разработку и производство 
набора для выявления специфических антител к воз-
будителю сибирской язвы в сыворотке крови людей 
непрямым методом иммуноферментного анализа 
(иФа) [7–9].

иммуноферментный анализ чувствителен и по-
зволяет проводить скрининг от сотен до тысяч об-
разцов за короткий период времени, поэтому его 
использование является наиболее эффективным ме-
тодом для выявления антител к B. anthracis в сыво-
ротке, плазме или других биологических жидкостях. 
токсин сибирской язвы состоит из трех белков, а 
именно: «защитного» протективного антигена (пA), 
фактора отека и летального фактора. поскольку па 
обладает иммуногенным действием, то есть способ-
ностью вызывать иммунный ответ организма [10, 11], 
для оценки вакцинации против сибирской язвы и ее 
диагностики [12] в иФа используется полноразмер-
ный пA. в нескольких исследованиях оценивалась 
разработка и использование иФа для обнаружения 
антител против пA в популяциях домашнего скота 
[13, 14]. однако при получении определенных успе-
хов он все еще имеет ряд таких недостатков, как 
возможность возникновения ложноположительных 

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Svetlana A. Kurcheva, e-mail: kurcheva@yandex.ru.
Citation: Kurcheva S.A., Kurnoskina M.M., Zharnikova I.V., Koshkid’ko A.G., Rusanova D.V., Ryazanova A.G., Aksenova L.Yu., Kovalev D.A., Zhirov A.M., 

Kulichenko A.N. Experimental Peroxidase Conjugate for Detection of Specific Antibodies to Anthrax Agent in Enzyme Immunoassay. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii 
[Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 2:94–100. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2022-2-94-100

Received 22.11.2021. Revised 03.03.2022. Accepted 12.05.2022.

Kurcheva S.A.,  ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3564-0791  Ryazanova A.G., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5196-784X
Kurnoskina M.M., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8265-5128  Aksenova L.Yu., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7744-3112
Zharnikova I.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8443-4089  Kovalev D.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9366-5647
Koshkid’ko A.G., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6617-9504  Zhirov A.M., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7698-7361
Rusanova D.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2229-6570  Kulichenko A.N., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9362-3949



96

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 2      ОРигинальнЫе статьи

реакций, недостаточная надежность и отсутствие 
стандартизации анализа.

клинический диагноз кожной формы сибирской 
язвы традиционно устанавливается микробиологи-
ческими методами, такими как выявление грампо-
ложительных капсулированных бацилл в мазке из 
пораженного участка или выделение B. anthracis в 
культуре. однако окрашивание по граму и посев на 
выявление B. anthracis могут быть неинформатив-
ными для пациентов, получавших антибиотикоте-
рапию до сбора образцов. иммунный ответ на па 
обнаруживается через 11 дней после появления сим-
птомов и сохраняется более 8–16 месяцев. таким об-
разом, для эпиднадзора или во время вспышек, когда 
диагностические методы, чувствительные ко време-
ни или лечению (например, посев, пцр и биопсия), 
могут быть неприменимы, серологическое тестиро-
вание может быть единственным подтверждающим 
диагностическим инструментом, который можно ис-
пользовать [15].

целью настоящей работы стало создание экс-
периментального пероксидазного конъюгата для 
выявления специфических антител к возбудителю 
сибирской язвы и оптимизация условий проведения 
иммуноферментного анализа.

материалы и методы

при работе по конструированию пероксидазно-
го конъюгата (конъюгацию проводили по модифици-
рованному методу M.B. Wilson, P.K. Nakane [16]) и 
оптимизации постановки иФа использовали:

- пероксидазу хрена (пх) – индикатор-
ный фермент (тип VI-а, Rz: ~3.0 с активностью  
1550 units/mg; Sigma-Aldrich, сШа);

- белок а Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich, 
сШа). белок A – белок с молекулярной массой 
42 кда, выделенный с поверхности клеточной стен-
ки золотистого стафилококка. белок A связывается  
с Fc-участком IgG млекопитающих.

