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АБСТРАКТ

В настоящем исследовании представлены результаты получения гипериммунной сыворотки против возбудителя 
сибирской язвы (Bacillus anthracis). В качестве антигенного материала использовали очищенные и инактивирован-
ные штаммы «СТИ-1», «78/НИИПББ» и «Сибиреязвенная культура (матрица №71, вторая вакцина Ценковского)». Для 
ускоренного получения специфических антител были применены различные схемы гипериммунизации с использо-
ванием овец, коз и кроликов. Иммунизация проводилась с адъювантами различной природы — полным адъювантом 
Фрейнда, гидроксидом алюминия и Montanide ISA-70 — в соотношении антиген:адъювант 1:1. Динамику нарастания 
титров антител оценивали в реакциях диффузионной преципитации и непрямой гемагглютинации. Установлено, что 
максимальные титры антител регистрировались у коз и кроликов на 21-е сутки после иммунизации, достигая 1:2560, 
что свидетельствует о выраженном иммунном ответе при использовании комбинированных схем введения антигена. 
Результаты подтверждают эффективность подбора оптимальной схемы гипериммунизации и возможность применения 
мелких лабораторных и сельскохозяйственных животных для получения гипериммунных сывороток против Bacillus 
anthracis. Проведённые исследования создают основу для разработки ускоренных и экономичных методов производ-
ства специфических сывороточных препаратов.
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ВВЕДЕНИЕ.

Сибирская язва — это острое инфекционное заболе-
вание, поражающее широкий круг животных, включая 
сельскохозяйственных и диких, а также человека. Воз-
будителем болезни является спорообразующая бактерия 
Bacillus anthracis. Несмотря на развитие профилактиче-
ских и противоэпидемических мероприятий, случаи за-
болевания продолжают регистрироваться как среди жи-
вотных, так и среди людей во многих странах мира [1–4].

Согласно данным Всемирной организации здравоох-
ранения (ВОЗ), на сегодняшний день сибирская язва оста-
ётся эндемичной для 158 стран, ежегодно регистрируется 
от 2 000 до 20 000 случаев заболевания у людей. Наиболее 
неблагополучные регионы расположены в Африке, Азии, 
Южной и Центральной Америке, на Ближнем Востоке и 
в Карибском бассейне [5].

Эпизоотическая и эпидемиологическая ситуация по 
сибирской язве в Республике Казахстан остаётся неста-
бильной. Каждый год регистрируются новые случаи забо-
левания. Так, в 2016 году в Алматинской, Восточно-Казах-
станской и Карагандинской областях было зафиксировано 
13 случаев заражения [6]. На сегодняшний день на тер-
ритории Казахстана зарегистрировано множество насе-
лённых пунктов, неблагополучных по сибирской язве. 
Полная ликвидация инфекции затруднена из-за наличия 
естественных очагов возбудителя, связанных со скотомо-
гильниками и скотопрогонными маршрутами. Дополни-
тельным фактором риска служит возможность заражения 
животных спорами, сохраняющимися в почве, что поддер-
живается антропогенной деятельностью и особенностями 

профессиональной занятости населения [7–8].
Для предупреждения и ликвидации вспышек заболева-

ния необходимо внедрение эффективных методов монито-
ринга и контроля, включающих регулярное обследование 
животных и быструю идентификацию возбудителя [9]. 
Своевременная диагностика позволяет оперативно вы-
являть заболевание, что критически важно для предот-
вращения его распространения и снижения эпизоотиче-
ского риска [10].

В последние годы особое внимание уделяется раз-
работке иммунобиологических препаратов, основанных 
на специфических антителах, которые применяются не 
только в серологических тестах, но и в иммунохимиче-
ских и молекулярно-диагностических системах. Гиперим-
мунные сыворотки, содержащие высокие титры антител 
против антигенов B. anthracis, широко используются для 
постановки реакций преципитации, агглютинации, им-
мунофлуоресценции и иммуноферментного анализа, что 
значительно повышает точность лабораторной диагно-
стики [11-13].

