
МИКРОБИОЛОГИЯ

41

Адгезия представляет собой сложный много-
компонентный процесс, обеспечивающий колони-
зацию микроорганизмами любых плотных субстра-
тов, включая ткани человека и животных [4, 11, 14]. 
Изучению адгезивной активности микроорганизмов 
бактериальной природы в последние годы уделяется 
пристальное внимание, однако об адгезивных свой-
ствах споровых форм бактерий, в том числе возбуди-
теля сибирской язвы, имеются лишь единичные со-
общения [7]. Следовательно, изучение адгезивности 
спор B. anthracis является актуальной задачей.

На сегодняшний день для исследования адгезии 
бактерий на клетках организма хозяина предложены 
методы in vitro и in vivo [4]. Однако методы in vivo 
с использованием лабораторных животных являются 
достаточно трудоемкими, дорогостоящими и непри-
годными для изучения большого количества штам-
мов, кроме того, исключают возможность работы с 
клетками человеческого происхождения [12]. В связи 
с этим при определении адгезивности бактерий наи-
более часто применяются методы in vitro с использо-
ванием в качестве клеток-мишеней эритроцитов [1, 
5]. Считается, что гликофорин мембраны эритроци-
тов идентичен гликокаликсу эпителиальных клеток, 
на котором расположены рецепторы для адгезинов 
микроорганизмов. Данное сходство и простота по-
лучения эритроцитов в необходимых количествах 
делает их универсальной моделью для изучения ад-
гезивных свойств бактерий [12].

Для регистрации адгезии микроорганизмов к 

эритроцитам применяется световая микроскопия [8], 
реакция гемагглютинации (РГА) [13], реже – элек-
тронная микроскопия [1]. Однако все эти методы не 
лишены определенных недостатков: для одних тако-
выми являются субъективность и недостаточная ин-
формативность, для других – трудоемкость и техни-
ческие сложности.

Авторами статьи разработан метод изучения ад-
гезии бактерий на эритроцитах in vitro при помощи 
фотоколориметрии, характеризующийся простотой 
исполнения, высокой чувствительностью и информа-
тивностью [10]. В данной статье приводятся резуль-
таты оценки адгезивной активности спор вакцинных 
штаммов сибиреязвенного микроба фотоколориме-
трическим методом.

Материалы и методы

В исследованиях использовали штамм B. ant­
hra  cis № 55 ВНИИВВиМ, предоставленный ООО 
«Агровет» (Москва), а также штаммы B. anthracis 
СТИ-1 и II вакцины Ценковского, полученные в ФГУ 
«48 ЦНИИ Минобороны РФ» (Киров). Эксперименты 
проводили с суспензиями бактериальных спор, соот-
ветствующими 1,0 ед. оптической плотности (ОП) 
при длине волны проходящего света 540 нм.

Субстратом адгезии служили эритроциты чело-
века 0 (I) Rh+ группы крови, а также лабораторных 
и сельскохозяйственных животных (белой крысы, 
морской свинки, кролика, коровы, свиньи). В каче-
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стве антикоагулянтов при взятии крови применяли 
3,8 % раствор лимонно-кислого натрия (1:10) или 
гепарин (3 ЕД/1,0 мл). Эритроциты трижды отмыва-
ли десятикратным объемом 0,9 % раствора хлорида 
натрия путем центрифугирования при 1000 об./мин в 
течение 5 мин и ресуспендировали в этом же раство-
ре. Конечная концентрация эритроцитов в суспензии 
составляла 1,0·1012/л.

При проведении эксперимента в пробирках сме-
шивали по 1,0 мл суспензии эритроцитов и по 2,5 мл 
суспензии спор. В качестве контроля использовали 
пробы, содержащие: 2,5 мл суспензии спор и 1,0 мл 
0,9 % раствора хлорида натрия; 1,0 мл суспензии 
эритроцитов и 2,5 мл 0,9 % раствора хлорида натрия. 
Пробы инкубировали на вращающейся платформе при 
(37±1) °С в течение 30 мин, после чего эритроциты 
осаждали путем центрифугирования при 1000 об./мин 
в течение 1,5 мин. Затем из проб отбирали надоса-
дочную жидкость в объеме 2,0 мл и на фотоэлектро-
колориметре КФК-2 определяли величину ее ОП.

Фиксирующую активность эритроцитов в отно-
шении спор вакцинных штаммов сибиреязвенного 
микроба оценивали по формуле:

где ПА – показатель адгезии, Дк1 – ОП надоса-
дочной жидкости в 1-й контрольной пробе, Дк2 – ОП 
надосадочной жидкости во 2-й контрольной пробе, 
Доп – ОП надосадочной жидкости в опытной пробе.

В каждой серии опытов выполняли по пять не-
зависимых определений, статистическую обработку 
полученных данных проводили с помощью компью-
терной программы для обработки медицинской ин-
формации «Biostat версии 4.03».

Результаты и обсуждение

В настоящее время для специфической про-
филактики сибирской язвы в нашей стране разра-
ботаны живые вакцины на основе споровых форм 
штаммов B. anthracis № 55 ВНИИВВиМ, СТИ-1 и 
II вакцины Ценковского [6, 9]. Вакцина из штамма 
№ 55 ВНИИВВиМ применяется в ветеринарии, а из 
СТИ-1 используется для специфической профилак-
тики сибирской язвы у людей. Штамм II вакцины 
Ценковского не нашел практического применения в 
профилактике заболевания ввиду достаточно высо-
кой остаточной вирулентности. 

