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Цель. Создание иммуноферментной тест-системы для выявления спор Bacillus anthracis. Материалы и мето­
ды. в  работе использованы штаммы из государственной коллекции микроорганизмов филиала ФГБУ «48 ц н ж »  
Минобороны россии (г. киров) и мыши линии BALB/c. гибридизацию В-лімфоцитов и миеломных клеток SP2/0- 
Ag14 проводили по методике G. Kohler и C. Milstein в модификации De St. Fazekas и P. Scheidegger. Клетки гибри­
дом культивировал! в перитонеальной полости мышей линии BALB/с. Моноклональные антитела выделял! из 
асцитных жидкостей осаждением сульфатом аммония и очисткой ионообменной хроматографией. Исследование 
специфической ативности супернатантов гибридом, асцитных жидкостей, очищенных моноклоналиых анти­
тел проводили «сэндвич»-методом иммуноферментного анализа. Специфические компоненты создаваемых 
тест-систем подвергали сублимационному высушивании. в соответствующих защитных средах. Результаты и 
выводы. Получены гибридные клеточные линии, продуцирующие специфические моноклональные антитела к 
споровым антигенам В. anthracis, и асцитные жидкости, из которых выделены иммуноглобулины. Подобраны 
оптимальные сочетания моноклональных антител в качестве сенситина и в составе иммуноферментного конъю­
гата. Наибольшую чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении споровых антигенов сибиреяз­
венного микроба обеспечила пара сенситин-конъюгаа: 272E10G1-222F7A10. Определена оптимальная концен­
трация иммуноглобулинов для сенсибилизации планшета. разработана иммуноферментная тест-система для вы­
явления спор В. anthracis с пределом обнаружения 5,0 105 спор/мл. Показано отсутствие перекрестных реакций с 
близкородственными сапрофитами и гетерологииными микроорганизмами в концентрации 1 ,0108 м.к./мл. 
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Abstract. Objective of the study was to develop enzyme-immunoassay test-kit for the detection of Bacillus anthra- 
cis spores. Materials and methods. Microbial cultures from the State Collection of Microorganisms at the premises 
of Affiliated Branch of the «48له Central Research Institute» of the Ministiy  of Defense of the Russian Federation and 
BALB/c mice were used in the research. Hybridization of B-lymphocytes with SP2/0-Ag14 myeloma cells was performed 
according to G. Kohler and C. Milstein procedure in De St. Fazekas and P. Scheidegger modification. Hybridomas were 
cultured in the peritoneal cavity of BALB/c mice. Ascitic fluids were isolated from mice, precipitated with ammonium 
sulfate and purified by means of ion-exchange chromatography for preparation of monoclonal antibodies. Specific ac­
tivity of hybridoma’s supernatants, ascitic fluids, purified monoclonal antibodies was studied by «sandwich» ELISA. 
Specific components of test-kit were lyophilized in suitable ctyoprotective medium. Results and conclusions. We have 
obtained new hybrid cell lines producing specific monoclonal antibodies against Bacillus anthracis spore antigens and 
ascitic fluids from which immunoglobulins were isolated. Optimum combinations of monoclonal antibodies as a sensitiz­
er and a component of immunoperoxidase conjugates have been selected. Monoclonal antibodies 272E10G1-272F7A10 
provide the highest sensitivity of ELISA for the detection of anthrax microbe spore antigens. Our enzyme-immunoassay 
test allows for identification of Bacillus anthracis spores in concentrations up to 5,0-10؛ spores per milliliter. No cross 
reaction with closely related saprophytes and other heterologous microorganisms in concentrations of 1 ,0108 CFU per 
milliliter is observed.
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Сибиреязвенная инфекция остается актуальной ющими эпизоотическими вспышками, а также нали- 
проблемой. Это обусловлено периодтески возника- чием на территории Российской Федерации много-
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муноферментного анализа (ИФА). Для тестирования 
использовали 96-луночные планшеты (Nunc, Дания), 
сенсибилизированные спорами В. anthracis в кон­
центрации 3,0107 спор в 1 мл в 50 м м  карбонатно­
бикарбонатном буфере (кББ) с р н  9,6, кроме того, 
второе и третье тестирование всех позитивных куль­
тур проводили с использованием гетерологичных 
сапрофитов Bacillus cereus, Bacillus subtllis. Bacillus 
megaterium, взятых в концентрации 100 млн спор в 
1 мл. супернатанты исследуемых гибридных кле­
ток вносили в сенсибилизированные лунки план­
шетов в объеме 100 мкл. в  рабочем разведении 
применяли конъюгат кролтьих иммуноглобулинов 
с пероксидазой хрена против иммуноглобулинов 
мыши (Sigma-Aldrich, сША). в  качестве субстра­
та использовали о-фенилендиамин (Sigma-Aldrich, 
сША). О пттескую плотность измеряли на фото­
метре Multiskan (Labsistems, с ША) при длине волны 
492 нм (ОП492). пробу считали положительной, если 
ОП492 в лунке с исследуемыми пробами в два и более 
раза превышала оп492 раствора в лунке с отрица­
тельным контролем.