Учитывая эпизоотическую нестабильность террито-
рии Казахстана и ограниченное количество коммерчески 
доступных антительных препаратов, получение отече-
ственных гипериммунных сывороток против возбудителя 
сибирской язвы представляется особенно актуальным. Та-
кие препараты могут быть использованы как диагности-
ческие реагенты в ветеринарной лабораторной практике, 
а также как компонент системы эпизоотического надзора 
[14-16].

В связи с этим целью настоящей работы является по-
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лучение гипериммунной специфической сыворотки про-
тив возбудителя сибирской язвы на различных видах 
животных для последующего применения в диагности-
ческих и профилактических целях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для получения гипериммунной сыворотки против воз-
будителя сибирской язвы использовали очищенные анти-
гены штаммов Bacillus anthracis «СТИ1», «78/НИИПББ» 
и культуру, известную как «Сибиреязвенная культура (ма-
трица № 71, вторая вакцина Ценковского)». Антигены 
инактивировали стандартными методами, обеспечивая 
сохранение иммуногенности при исключении вирулент-
ности возбудителя [17-18].

Экспериментальные животные. В исследовании ис-
пользовали двух овец и двух коз возрастом 6 месяцев, а 
также четырех кроликов с живой массой до 2,5 кг. Все 
животные были клинически здоровы [19-20]. Перед на-
чалом иммунизации проводили серологический контроль 
на антитела к распространенным инфекциям (чума мел-
ких жвачных, нодулярный дерматит, оспа овец, бруцеллез, 
ящур типов «А» и «О», пастереллез и сибирская язва). 
Результаты показали отсутствие специфических антител.

Схема иммунизации. Разработано восемь схем имму-
низации, различавшихся по антигену, пути введения, типу 
адъюванта, концентрации и интервалам между введени-
ями:

Кролики:
Кролик №1: Первая инъекция через 7 сут после на-

чальной иммунизации; антиген: 78/НИИПББ, 1,5 см³, 
1,957 мг/мл; путь введения: лимфатические узлы за-
дних ног + брюшная полость; полный адъювант Фрей-
нда (ПАФ), смешанный с антигеном в соотношении 1:1. 
Вторая и третья инъекции — аналогично первой, интер-
вал между введениями — 7 сут.

Кролик №2: Первая через 14 сут; 78/НИИПББ, 
0,5 см³, 65,7 мг/мл + гироксид алюминия (ГОА) 0,2 %; 
лимфатические узлы задних ног. Вторая через 7 сут; 
78/НИИПББ 1 см³ + ГОА 0,2 % + внутривенно 1 см³, 
83,85 мг/мл.

Кролик №3: Первая через 14 сут; СТИ1, 0,5 см³, 
117,7 мг/мл + ГОА 0,2 %. Вторая через 7 сут; 78/НИИПББ, 
1 см³ + ГОА 0,2 % + внутривенно 1 см³.

Кролик №4: Первая через 21 сут; 78/НИИПББ, 1 см³, 
83,85 мг/мл + ГОА 0,2 % + внутривенно 1 см³.

Овцы и козы:
Овца №1: Первая через 14 сут; 78/НИИПББ, 2 см³, 

65,7 мг/мл + ГОА 0,2 % в предлопаточные лимфатиче-
ские узлы. Вторая через 7 сут; 78/НИИПББ, 2 см³ + ГОА 
0,2 % + внутривенно 3 см³, 83,85 мг/мл.

Овца №2: Первая через 21 сут; 78/НИИПББ, 2 см³ + 
ГОА 0,2 % + внутривенно 3 см³, 83,85 мг/мл. Вторая че-
рез 7 сут; 78/НИИПББ, 2 см³ + ГОА 0,2 % + внутривенно 
2,6 мг/мл, 3 см³.

Коза №1: Первая через 14 сут; 78/НИИПББ, 2 см³ + 
ГОА 0,2 %. Вторая через 7 сут; 78/НИИПББ, 2,5 см³ + 
ГОА 0,25 % + внутривенно 3 см³, 83,85 мг/мл. Третья че-
рез 7 сут; СТИ1, 3 см³ + ГОА 0,2 % + внутривенно 3 см³, 

43,2 мг/мл.
Коза №2: Первая через 21 сут; 78/НИИПББ, 2,5 см³ 

+ ГОА 0,25 %. Вторая через 7 сут; 78/НИИПББ, 3 см³ + 
Montanide ISA-70 (1:1) в предлопаточные лимфатические 
узлы [21-22].