Известно, что эффективность живых вакцин, 
используемых для профилактики бактериальных ин-
фекций, во многом зависит от способности микроб-
ных клеток приживаться и размножаться в организме 
хозяина [3]. В свою очередь, приживление бактерий 
обусловлено их способностью к адгезии на клетках-
мишенях макроорганизма [4]. Исходя из этого, на 
первом этапе исследований оценивали связывание 
спор вакцинных штаммов сибиреязвенного микроба 
с эритроцитами человека (табл. 1).

Анализ данных табл. 1 свидетельствует о том, 
что споры вакцинных штаммов сибиреязвенного 
микроба проявляли выраженную адгезивную актив-
ность в отношении эритроцитов человека. При этом 
ПА для штамма B. anthracis II вакцины Ценковского 
был достоверно выше (Р < 0,05), чем для штаммов 
B. anthracis СТИ-1 и B. anthracis № 55 ВНИИВВиМ, 
что свидетельствовало о вариабельности адгезив-
ных свойств у вакцинных штаммов сибиреязвенно-
го микроба.

В следующей серии экспериментов нами была 
проведена сравнительная оценка адгезивной актив-
ности спор B. anthracis № 55 ВНИИВВиМ в отноше-
нии эритроцитов различных видов млекопитающих 
(табл. 2).

Как показали результаты эксперимента, 
степень прикрепления спор B. anthracis № 55  
ВНИИВВиМ к эритроцитам зависела от видовой 
принадлежности последних. Споры данного штам-
ма проявляли достаточно высокий уровень адгезии 
на эритроцитах человека, кролика, морской свинки и 
коровы (ПА в пределах 39–47 %) и очень низкий – на 
эритроцитах белой крысы и свиньи (ПА около 4 %). 
Виды млекопитающих, эритроциты которых подвер-
гались исследованию, были условно разделены нами 
на две группы (табл. 2). Для видов, относящихся 
ко 2-й группе, значения ПА были достоверно ниже 
(Р<0,05), чем для 1-й группы.

При сопоставлении результатов эксперимента с 
данными литературы по эпидемиологии сибирской 
язвы [2, 9] была установлена следующая закономер-
ность: споры B. anthracis № 55 ВНИИВВиМ облада-
ли выраженными адгезивными свойствами в отноше-

Таблица 1

Уровень адгезии спор вакцинных штаммов B. anthracis  
на эритроцитах человека 0 (I) Rh+ группы крови (М±m, n=5)

Штаммы B. anthracis ПА, % 

№ 55 ВНИИВВиМ 46,31±2,77

СТИ-1 43,29±3,52

II вакцина Ценковского 57,63±3,14*

*Различия с другими штаммами B. anthracis достоверны (Р < 0,05) 
по критерию Стьюдента.

Таблица 2

Уровень адгезии спор B. anthracis № 55 ВНИИВВиМ  
к эритроцитам ряда млекопитающих по чувствительности  

к инфицированию возбудителем сибирской язвы

Группа Вид  
млекопитающих

Количество 
обследо-
ванных

ПА, % 
(М±m)

Чувствительность
к инфицированию 

[2, 9]

1-я Человек 5 46,69±2,77 Высокая
Кролик 5 46,24±3,18 Высокая
Морская свинка 6 41,21±2,16 Высокая
Корова 5 39,18±2,24 Высокая

2-я Белая крыса 6 4,52±1,08* Низкая
Свинья 5 4,23±0,31* Низкая

*Различия с 1-й группой достоверны (Р < 0,05) по критерию 
Стьюдента.
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нии эритроцитов млекопитающих, чувствительных 
к инфицированию возбудителем (человек, корова, 
морская свинка, кролик), и очень незначительной 
адгезивной активностью в отношении эритроцитов 
животных, резистентных к инфицированию сиби-
реязвенным микробом (белая крыса, свинья). Это 
позволило предположить, что в чувствительности 
млекопитающих к инфицированию возбудителем 
сибирской язвы определенную роль играет способ-
ность эритроцитов связывать на своей поверхности 
бактериальные споры.

Таким образом, проведенные нами исследова-
ния показали, что споры штаммов B. anthracis № 55 
ВНИИВВиМ, СТИ-1 и II вакцины Ценковского облада-
ют способностью к адгезии на эритроцитах человека. 
Установлено, что степень проявления спорами сиби-
реязвенных бацилл адгезивной активности зависит 
как от штаммовых особенностей микроба, так и от ви-
довой принадлежности эритроцитов. Сопоставление 
результатов оценки адгезии с данными литературы 
по чувствительности человека и животных к зара-
жению возбудителем сибирской язвы позволило вы-
двинуть предположение о том, что способность эри-
троцитов фиксировать на своей поверхности споры 
B. anthracis, возможно, играет определенную роль в 
чувствительности того или иного вида млекопитаю-
щих к инфицированию данным микробом.

Работа выполнена в рамках программы 
Президиума РАН «Фундаментальные науки – меди-
цине» на 2011 год. Авторы выражают благодарность 
Президиуму РАН за возможность проведения дан-
ных исследований.
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