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SUMMARY
Anthrax is a highly dangerous disease of animals and humans caused by the spore-forming bacterium Bacillus anthracis. Currently, the disease is widespread 
in many countries of the world. Many regions of the Russian Federation are anthrax-endemic. A large number of anthrax treatment, diagnosis and prevention 
tools are developed using hyperimmune serum. Currently known commercial hyperimmune sera are produced by 2-month long immunization of horses, which 
is a long and expensive process. This suggests the need to develop faster and cheaper ways to produce anti-anthrax hyperimmune sera; such possible ways 
became the objective of this study. A live culture of Bacillus anthracis 55-VNIIVViM vaccine strain, used to produce live vaccines against animal anthrax, was used 
in the experiments. Rabbits were used as animal models. Based on the findings the method of rabbit immunization was selected. The optimal method included 
intravenous injection of the antigen in increasing amounts according to the following scheme: injection I – 0.5 cm3; injection II – 1 cm3; injection III – 2 cm3 at a dose 
of 100 million mc/animal in 1 cm3, with 4-day interval between injections. This scheme made it possible to produce the serum with a high antibody titer equal 
to 14 log2. For long-term storage of the serum produced, the freeze-drying modes were optimized, giving 2% residual moisture content of the finished product. 
The analysis of the freeze-dried serum storage terms showed that the initial activity and physico-chemical properties of the product are maintained for 30 months.
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РЕЗЮМЕ
Сибирская язва – особо опасная инфекционная болезнь животных и человека, вызываемая спорообразующей бактерией Bacillus anthracis. В настоящее 
время данное заболевание широко распространено во многих странах мира. Некоторые регионы Российской Федерации являются эндемичными по 
сибирской язве. Большое число средств терапии, диагностики и профилактики сибиреязвенной инфекции разрабатываются на основе гипериммунных 
сывороток крови. Известные в настоящее время коммерческие сыворотки крови получают путем гипериммунизации лошадей, длящейся в течение 2 мес. 
и представляющей длительный и дорогостоящий процесс. Данный факт свидетельствует о необходимости разработки более быстрых и дешевых 
способов получения гипериммунных противосибиреязвенных сывороток крови, что и явилось целью работы. В опыте использовали живую культуру 
вакцинного штамма 55-ВНИИВВиМ Bacillus anthracis, который применяется в России для создания живых лекарственных препаратов против сибирской 
язвы животных. В качестве модели для получения сывороток крови были выбраны кролики. В результате проведенной работы подобран способ 
гипериммунизации кроликов, включающий внутривенное введение антигена в нарастающем объеме по схеме: I инъекция – 0,5 см3; II инъекция – 1 см3; 
III инъекция – 2 см3 в дозе 100 млн м. к./гол. в 1 см3 с интервалом между введениями 4 сут. Указанная схема дала возможность получить сыворотку 
крови с высоким титром антител, равным 14 log2. Для долгосрочного хранения полученной сыворотки отработан режим ее лиофилизации, позволивший 
достичь остаточной влажности готового препарата в 2%. При изучении длительности хранения лиофилизированной сыворотки было установлено, что 
исходная активность и физико-химические свойства препарата сохраняются в течение 30 мес.
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Питательные среды. Для культивирования B.  an-
thracis использовали мясо-пептонный агар  (МПА) 
и мясо-пептонный бульон (МПБ), 5%-й кровяной агар, 
12%-й желатин, обезжиренное молоко и бульон Хот-
тингера производства ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ» (Россия).

Лабораторные животные. С  целью получения 
гипериммунной сибиреязвенной сыворотки были 
отобраны кролики породы шиншилла, прошедшие 
30-дневный карантин, весом 2,5–3,0 кг. Всего использо-
вали 15 животных, из которых сформировали 3 группы 
по 5 гол. в каждой.

При проведении экспериментов на животных были 
соблюдены требования Директивы 2010/63/EU Евро-
пейского парламента и Совета Европейского союза от 
22.09.2010 по охране животных, используемых в науч-
ных целях.

Реактивы и  тест-системы. Для  смыва культуры 
с поверхности агара, а также в качестве разбавителя 
при выполнении РНГА применяли 0,9%-й раствор на-
трия хлорида (ООО «Гротекс», Россия).