Забор крови и получение сыворотки. Кровь у овец и 
коз брали из яремной вены, у кроликов — из краевой вены 
уха. После завершения эксперимента осуществляли то-
тальное обескровливание: у кроликов — из сердца, у овец 
и коз — из яремной вены. Сыворотку отделяли от сгустка 
после инкубации при 37 °C (60 мин) и выдерживания при 
4 °C (24 ч), декантировали стерильными пипетками и хра-
нили при +4 °C до анализа [23].

Оценка активности сывороток. Титр антител опреде-
ляли каждые 7 дней после иммунизации с использова-
нием реакции диффузии в геле (РДП) и реакции непря-
мой гемагглютинации (РНГА) [24].

Этические аспекты. Все работы с животными прово-
дились в соответствии с Законом об ответственном обра-
щении с животными (Закон Республики Казахстан от 30 
декабря 2021 года № 97-VII ЗРК) и соответствующими ру-
ководящими принципами. Планы исследований были рас-
смотрены и одобрены экспертной комиссией по биоэтике 
Научно-исследовательского института проблем биологи-
ческой безопасности (№0111/023) до начала исследова-
ний, а также организационные вопросы, рабочие проце-
дуры и рекомендации, касающиеся ухода за животными, 
соблюдались на протяжении всех исследований [25].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Титры антител определяли в реакции диффузи-
онной преципитации (РДП) в агаровом геле и ре-
акции непрямой гемагглютинации (РНГА) с ис-
пользованием эритроцитарного диагностикума, 
сенсибилизированного антигеном Bacillus anthracis. 
Обе методики показали схожую динамику формирования 
гуморального иммунного ответа. Отмечается постепен-
ное увеличение титров антител у всех подопытных жи-
вотных, с достижением максимальных значений на 21-е 
сутки после иммунизации. После проведения курса им-
мунизации у всех животных наблюдалось формирование 
специфических антител к антигенам Bacillus anthracis, 
подтверждённое серологическими реакциями. Уже через 
7 суток после второй инъекции у кроликов и коз отме-
чались положительные результаты реакции диффузион-
ной преципитации (РДП) при разведениях 1:4–1:8. К 21-
му дню титры повышались до 1:32–1:64. Максимальные 
показатели зарегистрированы у кроликов и коз, иммуни-
зированных с применением полного адъюванта Фрейнда 
(ПАФ) и Montanide ISA-70 (схемы № 1, 4, 7 и 8).

У овец титры антител в РДП достигали 1:16, что не-
сколько ниже, чем у кроликов (1:32–1:64) и коз (1:64–
1:128). Полученные результаты указывают на видовые 
различия иммунного ответа, а также на зависимость эф-
фективности от типа адъюванта и кратности введения ан-
тигена.

Использование гидроксида алюминия обеспечивало 
умеренный, но стабильный иммунный ответ: преципита-
ционные линии в агаре формировались на 7–14-е сутки 
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после ревакцинации и сохранялись до конца экспери-
мента. При применении масляных адъювантов преципи-
тационные линии были более чёткими и интенсивными, 
что свидетельствует о повышенной концентрации анти-
тел в сыворотке крови [26].

Результаты РДП изложены в таблице 1.
Наиболее выраженные преципитационные линии на-

блюдались при использовании масляных адъювантов 
(ПАФ и Montanide ISA-70), что свидетельствует о фор-
мировании высокоспецифичких антител.

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА) подтвер-
дила данные РДП. Титры антител у кроликов и коз дости-
гали 1:1280–1:2560 в группах, где применялись ПАФ и 
Montanide ISA-70. У овец, иммунизированных с гидрок-
сидом алюминия, титры составляли 1:320–1:640. Это ука-
зывает на более низкую, но стабильную стимуляцию ан-
тителообразования.

Результаты РНГА изложены на рисунке 1.

Наибольшие титры антител регистрировались у коз 
№2 (1:2560) и коз №1 (1:1280) на 21-е сутки после имму-
низации, что указывает на выраженный иммунный ответ. 
У кроликов титр достигал 1:1280 (особи №1 и №4), тогда 
как у овец показатели были ниже — от 1:160 до 1:320.