в качестве сенсибилизирующего агента апроби-
рованы:

- протективный антиген сибиреязвенного мик-
роба, выделенный из культурального фильтрата  
рекомбинантного штамма B. anthracis 55Δтпа-1Spo  
по методике, описанной н.и. микшис с соавт. [17] 
(представлен для исследований роснипчи 
«микроб»). качественный и количественный анализ, 
а также дополнительную очистку препаратов протек-
тивного антигена проводили в лаборатории биохимии 
ставропольского противочумного института;

- водорастворимый сибиреязвенный анти-
ген (ва), извлеченный из бактериальной массы 
B. anthracis Sterne 34 F2 (вегетативная форма), обез-
зараженной кипячением. технология получения 
включала в себя водно-солевую экстракцию и уль-
тразвуковую дезинтеграцию с последующим осаж-
дением белковых фракций сульфатом аммония [18];

- комплекс вышеназванных антигенов в различ-
ном процентном соотношении компонентов.

антигены хранили в лиофилизированном 
состоянии небольшими аликвотами (100 мкл;  
3,0 мг/мл) в 0,9 % растворе натрия хлорида.

результаты иФа регистрировали с помощью  
фотометра Multiskan FC (Thermo scientific, Фин-
ляндия), измеряя оптическую плотность (оп) 
при длине волны 450 нм. по результатам оп рас-
считывали значение критической оптической плот-
ности (опкрит.) по формуле (1):

опкрит. = опср к– + 0,1,  (1)

где опср к– – среднее значение оп для отрицатель-
ного контрольного образца.

для интерпретации результатов исследования 
применяли коэффициент позитивности (кп), рас-
считанный по формуле (2):

кп = описсл. сыв./ опкрит. (2)

для определения диагностической эффективно-
сти сконструированных экспериментальных серий 
конъюгата использовали сыворотки крови:

- здоровых взрослых людей, не болевших ра-
нее сибирской язвой и не вакцинированных против 
нее, – 12 образцов. сыворотки получены из гбуз 
ск «ставропольская краевая станция переливания 
крови»;

- больных кожной формой сибирской язвы – 5 об-
разцов. сыворотки получены из референс-центра по 
мониторингу за возбудителем сибирской язвы;

- вакцинированных против сибирской язвы 
(взятие материала на 14-е сутки после вакцинации) – 
4 образца. сыворотки получены из референс-центра 
по мониторингу за возбудителем сибирской язвы.

все сыворотки были протестированы в двух эк-
земплярах без тепловой инактивации с добавлением 
мертиолата натрия до концентрации 1:10000.

в качестве отрицательного контроля использо-
вали сыворотку здорового человека, которую обра-
батывали аналогичным образом.

в качестве твердой фазы применяли 96-луноч-
ные полистироловые планшеты с плоским дном 
фирмы Costar (сШа).

обработку и статистический анализ дан-
ных проводили с использованием языка R (версия 
4.0.2) [19], а также пакетов tidyverse [20], ROCR [21] и  
ggpubr [22]. анализ групповых отличий проводили 
с использованием одностороннего дисперсионно-
го анализа краскела – уоллиса. отличия считали 
значимыми при р<0,05. чувствительность, специ-
фичность и точность метода, а также площадь под 
ROC-кривой рассчитывали с помощью встроенных  
функций пакета ROCR.

основные параметры иФа, а именно чувстви-
тельность, точность и воспроизводимость, могут 
существенно изменяться при варьировании усло-
вий проведения эксперимента (температура, ионная 
сила и рн реакционной среды, концентрационные 
соотношения компонентов и продолжительность 



97

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 2         Original articles

их взаимодействия). это определяет необходимость 
оптимизации каждой стадии анализа, для чего ис-
пользовали эмпирический подбор параметров по-
становки теста.

результаты и обсуждение

при создании диагностического теста важным 
моментом является определение его антигенной 
композиции и условий адсорбции на твердой фазе, 
т.е. установление оптимальной концентрации анти-
гена (аг), состава сенсибилизирующего буфера, 
условий отмывания несвязавшихся компонентов, 
времени и температуры связывания аг с поверхно-
стью полистироловых планшетов. оптимальную 
сенсибилизирующую дозу бактериального агента 
определяли в серии опытов с использованием сыво-
роток крови больных сибирской язвой, вакциниро-
ванных, а также здоровых людей и пероксидазного 
конъюгата с белком а. в экспериментах испытывали 
различные виды аг в концентрациях 10, 50, 100, 200,  
300 мкг/мл и их смеси в разных пропорциях. процесс 
адсорбции аг оценивали по интенсивности реакции с 
контрольными сыворотками крови людей. наиболее 
оптимальный уровень насыщения поверхности лу-
нок планшета достигался при их сенсибилизации 
комплексом антигенов с содержанием в 1 мл 0,1 м 
раствора фосфатно-солевого буфера (Фсб), рн 7,2: 
па – 30 мкг и ва – 100 мкг.

