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цель исследования – оценка эффективности использования разработанных сибиреязвенных магноиммуно-
сорбентов (мис) для селективного концентрирования спор Bacillus anthracis и повышения чувствительности 
методов детекции возбудителя сибирской язвы, в том числе при исследовании проб почвы. материалы и ме-
тоды. исследование проведено на 10 вакцинных штаммах B. anthracis, 30 штаммах близкородственных бацилл 
рода Bacillus (B. cereus – 15, B. thuringiensis – 10, B. megaterium – 5) с типичными видовыми свойствами. в работу 
были взяты три экспериментальные серии магноиммуносорбентов. экстракцию днк и постановку пцр про-
водили согласно инструкции по применению набора реагентов для выявления днк B. anthracis «амплисенс 
Bacillus anthracis-FRT». результаты и обсуждение. показано, что при использовании мис чувствительность 
культурального метода возрастает не менее чем в 7 раз (с учетом возможности сорбции на частице сорбента 1–10 
и более спор). чувствительность пцр-метода возрастает в 10 раз и составляет 50 спор B. anthracis в 1 мл для об-
разцов, концентрированных на мис. при исследовании искусственно контаминированных спорами B. anthracis 
проб почвы с использованием мис чувствительность бактериологического метода возрастает в 7,5 раза. таким 
образом, применение разработанных мис позволяет существенно повысить чувствительность методов детекции 
возбудителя сибирской язвы и может рассматриваться в качестве эффективного способа пробоподготовки при ис-
следовании объектов окружающей среды (почвы).
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Abstract. The aim of the study was to assess the effectiveness of the developed anthrax magnoimmunosorbents 
(MIS) for the selective concentration of Bacillus anthracis spores and to increase the sensitivity of anthrax agent detec-
tion techniques, including when testing soil samples. Materials and methods. We used 10 vaccine strains of B. anthracis 
and 30 strains of closely related bacilli of the genus Bacillus (B. cereus – 15, B. thuringiensis – 10, B. megaterium – 5) 
with typical species properties. The work was performed on three experimental batches of magnoimmunosorbents. DNA 
extraction and PCR setting was carried out in compliance with the instructions for reagent panel for B. anthracis DNA 
detection “ApliSens Bacillus anthracis-FRT”. Results and discussion. It is shown that when using MIS, the sensitivity 
of the cultural method is increased by at least 7 times (taking into account the possibility of sorption of 1–10 or more 
spores on a sorbent particle). The sensitivity of the PCR method is improved by 10 times and amounts to 50 B. anthracis 
spores per 1 ml for the samples concentrated with the help of MIS. The sensitivity of the bacteriological method using 
MIS increases by a factor of 7.5 when testing the artificially contaminated with B. anthracis soil samples. Hence, applica-
tion of the developed MIS makes it possible to significantly enhance the sensitivity of anthrax agent detection methods 
and can be considered as an effective means of sample preparation for the investigation of environmental objects (soil).
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Bacillus anthracis принадлежит к группе Bacillus 
cereus рода Bacillus, которая объединяет B. anthracis 
и близкородственные бациллы В. cereus (sensu stric­
to), В. thuringiensis, В. mycoides, В. pseudomycoides, 
В. weichenstephanensis, B. wiedmannii, B. cytotoxicus, 
B. toyonensis, B. manliponensis, B. bingmayongen­
sis, B. gaemokensis [1]. эти бациллы принадлежат 
к одной экологической нише, являясь почвенными 
микроорганизмами, и обладают значительной гене-
тической и антигенной гомологией.

споры B. anthracis характеризуются высокой 
устойчивостью к физическим и химическим воздей-
ствиям и поэтому обладают способностью длитель-
но сохраняться в почве с формированием стойких 
почвенных очагов сибирской язвы, к которым в пер-
вую очередь относятся места захоронений павших 
животных.

в российской Федерации насчитывается свыше 
35 тыс. стационарно неблагополучных по сибирской 
язве пунктов, в которых учтено около 8 тыс. сибире-
язвенных захоронений (сяз) [2, 3]. освоение новых 
территорий, строительство, разработка месторожде-
ний природных ресурсов, прокладка магистралей, 
выполнение других земляных работ на территориях 
с сяз может привести к вспышкам сибирской язвы. 
это обусловливает актуальность совершенствования 
методологий оценки эпидемиологической опасности 
сяз [4].