При постановке РНГА использовали сибиреяз-
венный антигенный эритроцитарный диагностикум 
(ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ», Россия).

Методы. Биологические свойства штамма изучали 
согласно МУК 4.2.2413-08 «Лабораторная диагностика 
и обнаружение возбудителя сибирской язвы»1.

Суспензию для иммунизации лабораторных живот-
ных концентрацией 100 и 500 млн м. к. в 1 см3, в зави-
симости от схемы, готовили из штамма, выращенного 
на МПА при температуре 37 °С в течение 2 сут.

Контроль титра нарастания антител проводили 
каждые 3 сут перед следующим введением антигена 
в РНГА, которую ставили согласно инструкции к исполь-
зуемому диагностикуму в U-образных серологических 
макропанелях (ООО «МиниМед», Россия). Во все лунки 
макропанели многоканальной пипеткой вносили по 
0,2 см3 0,9%-го раствора натрия хлорида. В первые лун-
ки рядов вносили полученную и контрольную (негатив-
ную) сыворотки крови в объеме 0,2 см3, последователь-
ными переносами получали двукратные разведения. 
После приготовления соответствующих разведений 
сывороток во все лунки вносили 0,05 см3 (50 мкл) су-
спензии сибиреязвенного антигенного эритроцитар-
ного диагностикума. Панели осторожно шуттелирова-
ли для смешивания компонентов реакции и оставляли 
при температуре от 10 до 20 °С на 1,5–2,0 ч. После экс-
позиции производили учет реакции.

Взятие крови у животных-продуцентов проводили 
тотально из сердца. Кровь собирали в стерильные сте-

1 МУК 4.2.2413-08 Лабораторная диагностика и обнаружение воз-
будителя сибирской язвы: методические указания. М.: Федеральный 
центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2009. 69 с. Режим 
доступа: https://files.stroyinf.ru/Data2/1/4293752/4293752010.pdf.

ВВЕДЕНИЕ
Сибирская язва – смертельно опасное инфекци-

онное заболевание, вызываемое спорообразующей 
бактерией Bacillus anthracis [1, 2]. На сегодняшний день 
вспышки данной инфекции продолжают регистриро-
вать как среди животных, так и среди людей во мно-
гих странах мира [3–5]. Кроме того, существует посто-
янный риск заноса заболевания с территории других 
государств  [6]. По  данным Всемирной организации 
здравоохранения животных, в 2019 г. сибирскую язву 
регистрировали в 46  странах мира, в  2020  г.  – в  23, 
в 2021 г. – в 22, в 2022 г. – в 16 [7]. Многие регионы Рос-
сийской Федерации являются эндемичными по сибир-
ской язве [8, 9]. В основном заболевание носит спора-
дический характер, вовлекая в инфекционный процесс 
небольшое число животных. Однако произошедшая 
на Ямале вспышка сибирской язвы демонстрирует риск 
осложнения ситуации [10, 11]. Данный факт увеличива-
ет актуальность разработки и получения средств диа-
гностики, профилактики и терапии этой особо опасной 
инфекции. 

В процессе разработки тест-системы «Набор опре-
деления титра антител в сыворотках крови животных, 
вакцинированных против сибирской язвы в реакции 
непрямой гемагглютинации (РНГА)» [12] необходимо 
проводить ее стандартизацию, в том числе определять 
активность антигена. Кроме того, при определении 
уровня антител у вакцинированных животных требу-
ется постановка контрольной реакции с заведомо по-
зитивной сывороткой крови. Впоследствии данная сы-
воротка должна будет входить в состав разработанного 
диагностического набора. 

Известные в настоящее время коммерческие гипер
иммунные сыворотки крови получают путем длитель-
ной (в течение 2 мес.) гипериммунизации лошадей [13]. 
Данный факт свидетельствует о необходимости поиска 
более быстрых и дешевых способов получения гипер
иммунных противосибиреязвенных сывороток крови. 
Новизна настоящей работы заключается в том, что 
предложена схема гипериммунизации кроликов, по-
зволяющая получать в короткий срок высокоактивную 
противосибиреязвенную гипериммунную сыворотку 
крови. 