для определения оптимальных условий инкуба-
ции при сенсибилизации комплексом (ва+па) оце-
нивали интенсивность реакции при выдерживании 
(3, 2, 1 ч) в термошейкере (37±1) °с (250 об/мин), а 
также 18 ч при температуре 4 °с. анализ результатов 
проведенных исследований позволил установить, 
что оптимальным для сенсибилизации лунок план-
шета (ва+па) является режим 37 °с, 3 ч в условиях 
термошейкера, в то время как при остальных значе-
ниях выдержки адсорбционная способность анти-

генного комплекса, а также специфичность реакции 
несколько ниже. инкубация при температуре 4 °с 
возможна при определенных условиях расчета вре-
мени постановки реакции без потери чувствитель-
ности и специфичности.

в ходе работ установлена необходимость бло-
кирования свободных центров связывания для ис-
ключения «фоновых помех». при разведении клини-
ческих образцов сывороток крови людей и иммуно-
пероксидазного конъюгата целесообразно использо-
вать Фсб с 0,5 % бса и Tween 20 до 0,05 %.

далее была оптимизирована стадия взаимодей-
ствия опытных сывороток крови с иммобилизован-
ными на поверхности полистирола специфическими 
антигенами. исследования проводили в интервале от 
30 до 90 мин при температуре 37 °с и иммуноперок-
сидазным конъюгатом (от 15 до 60 мин с шагом 15). 
оптимальное время инкубации сывороток составило 
60 мин, а инкубация планшета с иммунопероксидаз-
ным конъюгатом – 15 мин в условиях термошейкера 
(700 об/мин). в более короткий срок не происходит 
эффективного взаимодействия компонентов реак-
ции, а увеличение продолжительности инкубации 
не только удлиняет время постановки реакции, но и 
способствует появлению фонового окрашивания.

при определении рабочего разведения перокси-
дазного конъюгата максимальные значения зафик-
сированы при его взаимодействии с испытуемыми 
сыворотками – 15 мин при температуре 37 °с с пере-
мешиванием в термошейкере 700 об/мин с разведе-
нием конъюгата 1:2000. 

при интерпретации результатов исследования 
использовали пороговое значение коэффициента 
позитивности, меньше которого результат считали 
отрицательным, а при равном или большем значе-
нии – положительным. в ходе оптимизации данного 
параметра отмечено, что с увеличением порогового 
значения кп уменьшается чувствительность и уве-
личивается специфичность метода (рис. 1).

рис. 1. кривые чувствительности, специ-
фичности и точности при постановке 
иФа:
КП – коэффициент позитивности

Fig. 1. Sensitivity, specificity and accuracy 
curves in ELISA:
PC – positivity coefficient
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в качестве порогового значения кп использова-
ли значение из точки пересечения кривых чувстви-
тельности и специфичности, где вероятности совер-
шения ошибки I и II рода равны, а точность метода 
максимальна (таблица). итоговые чувствительность 
и специфичность экспериментальных серий изготов-
ленного пероксидазного конъюгата при постановке 
иФа составили соответственно 100 и 95,8 %, а точ-
ность – 97,6 %.

одной из важнейших метрик качества бинар-
ного классификатора является ROC-кривая, показы-
вающая зависимость доли истинноположительных 
результатов от доли ложноположительных результа-
тов при варьировании порога решающего правила. 
количественную интерпретацию ROC-кривой дает 
показатель AUC – площадь, ограниченная ROC-
кривой и осью доли ложных положительных резуль-
татов. для данного исследования пероксидазного 
конъюгата в иФа AUC=0,9815, что соответствует 
высокому качеству модели с большой прогностиче-
ской силой (рис. 2).