клонирование культур гибридных клеток про­
водили методом лимитирующих разведений из рас­
чета одна клетка на лунку. продуцирующую актив­
ность отдельных клонов определяли методом иФА 
(«сэндвт»-вариант), начиная с 10-х суток дважды с 
интервалом в три дня.

для получения асцитных жидкостей мышам 
гистосовместимой линии интраперитонеально вво­
дили клонированные гибридные клетки в дозе 2 млн 
клеток на животное. для поддержания роста гибридом 
за 10 дней до инокуляции культур гибридных клеток 
мышам-реципиентам внутрибрюшинно вводили по 
0,3 мл минерального масла пристана (Sigma-Aldrich, 
сША). извлечение асцитной жидкости, содержащей 
МКАТ, проводили на 15-20 сут. Иммуноглобулины 
из асцитных жидкостей выделяли путем осаждения 
40 % раствором сульфата аммония с последующей 
очисткой методом ионообменной хроматографии [2].

синтез конъюгатов МКАТ с пероксидазой хре­
на (Sigma-Aldrich, сША) осуществляли методом 
перйодатного окисления [12]. Рабочее разведение 
конъюгатов определяли методом «шахматного ти­
трования» [2]. субкласс иммуноглобулинов уста­
навливали методом иммунохроматографического 
анализа с использованием набора для изотипирова- 
ния IsoQuick (Sigma-Aldrich, сША), а концентрацию 
белка в очищенных препаратах иммуноглобулинов -  
по методу Лоури [11].

с  целью выбора препаратов МКАТ, обеспечива­
ющих наибольшую чувствительность иммунофер­
ментного анализа при выявлении споровых антиге­
нов В. anthracis, в качестве сенситина и основы для 
приготовления иммунопероксидазного конъюгата 
опробованы различные комбинации специфических 
иммуноглобулинов, продуцируемых полученными 
гибридными клонами. Для этого планшет сенсиби­
лизировали очищенными МКАТ к споровым анти­

численных захоронений павших от сибирской язвы 
животных. Крупнейшая за последнее время вспыш­
ка зарегистрирована в Ямало-Ненецком автономном 
округе в 2016 г., в ходе которой диагностировано 
36 случаев заболевания людей, в том числе один с 
летальным исходом. наибольшую опасность пред­
ставляют споры сибирской язвы, которые способны 
неопределенно долго пребывать в почве, служащей 
резервуаром инфекции. Заражение происходит пре­
имущественно в результате контакта с больными 
животными, их трупами или продуктами животно­
водства [1, 6].

в  связи с высокой актуальностью вопросов 
специфической индикации сибиреязвенных бацилл 
в россии и в мире в целом активно ведутся рабо­
ты по совершенствованию существующих, а так­
же разработке новых средств и методов выявления
В. anthracis [4, 7, 13]. Широкое применение находят 
иммуноферментные наборы реагентов, используе­
мые в настоящее время в лабораторной практике и 
доказавшие свою надежность и эффективность. для 
создания современных средств иммунодиагности­
ки часто используются моноклональные антитела 
(МКАТ), применение которых значительно повыша­
ет чувствительность, специфичность и воспроизво­
димость результатов анализа.