однако, как показывают исследования, частота 
обнаружения B. anthracis при исследовании почвы 
сяз не превышает 3–4 % [5, 6]. низкая частота вы-
явления B. anthracis обусловлена неравномерным 
распределением возбудителя в сяз и низкой концен-
трацией спор B. anthracis в пробах почвы. сложность 
выделения B. anthracis из почвы также сопряжена с 
высоким уровнем содержания в пробах различных 
микроорганизмов, включая близкородственные бак-
терии рода Bacillus [7, 8]. поэтому исследование 
поч вы требует наличия высокоэффективных мето-
дов селективного концентрирования спор возбудите-
ля. один из перспективных методических подходов 
для прямого концентрирования микроорганизмов – 
иммуномагнитная сепарация, основанная на исполь-
зовании магносорбентов с иммобилизованными на 
их поверхности лигандами (моноклональными и по-
ликлональными антителами) [9–12]. данный способ 
ранее показал свою эффективность при детекции 
возбудителей холеры и туляремии [13, 14]. наиболее 
востребованным этот метод может быть при иссле-
довании сяз для определения их эпидемиологиче-
ской опасности.

цель работы – оценка эффективности исполь-
зования магноиммуносорбентов (мис) для селек-
тивного концентрирования спор B. anthracis и повы-
шения чувствительности методов детекции возбуди-
теля сибирской язвы, в том числе при исследовании 
проб почвы.

материалы и методы

исследование проведено на 10 вакцинных 
штаммах B. anthracis, 30 штаммах близкородствен-
ных бацилл рода Bacillus (B. cereus – 15, B. thu­
ringiensis – 10, B. megaterium – 5) из коллекции 
Фкуз ставропольский противочумный институт 
роспотребнадзора. Штаммы обладали типичными 
видовыми культурально-морфологическими, биохи-
мическими и генетическими свойствами.

при выполнении бактериологического анализа 
использовали среды производства Фкуз ставро поль-
ский противочумный институт роспотреб над зора: 
бульон хоттингера (бх), агар хоттингера (ах), агар 
гладстона – Филдса, селективную диффе ренциально-
диагностическую среду (сддс) с динатриевой солью 
пара-нитрофенилфосфата (500 мг/л), цефтазидимом 
(20 мг/л), амфотерицином в (10 мг/л) (рн 7,2).

для детекции днк B. anthracis методом пцр 
использовали набор реагентов «амплисенс Bacillus 
anthracis-FRT» (ооо «интерлабсервис», россия).

в работу были взяты три экспериментальные 
серии магноиммуносорбентов (1-21, 2-21, 3-21), по-
лученные окислением сульфата железа (II) в при-
сутствии нагретого гидроксида калия с формирова-
нием труднорастворимого соединения – гидроксида 
железа, обладающего сорбционными и магнитными 
свойствами. ранее нами было показано, что приме-
нение в качестве лиганда иммуноглобулинов, вы-
деленных каприловым методом из гипериммунной 
антиспоровой сыворотки, обеспечило специфичную 
адсорбцию спор из имитированных проб [15, 16].