Исходя из этого, была поставлена цель разработать 
способ получения гипериммунной сибиреязвенной 
сыворотки крови, которая будет служить в качестве 
контроля при постановке серологической реакции 
для определения уровня антител у вакцинированных 
против сибирской язвы животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штамм. В качестве иммунизирующего антигена 

использовали вакцинный штамм 55-ВНИИВВиМ B. an-
thracis (pX01+/pX02–). 
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Следующим этапом работы было изыскание оп-
тимальной схемы иммунизации лабораторных жи-
вотных для получения активной гипериммунной си-
биреязвенной сыворотки. Подготовленный антиген 
вводили тремя способами: 1) в нарастающем объеме 
внутривенно: I инъекция – 0,5 см3; II инъекция – 1,0 см3; 
III инъекция – 2,0 см3 в дозе 100 млн м. к./гол. в 1 см3 
с интервалом между введениями 4 сут; 2) внутривенно 

клянные цилиндры, стенки которых смачивали 0,9%-м 
раствором натрия хлорида, помещали в термостат для 
свертывания на 45–60 мин, после чего сгусток отделяли 
от стенок цилиндра круговыми движениями стеклян-
ной стерильной палочкой и  ставили в холодильник 
при температуре 4 °С на 24 ч. Отделившуюся сыворотку 
крови декантировали со сгустка стерильной пипеткой 
после проверки активности.

Лиофилизацию сывороток крови проводили на уста-
новке LZ-9.2 (Frigera, Чехия).

Полученную сыворотку оценивали по следующим 
показателям: внешний вид, цвет, наличие или отсут-
ствие примесей, растворимость, активность в процессе 
длительного хранения, массовая доля влаги в лиофи-
лизированном препарате. 

Внешний вид, цвет, наличие или отсутствие приме-
сей регистрировали визуально. 

Для определения растворимости во флаконы с сы-
вороткой вносили 1 см3 0,9%-го раствора натрия хло-
рида. После этого флаконы встряхивали и наблюдали 
за растворением сухой массы.

Активность полученной сыворотки крови в процес-
се длительного хранения в лиофилизированном виде 
при температуре 4 °С определяли через 3, 6, 9, 12, 15, 
18, 24, 30, 36 и 42 мес. в РНГА с эритроцитарным анти-
генным сибиреязвенным диагностикумом. Значения 
активности сыворотки учитывали в log2.

Определение массовой доли влаги лиофили-
зированной сыворотки осуществляли согласно 
ГОСТ 24061-20122.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с использованием U-критерия Манна – Уитни. 
Результаты исследований представлены в виде М ± SD , 
где М  – среднее значение, SD  – стандартное откло-
нение. Статистически значимыми считали различия 
при p < 0,01 (после пересчета на число сравнений) [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Первым этапом работы было изучение основных био-

логических свойств штамма 55-ВНИИВВиМ B. anthracis.
После посева штамма на МПА и МПБ и культивиро-

вания в течение 24 ч определяли культуральные, мор-
фологические, тинкториальные свойства, регистриро-
вали наличие или отсутствие подвижности. 

На МПА наблюдали плоские матово-серые шерохо-
ватые (R-форма) колонии (рис. 1А) с затемненным цен-
тром и бахромчатой периферией с локонообразными 
отростками (рис. 1B).

Через 24 ч после посева в МПБ среда осталась про-
зрачной, на дне образовался рыхлый осадок в виде 
комочка ваты (рис. 1С). При встряхивании пробирки 
бульон не мутнел, осадок с трудом разбивался на мел-
кие хлопья.

Из бульонной культуры делали мазки, окрашивали 
по Граму и микроскопировали. В мазках обнаруживали 
типичные цепочки, состоящие из сибиреязвенных па-
лочек, окрашенных грамположительно (рис. 1D). 

При проведении исследования установили, что 
штамм 55-ВНИИВВиМ обладает типичными для своего 
вида биологическими свойствами (табл. 1).