в  рамках настоящей работы проведен комплекс 
исследований по получению специфически МКАТ 
к споровым антигенам В. anthracis, созданию на их 
основе иммуноферментной тест-системы для вы­
явления возбудителя сибирской язвы, а также ее 
лабораторно-экспериментальному изучению.

М атериалы и методы

при получении гибридом-продуцентов моно­
клональных антител к споровым антигенам сибире­
язвенного микроба проводили иммунизацию мышей 
линии BALB/c путем подкожного введения живот­
ным сорбированной на геле гидроокиси алюминия 
смеси спор В. anthracis штаммов сТИ-1, Ихтиман, 
Sterne-34F2, ГИЭВ-111, трехкратно в возрастающих 
дозах (2,0108; 4,0108; 8,0108 спор на животное) с 
интервалом 21 день. заключительную иммуниза­
цию осуществляли внутрибрюшинным введени­
ем 800 млн спор вышеуказанной смеси штаммов 
В. anthracis в 0,9 % растворе натрия хлорида через 
20 дней после окончания циклической схемы имму­
низации.

Гибридизацию в-лимфоцитов мышей линии 
BALB/c и клеток миеломы SP2/0-Ag14 проводили 
на четвертые сутки после заключительной имму­
низации по методике G. Kohler и C. Milstein [10] в 
модификации De St. Fazekas и P. Scheidegger [9] с 
использованием 50 % раствора полиэтиленгликоля с 
молекулярной массой 1450 (Sigma-Aldrich, сША).

скрининг первтны х гибридных культур прово­
дили трижды, начиная с 10-х суток после гибридиза­
ции, с интервалом три дня в «сэндвич»-варианте им­
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Legionella pneumophila 3 ا١ , Yersinia enterocolitica 3 ا١ , 
Yersinia pestis (1), Yersinia pseudotuberculosis (3), 
Vibrio cholerae (1) в концентрации 1,0-108 м.к./мл.

Концентрацию спор В. anthracis определяли 
подсчетом в камере горяева [3, 5].

приготовление микробных взвесей с заданной 
концентрацией проводили визуально с помощью от­
раслевых стандартных образцов мутности ( о с о  42­
28-85, россия).

работы с лабораторными животными проводи­
лись в соответствии с международными этическими 
нормами, законодательством российской Федерации 
и нормативными документами учреждения.

Результаты и обсуждение 

в  ходе исследований проведено два экспери­
мента по гибридизации клеток мышиной миеломы и 
в-лимфоцитов иммунизированных мышей гистосов­
местимой линии. в  результате тестирования гибрид­
ных культур выявлено 149 первично-позитивных 
гибридных линий клеток, продуцирующих антитела 
к споровым антигенам возбудителя сибирской язвы. 
Из дальнейшей работы исключено 136 клеточных 
культур (91,3 %), дающ ж перекрестную реакцию с 
гетерологичными сапрофитами. и з  оставшихся кло­
нировали три первичные культуры с лучшими росто­
выми и секреторными свойствами. характеристики 
МКАТ, полученных в результате культивирования 
клонов гибридных клеточных линий in vitro и in vivo, 
представлены в табл. 1.

полученные МКАТ характеризовались титрами 
антител в ИФА в культуральной и асцитной жидко­
стях на уровне 1:1280-1:2560 и 1:320000-1:1280000 
соответственно. специфическая активность в пре­
паратах иммуноглобулинов находилась на уровне 
титров антител в ИФА 1:640000 и выше, а концен­
трация белка -  на уровне 8,6 мг/мл и более.

результаты исследований по экспериментально­
му выбору моноклональных антител для сенсибили­
зации планшетов и использования в составе иммуно- 
пероксидазных конъюгатов представлены в табл. 2.

