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The report is focused on investigations into specificity levels of a number 
of obtained antispore anthrax sera using various methods like ELISA, DPT or im-
munoelectron microscopy. 

Разработка средств специфического обнаружения возбудителя сибирской 
язвы в объектах окружающей среды до настоящего времени является актуальной 
проблемой. В качестве одного из компонентов разрабатываемых для этих целей 
иммунохимических методов применяют иммунные сыворотки, для получения 
которых используют животных разных видов. При этом следует учитывать, что 
иммунореактивность различных животных и состав их иммуноглобулинов нео-
динаков. Кролики, например, при иммунизации отвечают образованием преци-
питирующих антител на наибольшее число представляемых антигенов, а гипе-
риммунные сыворотки лошадей и коз, как правило, выявляют меньший спектр 
антигенов, но при этом могут обладать более высокой специфичностью [3]. В то 
же время ряд исследователей отмечает, что иммунные сыворотки кроликов дают 
меньше перекрёстных реакций, чем сыворотки лошади. 

В данное время иммунохимические реакции при индикации B. anthracis 
в объектах окружающей среды, особенно в почве, практически не применяют-
ся. В значительной степени это обусловлено отсутствием высокоспецифичных 
сывороток или иммуноглобулинов, так как споры представителей рода Bacillus 
обладают слабой иммуногенностью и наличием большого числа общих для спо-
рообразующих сапрофитов антигенных детерминант. 

Целью данной работы являлась оценка специфичности гипериммунной 
козьей сыворотки, полученной к антигенным детерминантам спор B. anthracis. 

Материалы и методы. В работе использовали споры B.anthracis (штам-
мы 55-ВНИИВВиМ, М71, �������������������������������������������������Sterne�������������������������������������������), а также споры близкородственных сапрофи-
тов - B.cereus (штаммы №96 и Дакар 1), B.subtilis (штамм 830), B.mesenthericus 
(штамм 66), B.pumillis (штамм NRS). 

Для получения гипериммунных антиспоровых сывороток коз иммуни-
зировали путем чередующихся подкожных и внутривенных инъекций споровых 
термоантигенов B.anthracis штамма 55-ВНИИВВиМ. Антигены получали путём 
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автоклавирования суспензии спор с концентрацией 109 спор/мл при 1атм в тече-
ние 30 минут.

При определении уровня антител, индуцируемых споровыми термо-
антигенами, использовали следующие методы: общий пул антител изучали в 
непрямом варианте ТФ ИФА, агглютинирующих антител - в РНГА с исполь-
зованием сибиреязвенного эритроцитарного диагностикума, изготовленного на 
основе цитоплазменного антигена, преципитирующих антител – в реакции диф-
фузионной преципитации (РДП) по Оухтерлони. 

Мечение антител  коллоидным золотом проводили по методике Л. А. 
Дыкмана [1].

Конъюгаты антител с пероксидазой хрена готовили по методу Tijssen Р. 
[4].

Результаты. Сравнительное изучение взаимодействия споровых анти-
генов исследуемых штаммов B. anthracis и штаммов близкородственных сапро-
фитов с антителами гипериммунных сывороток коз в непрямом варианте ТФ 
ИФА показало следующее. Титры антител, выявляемые в сыворотках крови при 
взаимодействии с гомологичным антигеном, были выше, чем с гетерологичны-
ми, но при этом среди споровых антигенов исследованных штаммов наблюдал-
ся высокий уровень перекрестной реактивности (Табл. №1). 

При исследовании сывороток крови  козы в РНГА с сибиреязвенным 
эритроцитарным диагностикумом титр агглютинирующих антител составил 
1:1280. 

В РДП линии преципитации с гомологичным антигеном форми-
ровались в разведениях до 1:128, а с гетерологичным антигеном – до 1:8 
(термоантиген из штамма Дакар1). Термоантигены B.cereus штамм 96 не 
формировали полос преципитации с антителами испытуемой сыворотки.                                                                                                                                       
        

Таблица 1. Перекрестная реактивность антител антиспоровой сы-
воротки крови козы  n=3

Споровый антиген
Титры антител

ТФ ИФА РДП
Шт. 55-ВНИИВВиМ 1:12800 – 1:25600 1:128
Шт. Дакар 1 1:3200 - 1:6400 1:8
Шт. 96 1:3200 – 1:6400 -

Таким образом, результаты проведенных исследований показывают, что 
гипериммунная сыворотка козы содержит антитела к спорам B. anthracis в более 
высоких титрах, чем антитела к спорам B. cereus, причём это соотношение анти-
тел относится как к агглютининам, так и к преципитинам. 