2 ГОСТ 24061-2012 Средства лекарственные биологические лио-
филизированные для ветеринарного применения. Метод опреде-
ления массовой доли влаги. Режим доступа: https://docs.cntd.ru/
document/1200103299.
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Рис. 1. Морфологические признаки штамма 55-ВНИИВВиМ 
B. anthracis: А – форма колоний в R-форме на МПА; 
В – локонообразные отростки колоний B. anthracis (8 × 40); 
С – характерные признаки роста B. anthracis в МПБ в виде комочка 
ваты; D – морфология клеток B. anthracis, окрашенных по Граму

Fig. 1. B. anthracis 55-VNIIVViM morphology:  
A – R-shaped colonies on MPA; B – B. anthracis ‘curly hair’ colonies (8 × 40); 
С – B. anthracis typical ‘cotton wool’-like growth in MPB;  
D – morphology of Gram-stained B. anthracis cells 

Таблица 1 
Характеристика основных биологических свойств штамма 
55-ВНИИВВиМ B. anthracis
Table 1
Major biological properties of B. anthracis 55-VNIIVViM strain

№ 
п/п Показатель (свойство)

Значение показателя 
штамма 55-ВНИИВВиМ 

B. anthracis

Значение показателя 
по определителю 

Берджи

1 Подвижность – –

2 Гемолитические свойства – –

3
Протеолитические свойства:

12%-й желатин
обезжиренное молоко

+
+

+
+

4 Капсулообразование – –

5 Чувствительность 
к пенициллину + +

6 Спорообразование + +

«+» – наличие свойства (positive result); «–» – отсутствие свойства (negative result).

A

C

B

D
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однократно в дозе 500 млн м. к./гол. в 1 см3; 3) внутри-
кожно двукратно в дозе 100 млн м. к./гол. в 1 см3 вдоль 
позвоночного столба в пять точек с каждой стороны 
с интервалом между введениями 5 сут. 

В  процессе иммунизации кроликов каждые 3  сут 
проводили контроль динамики нарастания титра ан-
тител путем взятия крови и постановки РНГА. Приме-
нение вакцинного штамма 55-ВНИИВВиМ возбудителя 
сибирской язвы в качестве антигена позволило полу-
чить активную иммунную сибиреязвенную сыворотку. 
Результаты определения активности гипериммунной 
сыворотки крови кроликов при трех схемах гиперим-
мунизации представлены на рисунке 2.

В  течение всего периода гипериммунизации ла-
бораторных животных наблюдали нарастание титра 
антител. Наибольший уровень специфических антител 
в сыворотках крови кроликов наблюдали при иммуни-
зации, выполненной по первой схеме: после введения 
антигена к 18-м сут титр достигал значения 14 log2, что 
равнозначно разведению сыворотки 1:16384 (рис. 3). 
Поэтому данную схему в дальнейшем использовали 
при разработках диагностических препаратов. 

Сыворотки крови, используемые в качестве компо-
нентов диагностических тест-систем, лучше сохраняют 
активность и легче транспортируются в лиофилизиро-
ванном состоянии [15]. С этой целью были проведены 
исследования по подбору режима лиофилизации. Для 
этого лиофильную сушку сывороток крови осуществля-
ли при двух различных режимах (табл. 2).

В результате сравнения двух режимов сублимацион-
ной сушки было установлено, что режим № 1 позволяет 
лиофилизировать сыворотку в однородную консистен-
цию белого цвета с кремовым оттенком (рис. 4А). В то 
время как режим № 2, в котором процесс сублимации 
занимал более длительное время, приводил к излиш-
ней сухости полученного препарата (рис. 4B).

После лиофилизации был проведен контроль ка-
чества полученной сыворотки, физико-химические 
и биологические показатели которой представлены 
в таблице 3.

При проверке стабильности полученной лиофили-
зированной сыворотки крови в процессе длительно-
го хранения при температуре 4 °С было установлено, 
что первоначальный титр сохраняется в течение не 
менее 30 мес. с последующим снижением активности 
до 10 log2 через 36 мес. после лиофилизации (рис. 5). 
Следовательно, сублимационная сушка гипериммун-
ной сыворотки крови кроликов позволяет сохранять 
высокую активность препарата в течение длительного 
времени.