Анализ полученных данных показал, что формирова-
ние антительного ответа происходило постепенно и зави-
село как от вида животного, так и от схемы иммунизации. 
Уже на 7-е сутки после введения антигена регистриро-
вались низкие титры антител (в пределах 1:80–1:320). 
К 14-м суткам наблюдалось значительное нарастание 

уровня специфических антител, а максимальные значе-
ния зафиксированы на 21-е сутки.

Наиболее высокий титр антител отмечен у козы №2 
(1:2560) и у козы №1 (1:1280), что свидетельствует о вы-
сокой иммуногенности применённого антигена в сочета-
нии с ГОА и Montanide ISA-70. У кроликов титр достигал 
1:1280, при этом введение антигена с полным адъювантом 
Фрейнда вызывало более выраженный ответ по сравне-
нию с ГОА. У овец наблюдался умеренный уровень анти-
тел (до 1:320), что, вероятно, связано с физиологическими 
особенностями их иммунного ответа и типом применён-
ного адъюванта.

Таким образом, наиболее эффективными оказались 
схемы иммунизации, включающие комбинацию антиге-
нов штаммов B. anthracis 78/НИИПББ и СТИ-1 с приме-
нением Montanide ISA-70 и гидроксида алюминия в со-
отношении 1:1.

Совпадение результатов РДП и РНГА подтверждает 
специфичность полученных гипериммунных сывороток 
и их пригодность для дальнейшего использования в се-
рологических тестах и диагностических целях [27-28].

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты свидетельствуют о формиро-
вании выраженного иммунного ответа у подопытных жи-
вотных после иммунизации различными схемами. Наибо-
лее высокие титры антител наблюдались у коз и кроликов, 
что согласуется с данными Selim и соавт. (2011), которые 
отметили более интенсивное образование антител у мел-
ких жвачных и лабораторных животных по сравнению 
с крупными при использовании аналогичных схем им-
мунизации [29]. Повышенные значения титров у коз (до 
1:2560) могут быть обусловлены как высокой реактивно-
стью организма, так и оптимальным соотношением анти-
гена и адъюванта, что согласуется с результатами исследо-
ваний Cohn (1950) и Wilson и Nakane (1978), показавших 
важность физико-химических свойств адъювантных си-
стем для стимуляции В-клеточного звена иммунитета [30-
31].

Анализ данных РНГА и РДП показывает, что макси-
мальный титр антител фиксировался на 21-е сутки после 
иммунизации, что указывает на формирование вторич-
ного иммунного ответа. Подобная динамика характерна 
для иммунных реакций замедленного типа, о чём сооб-
щали Luo и соавт. (2016), исследовавшие длительное под-

Таблица 1 – Показатели титра антител в сыворотках крови животных

Схема Вид животного Адъювант Проявление 
преципитационных линий

Максимальный 
титр антител

№ 1 Кролик ПАФ На 7-е сутки 1:64
№ 2 Кролик ГОА На 7-е сутки 1:32
№ 3 Кролик ГОА На 7-е сутки 1:32
№ 4 Кролик ПАФ На 7-е сутки 1:64
№ 5 Овца ГОА На 14-е сутки 1:16
№ 6 Овца ГОА На 14-е сутки 1:16
№ 7 Коза ГОА На 14-е сутки 1:64
№ 8 Коза Montanide ISA-70 На 7-е сутки 1:128

Рисунок 1. Динамика титров антител у различных видов жи-
вотных после иммунизации антигенами Bacillus anthracis.
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держание антител против протективного антигена Bacillus 
anthracis при повторных введениях [32].

Сравнение эффективности различных адъювантов 
показало, что использование гидроксида алюминия и 
Montanide ISA-70 способствует более выраженному син-
тезу специфических антител, чем применение полного 
адъюванта Фрейнда. Этот результат согласуется с рабо-
тами Иванова и Мельникова (2023), где отмечено, что 
масляные адъюванты обеспечивают пролонгированное 
высвобождение антигена и более продолжительную сти-
муляцию иммунных клеток [1].