представленные результаты свидетельствуют 
о том, что различные сочетания м к А т  гибридных 
клеточных линий 272E10G1, 272F7A10, 278H4A7, 
используемые для сенсибилизации планшетов и в 
составе иммунопероксидазного конъюгата, позволя-

генам сибиреязвенного микроба в концентрации
20.0 мкг/мл в 50 мМ КББ с рН 9,6. После отмывки 
в лунки планшета вносили микробные культуры 
В. anthracis в концентрации от 8,0106 спор в 1 мл и 
проводили двукратное разведение до концентрации 
6,25 104 спор/мл. На следующем этапе, после от­
мывки, вносили приготовленные иммуноперокси- 
дазные конъюгаты в рабочем разведении. реакцию 
учитывали определением оптической плотности 
при длине волны 492 нм через 20 мин после вне­
сения субстратно-индикаторной смеси. результат 
считали положительным, если ОП492 в лунках с 
исследуемыми пробами превышала величину 0,3. 
при этом фоновые значения иммунопероксидазных 
конъюгатов не должны превышать величину ОП492 
равную 0,15.

Для определения оптимальной концентрации 
иммуноглобулинов для сенсибилизации в лунки 
планшета вносили раствор МКАТ в 50 мМ КББ в 
концентрации от 20,0 мкг/мл до 0,625 мкг/мл с ша­
гом два. Планшет инкубировали в течение 60 мин 
при температуре 37 °с.

для приготовления готовых форм иммунофер­
ментных тест-систем специфические компонен­
ты переводили в защитную среду высушивания до 
концентрации, в 11 раз превышающей рабочее раз­
ведение, фасовали в ампулы и лиофилизировали. 
для иммуноферментного конъюгата использовали 
среду высушивания, состоящую из 10 % сахарозы,
5.0 мг/мл нормальных мышиных иммуноглобулинов 
в 0,5 м  ТРИС-НС1 с рН 7,4. в  качестве защитной 
среды высушивания для иммуноглобулинов при­
меняли 5 % раствор сахарозы в 0,5 м  КББ с рН 9,6. 
Лиофилизацию проводили на установке для су­
блимационного высушивания «АЛСУ» (ООО ОКБ 
«Фармбиомаш», Россия).

Оценку минимальной выявляемой концентра­
ции (чувствительности) проводили с использовани­
ем микробных культур B. anthracis штаммов СТИ-1, 
55-вНИИввиМ, Ихтиман, Steme-34F2, ГИЭВ-111 
и 4-7. Для оценки специфичности тест-систем в 
отношении гетерологичных микроорганизмов ис­
пользовали культуры: Вacillus cereus (2 штамма), 
ВасШш subtilis (2 ا١١ , Вс і і і  (2 ا١١ , Burk-
ĥ old̂ ^؛١ î̂ a tr^all̂؛ i (3 ا١١ , pseudomallei (3 ا١١ ,
Brucella abortus (4١١, Brucella melitensis Brucella
snis (2 ا١١ , coli 1 ا١١ , F ١̂ ĉ r̂ ĉ î s؛؛lla ularensis

Таблица! /  Tcblel

Характеристики моноклональных антител к споровым антотенам В. anthracis 

Characteristics o f  monoclonal antibodies to spore antigens o f В. anthracis

Наименование МКАТ
Т и ^  антител в ИФА 

в культуральной 
жидкости

Т и ^  антител в ИФА 
в асцитной жидкости

Субкласс
иммуноглобулинов

Т и ^  антител в ИФА 
в препаратах 

иммуноглобулинов

Концентрация белка 
в препаратах иммуно­

глобулинов, мг/мл

272E10G1 1:2560 1:1280000
٥ ٠

1:3200000 17,0

272F7A10 1:1280 1:320000
٥ ٠

1:640000 8,6

278H4A7 1:2560 1:640000
٥

1:3200000 15,3

П р и м еч а н и е: в таблице представлены медианы ти^ ов антител (n=5)
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Данные по р а з и т ь ™  с о ч е т а н и е  моноклональных антител при выявлении В. anthracis ш тамма СТИ-1, 
п ол у іе™ »іе  в р е з у .т а т е  проведения ! .м о ф е р м е н т н о г о  анализа 