при подготовке гомологичных (B. anthracis) и 
гетерологичных (близкородственные бациллы рода 
Bacillus) проб для определения количества спор в 
тестируемых образцах культур готовили рабочие 
разведения из взвесей спор, выращенных на агаре 
гладстона – Филдса, по стандартному образцу мут-
ности осо 42-28-85-2021 (10 ме); из разведений 
1·10–5, 1·10–6, 1·10–7 делали высев по 100 мкл на чаш-
ки с ах по три чашки на каждое разведение. посевы 
выдерживали 18–20 ч при температуре 37 °с, за-
тем подсчитывали количество выросших колоний  
и определяли количество спор. 
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с целью оценки уровня эффективности се-
лективного концентрирования сибиреязвенных 
мис проведены испытания с взвесями спор штам-
мов B. anthracis и близкородственных бацилл рода 
Bacillus в стерильной дистиллированной воде. 
взвеси спор готовили во флаконах типа фалькон до 
конечной концентрации 10, 50, 100, 500 и 1000 спор 
в 1 мл (общий объем 10 мл). мис добавляли в под-
готовленные взвеси спор из расчета 5 мкл на 1 мл 
пробы, перемешивали, инкубировали при темпера-
туре 37 °с в течение 15–20 мин. после этого при по-
мощи дозатора удаляли воду из флакона, удерживая 
мис на дне пробирки постоянным магнитом, до-
бавляли 100 мкл дистиллированной воды. для про-
ведения бактериологического исследования мис с 
сорбированными на них спорами из проб, содержа-
щих 100 и 1000 спор в 1 мл, высевали на чашки с ах 
по 100 мкл.

контрольные образцы представляли из себя 
взвеси спор B. anthracis и близкородственных ба-
цилл рода Bacillus в указанных концентрациях без 
добавления мис, которые высевали на чашки с ах 
по 100 мкл. 

для проведения пцр отмытые мис в объе-
ме 100 мкл из проб, содержащих 10, 50, 100, 500, 
1000 спор/мл, с целью обеззараживания переносили 
в 0,9 мл бх, инкубировали при 37 °с в течение 2,5 ча-
сов, затем добавляли свежеприготовленный раствор 
пенициллина (до конечной концентрации 1000 ед./мл)  
и инкубировали 15 мин при температуре 37 °с, да-
лее пробы прогревали при 100 °с в течение 10 мин. 
таким же образом готовили контрольные пробы без 
мис. экстракцию днк и постановку пцр проводи-
ли согласно инструкции по применению набора реа-
гентов для выявления днк B. anthracis «амплисенс 
Bacillus anthracis-FRT».

на следующем этапе исследований тестирова-
ли эффективность селективного концентрирования 
сибиреязвенных мис при работе с пробами почвы, 
искусственно контаминированными спорами возбу-
дителя сибирской язвы. для подготовки контамини-
рованных проб в колбу помещали 100 г почвы, до-
бавляли взвесь, содержащую 1000 спор B. anthracis 
(20 мл взвеси с концентрацией 50 спор/мл), пере-
мешивали, оставляли при температуре окружаю-
щей среды на 18–24 ч. далее в колбу с контамини-
рованными пробами почвы вносили стерильную 
дистиллированную воду до конечного объема 10 мл. 
перемешивали круговыми движениями в течение 
5–10 мин, давали отстояться 5 мин, после чего над-
осадочную жидкость в объеме 10 мл переносили во 
флакон (типа фалькон), добавляли сибиреязвенные 
мис и проводили пробоподготовку, как описано 
выше. отмытые мис в объеме 100 мкл высевали 
на питательные среды, исследовали методом пцр.  
в качестве контроля использовали искусственно 
контаминированные спорами B. anthracis пробы по-
чвы без концентрирования на мис. 

все эксперименты проводили в трех повторах.

результаты и обсуждение

полученные данные свидетельствуют о се-
лективной сорбции спор B. anthracis на мис.  
при посевной дозе 100 мкл из концентрации 
100 спор/мл без мис после инкубации при 37 °с 
в течение 18–20 ч в среднем вырастало 7 колоний,  
а после обработки с мис – в среднем 48–50 колоний. 
при высеве 100 мкл из концентрации 1000 спор/мл 
без концентрирования на мис вырастало в среднем 
66 колоний, после инкубации с мис – 490 (рис. 1).

при учете посевов опытных образцов взвесей 
спор близкородственных бацилл после инкубации с 
сибиреязвенными мис выявлено, что споры боль-
шей части взятых в исследование штаммов сапрофи-
тов (21 из 30 тестируемых) не сорбировались мис. 
девять штаммов близкородственных бацилл через 
18–24 ч при 37 °с формировали рост единичных ко-
лоний на ах после инкубации с мис, что обуслов-
лено значительной генетической гомологией и анти-
генным родством B. anthracis и близкородственных 
микроорганизмов рода Bacillus.