ОБС У ЖДЕНИЕ
При проведении работ была получена сыворотка 

крови кроликов против сибирской язвы с высоким 
титром антител. Поиск способа изготовления данного 
лиофилизированного препарата связан с необходи-
мостью применения его в качестве контроля разра-
ботанного сибиреязвенного диагностикума. Многими 
группами исследователей продемонстрирована эф-
фективность использования мышей, морских свинок, 
коз и лошадей для получения противосибиреязвенных 
сывороток [16–21]. В нашем эксперименте в качестве 
модели служили кролики. Это позволило получить 
больший объем сыворотки по сравнению с мышами 
или морскими свинками (количество сыворотки от 
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Рис. 2. Динамика нарастания титра специфических антител 
в сыворотках крови гипериммунизированных кроликов 
(* статистически значимое различие, p < 0,01)

Fig. 2. Specific antibody titre dynamics in sera of hyperimmunized rabbits 
(* statistically significant difference, p < 0.01)

Рис. 3. Активность полученной гипериммунной сыворотки крови 
кроликов в РНГА с эритроцитарным сибиреязвенным антигеном: 
А – реакция с полученной гипериммунной сывороткой крови 
(титр антител 14 log2 ); В – реакция с нормальной сывороткой 
крови (сыворотка крови неиммунизированного животного);  
С – реакция с физиологическим раствором

Fig. 3. Activity of produced hyperimmune rabbit sera  
tested by HA test using RBC anthrax antigen:  
A – reaction to produced hyperimmune serum (antibody titre 14 log2 );  
B – reaction to normal serum (serum of non-immunized animal);  
C – reaction to saline solution

Таблица 2 
Параметры различных режимов лиофилизации сыворотки крови
Table 2
Different modes of serum freeze-drying

Дни
Режим № 1 Режим № 2

время этап время этап

1-й

11:30 1. Включение аппарата 8:00 1. Включение аппарата

12:00
2. Загрузка сывороток 
в лиофильную сушку 
при –35 °С

8:30
2. Загрузка сывороток 
в лиофильную сушку 
при –35 °С

16:00 3. Отключение охлаждения 
при –37 °С 16:00 3. Отключение охлаждения 

при –36 °С

2-й

8:00 1. Включение нагрева
(t в камере +10 °С) 8:00 1. Включение нагрева

(t в камере +10 °С)

11:00 2. Отключение аппарата 
(t в камере +35 °С) 11:00 2. Отключение аппарата 

(t в камере +35 °С)
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вым мурамилдипептидным адъювантом в дозе 100 мкг 
конъюгата. Введение антигена проводили на 1, 14, 28 
и 56-й день. В результате авторам удалось получить 
сыворотку крови с  титром анти-PA антител, равным 
1:16000 [16]. Таким образом, использованная нами схе-
ма позволила в более короткий срок получить высокий 
уровень антител. 

Одним из лучших способов консервации и хране-
ния сывороток крови признается лиофилизация [15]. 
Поэтому для сохранения полученной сыворотки были 
испытаны два режима сублимационной сушки. Уста-
новили, что режим  №  1 позволил лиофилизировать 
сыворотку в однородную консистенцию белого цвета 
с кремовым оттенком, в то время как режим № 2 привел 
к излишней сухости полученного препарата. В процес-
се сублимационного высушивания сыворотки крови 
какие-либо защитные среды не применялись. В работе 
R. Brogna et al. также продемонстрировано, что лиофи-
лизация сыворотки с протектором и без него не влияют 
на сохранность иммуноглобулинов [28]. Титр антител 
в лиофилизированной сыворотке крови сохранялся 
на исходном уровне в течение 30 мес.

Разработанный способ получения сыворотки крови 
гипериммунизированных против сибирской язвы кро-
ликов обладает рядом преимуществ (низкая стоимость, 

одной мыши колеблется в пределах 0,5 мл). Тогда как 
более крупные животные, например козы и лошади, 
требуют больших затрат на инфраструктуру для их со-
держания. 