The data on various combinations o f monoclonal antibodies in case o f  B. anthracis S T I l  indication based on enzyme immunoassay

Наименование мКАТ, 
используемых для сенсибилизации

минимальная выявляемая концентрация микробной культуры В. anthracis штамма СТИ-1, с использованием 
иммунопероксидазного конъюгата на основе мКАТ гибридной клеточной линии ..., 105 спор в 1 мл

планшетов 272E10G1 272F7A10 278H4A7

272E10G1 10,0 1,25 2,5

272F7A10 5,0 10,0 2,5

278H4A7 10,0 10,0 20,0

п р и м е ч а н и я : результаты анализа являются полуколичествентіми; в таблице представлены медианы минимальтіх выявляемых концентра­
ций (n=5).

технологтеской линии был осуществлен выпуск 
трех лабораторных серий тест-системы для вы­
явления В. anthracis и проведено ее лабораторно­
экспериментальное изучение. При оценке чувстви­
тельности и специфичности образцов тест-системы 
разлтны х серий установлено, что она обеспечива­
ет выявление различных штаммов сибиреязвенного 
микроба в концентрации 1,25-10و спор в 1 мл и бо­
лее, при этом не дает ложноположительных резуль­
татов при изучении культур гетерологичных микро­
организмов в концентрации 1,0108 м.к./мл.

Таким образом, в результате проведенных ис­
следований, реализован комплекс мероприятий по 
получению моноклональных антител к споровым 
антигенам возбудителя сибирской язвы. Разработана 
иммуноферментная тест-система для выявления 
спор В. anthracis, которая по своим индикационным 
характеристикам не уступает отечественным и зару­
бежным аналогам на основе моноклональных анти­
тел [5, 8].

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

ют методом ИФА выявлять споровые антигены вак­
цинного штамма СТИ-1 сибиреязвенного микроба 
в концентрации 1,25 105 спор в 1 мл и более. Пары 
«сенситин-конъюгат», обеспечивающие в ИФА наи­
больший порог чувствительности, изучены с рас­
ширенной панелью штаммов возбудителя сибирской 
язвы. Результаты проведенных исследований пред­
ставлены в табл. 3.

в  результате проведенных исследований уста­
новлено, что наибольшую чувствительность ИФА 
при выявлении различных штаммов В. anthracis 
обеспечивает пара сенситин-конъюгат: 272E10G1- 
272F7A10. Продуцируемые этими гибридомами ан­
титела использованы в качестве специфических ком­
понентов при конструировании иммуноферментной 
тест-системы.

в  результате определения влияния сенсибили­
зирующей дозы МКАТ на чувствительность и вос­
производимость ИФА установлено, что оптимальная 
концентрация иммуноглобулинов для сенсибилиза­
ции планшета в течение одного часа при температу­
ре 37 °С составляет 5,0 мкг/мл.

На специально оборудованной аппарат^рно-

Tĉ ؛̂ j î î^aS /  ТаЫеЗ

Ч увстви тели ость  ™ м ^ оф ер м ен тн ого  анализа при выявлении споровых антотенов возбудителя сибирской язвы  

Sensitivity o f  enzyme-linked immunoassay in case o f B. anthracis spore antigens detection

Наименование мКАТ, 
используемых

для сенсибилизации планшетов

Наименование мКАТ  
в составе иммунопероксидазного 

конъюгата

минимальная выявляемая концентрация микробной культуры 
В. anthracis штамма ..., ٠105 спор в 1 мл

55-ВНИИВВим Ихтиман Steme-34F2 г и э в -111 4 -7

272E10G1
272F7A10 1,25 1,25 2,5 1,25 5,0

278Н4А7 2,5 2,5 2,5 2,5 5,0

272F7A10 278Н4А7 1,25 1,25 5,0 2,5 10,0

П р и м еч а н и я : результаты анализа являются полуколичественными; в таблице представлены м едиаті минимальных выявляемых концентра­
ций (n=5).
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