в результате проведенных экспериментов поло-
жительные результаты пцр получены с пробами по-
сле инкубации с мис, содержащими споры сибире-
язвенного микроба в концентрации 50 спор/мл, тогда 
как при постановке пцр с контрольными образцами 
(без концентрирования на мис) днк B. anthracis 
выявлена при наличии не менее 500 спор сибиреяз-
венного микроба в 1 мл пробы (рис. 2).

в экспериментах по тестированию селективного 
концентрирования сибиреязвенных мис с пробами 
почвы, искусственно контаминированными спорами 
штаммов возбудителя сибирской язвы при посеве 
на сддс 100 мкл жидкости, полученной после про-
боподготовки контаминированных образцов почвы, 
содержащих 1000 спор в 100 г пробы, с использова-
нием мис, и инкубации при 37 °C в течение 18–20 ч 
наблюдали рост в среднем 45 фосфатазонегативных 
колоний B. anthracis и единичные колонии почвен-
ных бацилл (рис. 3).

в посевах контрольных контаминированных 
проб почвы без использования мис на сддс отме-
чен рост в среднем 6 колоний B. anthracis и обиль-
ный рост фосфатазопозитивных почвенных бацилл 
(рис. 4).

получены положительные результаты при по-
становке пцр с пробами почвы, концентрированны-
ми на мис; в контрольных образцах почвы (без ис-
пользования мис) днк B. anthracis не выявлена.

таким образом, результаты исследования пока-
зали, что пробоподготовка путем предварительного 
избирательного концентрирования спор B. anthracis 
на сибиреязвенных мис позволяет повысить чув-
ствительность методов детекции B. anthracis, в том 
числе при исследовании почвенных образцов, харак-
теризующихся высоким содержанием микроорга-
низмов, включающих близкородственные бациллы.  
в ходе лабораторных испытаний установлено, что при  
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рис. 1. результат посева взвесей спор B. anthracis сти на ах без применения мис (а) и после инкубации с мис (в)

Fig. 1. The results of seeding of B. anthracis STI spore suspensions on Hottinger’s agar without magnoimmunosorbents (MIS) (A) and after 
incubation with MIS (B)

рис. 2. результаты оценки специфической активности (чувствительности) метода пцр при детекции проб В. anthracis сти в концен-
трациях 10–1000 спор/мл без применения мис (контроль) и после инкубации с мис

Fig. 2. Results of assessment of the specific activity (sensitivity) of PCR assay when detecting B. anthracis STI in concentrations of  
10–1000 spores/ml without the use of MIS (control) and after incubation with MIS
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использовании мис чувствительность бактерио-
логического метода возрастает не менее чем в 7 раз, 
как при исследовании взвесей спор B. anthracis, так 
и образцов почвы, контаминированных спорами 
B. anthracis. при этом следует отметить, что на ча-
стицах мис может сорбироваться различное коли-
чество спор (1–10 и более) и нет прямой корреляции 
между числом выросших колоний и количеством 
спор в пробе. поэтому реальный уровень содержа-
ния спор в образце может быть на порядок выше. 

продемонстрировано, что для образцов, кон-
центрированных на мис, чувствительность мето-
да пцр повышается в 10 раз и составляет 50 спор 
B. anthracis в 1 мл пробы. результаты исследований 
позволяют сделать заключение, что использование 
мис способствует выявлению B. anthracis в пробах 
почвы с концентрацией 1000 спор в 100 г (10 спор в 
1 г) и более как при проведении бактериологическо-
го анализа, так и пцр.

способность мис к сорбции спор некоторых 
штаммов близкородственных бацилл не представ-
ляет проблему для лабораторной диагностики, по-
скольку сапрофиты исключаются из дальнейшего 
исследования по результатам комплекса идентифи-
кационных и дифференциально-диагностических 
бактериологических тестов, а использование пцр со 
специфичными для B. anthracis праймерами обеспе-
чивает 100 % специфичность анализа.

таким образом, очевидна перспективность 
практического применения данной технологии для 
повышения чувствительности лабораторного анали-
за при выявлении спор возбудителя сибирской язвы 
в объектах окружающей среды.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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