На следующем этапе работ для повышения специфической активности 
сыворотки козы и уменьшения перекрёстных реакций, было проведено удале-
ние антител к общим для спор рода Bacillus антигенным детерминантам. Для 
этого сыворотку истощали по методу, предложенному Р. Хофманом с соавтор. 
(1979) с нашими модификациями (3). 

После истощения сыворотки термоантигеном из штамма Дакар 1 титр 
антител с гомологичным антигеном составил 1:6400, а с гетерологичными - 



59Вопросы микробиологии, вирусологии, эпизоотологии, ВСЭ и биотехнологии

1:200-1:400. Титры антител в сыворотке крови, истощённой термоантигеном 
B.cereus штамм №96, составляли 1:6400 и 1:1600-1:3200 соответственно. 

Поскольку сыворотка козы, истощенная термоантигеном B.cereus штамм 
Дакар1 обладала более высокой специфичностью, она была использована для 
дальнейших исследований.

Специфическую связь антител с поверхностными антигенами сибиреяз-
венных спор изучали иммуноэлектронной микроскопией. Антитела выявляли 
с помощью белка А, меченного  коллоидным золотом.  Результаты взаимодей-
ствия специфических антител со спорами сибиреязвенного микроба и близко-
родственных сапрофитов представлены на микрофотографиях (Рис. 1).  

Взаимодействие сывороточных антител с антигенными детерминанта-
ми спор возбудителя сибиреязвенного микроба (рис 1) проявлялось в виде их 
прикрепления на значительной части споровой поверхности – большое число 
«темных точек» на поверхности споры штамма 55-ВНИИВВиМ (Рис. 1А). На 
поверхности спор B.cereus штамм  Дакар1 наблюдалось прикрепление единич-
ных антител (Рис. 1Б), а  спор B.cereus штамм №96 (Рис 1В) – прикрепление 
антител отсутствовало. 

Рис1. Иммуноэлектронная микроскопия взаимодействия противосиби-
реязвенных антиспоровых антител сыворотки козы с антигенными детерминан-
тами спор различных штаммов (негативное контрастирование, увеличение  х 
100000): А) B.anthracis 55- ВНИИВВиМ; Б)  B.cereus Дакар1; В)  B.cereus №96  

Примечание: темные точки – антитела, выявляемые белком А,  меченым 
коллоидным золотом

С целью определения возможности применения прямого варианта ТФ 
ИФА для дифференциации спор B. anthracis на основе иммуноглобулинов козы 
был приготовлен пероксидазный конъюгат. 

При оценке специфичности изготовленных иммунореагентов использо-
вали споры следующих штаммов: B.anthracis - 55-ВНИИВВиМ, М71, Sterne; 
B.cereus - №96 и Дакар 1; B.subtilis 830; B.mesentericus 66; B.pumillis NRS.  

Анализ результатов испытаний показал, что изготовленный коньюгат 
специфически взаимодействовал со спорами всех сибиреязвенных штаммов 
(55-ВНИИВВиМ, М71, Sterne) и в меньшей степени спорами B.cereus штам-
ма Дакар 1.  Взаимодействие конъюгата со спорами штамма №96 B.cereus, 830 
B.subtilis, 66  B.mesentericus,  NRS  B.pumillis отсутствовало.  
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Таким образом, на козах нами была получена гипериммунная сыворотка, 
содержащая антитела к спорам B. anthracis, специфически взаимодействующие 
с антигенными детерминантами данного патогена и не взаимодействующие с 
антигенами спор типичного представителя B. cereus. Методами непрямого и пря-
мого вариантов ТФ ИФА, РДП и иммуноэлектронной микроскопии подтвержде-
но присутствие на поверхности спор B.cereus штамма Дакар 1 некоторого числа 
антигенных детерминант, сходных с таковыми спор B. anthracis.  По-видимому, 
с наличием этих детерминант связано получение ложно-положительных резуль-
татов при проведении диагностических исследований [2]. Считаем целесоо-
бразным проведение дальнейших исследований по изучению структуры подоб-
ных детерминант и получению моноклональных антител, строго специфичных 
к антигенам спор сибиреязвенного микроба, что позволит разработать высоко-
специфические диагностические тест-системы для идентификации спор возбу-
дителя сибирской язвы, основанные на методах иммунохимии. 
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