Получение моно- и  поликлональных глобулинов 
и  сывороток крови к  антигенам B.  anthracis широко 
представлено в научной литературе [22–26]. Однако 
получение поликлональных сывороток к  антигенам 
живых клеток возбудителя сибирской язвы освещает-
ся не так широко. В работе M. Caldwell et al. описано 
получение сыворотки крови лошадей при гиперимму-
низации штаммом Sterne (pX01+/pX02–) B. anthracis [21]. 
В ходе нашего эксперимента сыворотку также получали 
на живые бактериальные клетки штамма 55-ВНИИВВиМ 
(pX01+/pX02–) B. anthracis, так как она должна приме-
няться в первую очередь в качестве положительного 
контроля диагностикума и воспроизводить свойства 
сывороток иммунизированных животных. Использо-
вание живых клеток бактерии штамма 55-ВНИИВВиМ 
в нашем случае оправданно, поскольку на его осно-
ве создаются вакцины против сибирской язвы в Рос-
сии [10]. В недавнем исследовании было показано, что 
живые вакцины против сибирской язвы обеспечивают 
формирование напряженного и длительного иммуни-
тета к основным антигенам возбудителя [27]. 

При иммунизации кроликов клетками штамма 
55-ВНИИВВиМ (pX01+/pX02–) B. anthracis в опыте были 
испытаны три схемы гипериммунизации. Лучший син-
тез антител происходил при внутривенном последо-
вательном введении антигена через каждые 4  дня: 
при первом введении – 0,5 см3, при втором – 1,0 см3, 
при третьем – 2,0 см3 с концентрацией 100 млн спор 
в 1 см3. В результате проведенной гипериммунизации 
была получена сыворотка крови с  уровнем антител, 
равным 14 log2, что соответствует титру 1:16384. В ана-
логичных исследованиях M. Caldwell et al. 12-кратную 
гипериммунизацию проводили введением лошадям 
1,0 см3 споровой вакцины из штамма Sterne B. anthracis 
один раз в месяц, что позволяло получить титр антител 
на уровне 16,25 log2 [21]. В своем эксперименте C. D. Kel-
ly et al. иммунизировали коз очищенным rPA (реком-
бинантным протективным антигеном B. anthracis) с но-
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Рис. 4. Визуальная оценка лиофилизированной 
гипериммунной сыворотки крови: А – режим 
сублимации № 1; В – режим сублимации № 2

Fig. 4. Visual evaluation of freeze-dried hyperimmune 
serum: A – freeze-drying mode 1; B – freeze-drying mode 2

Рис. 5. Активность лиофилизированной гипериммунной сыворотки 
крови кроликов в процессе длительного хранения при 4 °С 
(* статистически значимое различие, p < 0,01)

Fig. 5. Activity of freeze-dried hyperimmune rabbit serum during long-term 
storage at 4 °C (* statistically significant difference, p < 0.01)

Таблица 3 
Физико-химические и биологические показатели лиофилизированной  
сыворотки крови
Table 3
Physico-chemical and biological parameters of freeze-dried serum

Показатель Характеристика сыворотки

Внешний вид Сухая масса в виде таблетки

Цвет Белого цвета с кремовым оттенком

Растворимость При добавлении 1 см3 0,9%-го раствора NaCl растворяется 
в течение 1–3 мин

Активность Агглютинирует антигенный эритроцитарный 
сибиреязвенный диагностикум в разведении 1:16384

Массовая доля влаги, % 2,0

Месяцы хранения после лиофилизации
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простота производства, высокий титр антител) и пред-
ставляет собой достойную альтернативу дорогостоя-
щим методам изготовления гипериммунных сывороток 
крови лошадей. Предлагаемая технология получения 
сыворотки может быть использована при разработке 
специфических диагностических препаратов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенной работы разработан 

способ получения высокоактивной гипериммунной 
противосибиреязвенной сыворотки крови кроликов 
с титром антител, равным 14  log2. Отработан режим 
лиофилизации полученной сыворотки, позволивший 
добиться остаточной влажности готового препара-
та в 2%. Установлено, что длительность хранения лио-
филизированной сыворотки крови без потери ее пер-
воначальной активности и физико-химических свойств 
составляет 30 мес.
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