при испытании экспериментальных серий 
конъю гата использовали различные разведения (от 
1:250 до 1:2000) сывороток крови больных и вакци-
нированных против сибирской язвы, которые вно-
сили в лунки планшета, сенсибилизированные ком-
плексным антигеном (ва+па). постановка реакции 
осуществлялась согласно отработанным параметрам. 
результаты исследования представлены на рис. 3.

в ходе лабораторных испытаний установлено, 
что для всех титров получены достоверные отличия 
в показателе кп для групп «здоровые»/«больные» и 
«здоровые»/«вакцинированные», тогда как отличия 
между группами «больные»/«вакцинированные» 
статистически незначимы. при разведениях сыворот-
ки 1:250 и 1:500 для всех проб получен правильный 
результат, тогда как при больших разведениях обнару-
жено по одному ложноположительному результату.

в результате проведенных исследований изго-
товлен пероксидазный конъюгат с белком а S. aureus 
для использования в иммуноферментном анализе 
при выявлении специфических антител к возбу-
дителю сибирской язвы в лабораторных условиях. 
установлены оптимальные параметры и условия по-
становки иФа с разработанным конъюгатом:

- сенсибилизация планшета раствором антиген-
ного комплекса (ва, 10 мкг + па, 3 мкг в лунку) в 
0,1 м Фсб, рн 7,2; время сенсибилизации лунок – 
3 ч в условиях термошейкера (250 об/мин; 37 °с);

- буферный раствор для разведения образцов сы-
вороток крови и пероксидазного конъюгата – Фсб, 
рн 7,2, содержащий 0,05 % Tween 20 и 0,5 % бса;

- взаимодействие сывороток с иммобилизован-
ным антигенным комплексом – 60 мин в условиях 
термошейкера (700 об/мин; 37 °с), после инкуба-
ции – пятикратное промывание лунок планшета 
раствором фосфатно-солевого буфера с Tween 20 
(Фсб-т, рн 7,3);

метрики пероксидазного конъюгата в ифа
Metrics of peroxidase conjugate in ELISA

титр 
Dilution titer

пороговое значение кп
Threshold value of PC

чувствительность, % 
Sensitivity, %

специфичность, % 
Specificity, %

точность, % 
Accuracy, %

1:250 2,035 100 100 100
1:500 1,640 100 100 100

1:1000 1,132 100 91,67 91,67
1:2000 1,001 100 91,67 91,67

рис. 2. ROC-кривая для исследования пе-
роксидазного конъюгата в иФа

Fig. 2. ROC-curve for the study of peroxidase 
conjugate in ELISA 
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- время экспозиции с конъюгатом – 15 мин в 
условиях термошейкера (700 об/мин; 37 °с), после 
инкубации пятикратное промывание лунок планше-
та Фсб-т;

- после промывания проведение детекции 
ферментативной активности образовавшихся на 
твердой фазе специфических иммунных ком-
плексов: в лунки помещают по 100 мкл раствора 
3,3’,5,5’-тетраметилбензидина в субстратном буфе-
ре, содержащем перекись водорода, выдерживают 
планшет в течение 10 мин в защищенном от света 
месте. реакцию останавливают добавлением в лунки 
по 100 мкл 4н раствора серной кислоты;

- результаты анализа регистрируют измерени-
ем оп в лунках планшета на спектрофотометре при 
двухволновом режиме: при основной длине волны – 
450 нм и длине волны сравнения – 620 нм.

чувствительность, специфичность и точность 
экспериментальных серий изготовленного перокси-
дазного конъюгата при постановке иФа составили 
соответственно 100; 95,8 и 97,6 %.

разработанный пероксидазный конъюгат с про-
теином а S. aureus достаточно прост в исполнении и 
может применяться для определения наличия анти-
тел в сыворотках крови больных сибирской язвой и 
вакцинированных лиц методом иммуноферментно-
го анализа. обладает высокой чувствительностью и 
стабильностью.

положительные результаты исследуемых сыво-
роток крови больных сибирской язвой и вакциниро-
ванных лиц подтверждены при использовании допол-
нительных методов исследования референс-центром 
по мониторингу за возбудителем сибирской язвы с ис-
пользованием экспериментальных тест-систем про-
изводства ставропольского противочумного институ-
та (непрямой метод флуоресцирующих антител [7] и  
in vitro аллергодиагностика с сибиреязвенным аллер-
геном методом проточной цитометрии [23]).

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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