В ряде случаев у овец наблюдались более низкие ти-
тры антител (до 1:320), что можно объяснить видовой 
особенностью реакции иммунной системы. Аналогичные 
результаты получены Kudaibergenov и соавт. (2021), кото-
рые при сравнении иммунизации овец и кроликов уста-
новили меньшую чувствительность овечьего организма к 
антигенам B. anthracis [33].

Таким образом, представленные данные подтвер-
ждают возможность успешного получения гипериммун-
ных сывороток у различных видов животных при ис-
пользовании оптимальных схем иммунизации и подбора 
адъювантов. Высокие титры антител, зарегистрирован-
ные у коз и кроликов, позволяют рекомендовать эти виды 
как наиболее перспективные для выработки диагностиче-
ских и иммунобиологических препаратов против возбуди-
теля сибирской язвы, что согласуется с выводами Johnson 
и Peterson (2019) о целесообразности применения мел-
ких животных в разработке диагностических систем [34].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведённой работы был разработан ме-
тод получения высококачественной гипериммунной про-
тивосибиреязвенной сыворотки от различных животных. 
Животных-доноров иммунизировали с целью получения 
гипериммунной противосибиреязвенной сыворотки, ис-
пользуя 8 схем. Однако схемы 2 и 4 продемонстрировали 
отрицательные результаты, что свидетельствует об их 
непригодности для данной цели. На основе полученных 
данных можно сделать вывод, что выбранные нами шесть 
методов гипериммунизации животных с антигенами си-
бирской язвы способствуют получению высокоактивной 
иммунной сыворотки.
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АБСТРАКТ

Осы зерттеуде сібір жарасы қоздырғышына (Bacillus anthracis) қарсы тәнді гипериммунды сарысу алу нәтижелері 
келтірілген. Антигендік материал ретінде тазартылған және инактивтелген «СТИ-1», «78/НИИПББ» және «Сібір жа-
расы өсіндісі (матрица №71, Ценковскийдің екінші вакцинасы)» штаммдары пайдаланылды. Тәнді антиденелердің 
жедел түзілуін қамтамасыз ету мақсатында қой, ешкі және қояндар қолданылып, гипериммунизацияның әртүрлі сыз-
балары зерттелді. Иммунизация әртүрлі табиғи адъюванттармен — толық Фрейнд адъюванты, алюминий гидроксиді 
және Montanide ISA-70 — антиген мен адъюванттың 1:1 қатынасында жүргізілді. Антиденелер титрінің арту дина-
микасы диффузиялық преципитация реакциясы және жанама гемагглютинация реакциясы арқылы бағаланды. Зерт-
теу нәтижесінде ең жоғары антидене титрлері иммундаудан кейінгі 21-тәулікте ешкі мен қояндарда байқалды, титр 
көрсеткіші 1:2560-қа жетті. Бұл антиген енгізудің біріктірілген сызбасын қолдану кезінде айқын иммундық жауаптың 
қалыптасатынын көрсетті. Алынған нәтижелер гипериммунизацияның оңтайлы әдісін таңдаудың тиімділігін және 
Bacillus anthracis-ке қарсы тәнді гипериммунды сарысуларды алу үшін ұсақ зертханалық және ауыл шаруашылығы 
жануарларын пайдаланудың мүмкіндігін дәлелдейді. Зерттеу нәтижелері тәнді сарысулық препараттарды жылдам әрі 
үнемді өндіру әдістерін жетілдіруге негіз бола алады.

Түйін сөздер: Сібір жарасы, СТИ-1, 78/БҚПҒЗИ, матрикс № 71 екінші Ценковский вакцинасы, диффузиялық пре-
ципитация реакциясы, тікелей емес гемагглютинация реакциясы
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ABSTRACT

This study presents the results of obtaining a specific hyperimmune serum against the causative agent of anthrax (Bacillus 
anthracis). As antigenic material, purified and inactivated strains “STI-1”, “78/NIIPBB”, and “Anthrax culture (matrix No. 
71, Tsienkovsky’s second vaccine)” were used. To accelerate the production of specific antibodies, various hyperimmunization 
schemes were tested using sheep, goats, and rabbits. Immunization was carried out with adjuvants of different origins — 
complete Freund’s adjuvant, aluminum hydroxide, and Montanide ISA-70 — at an antigen-to-adjuvant ratio of 1:1. The 
dynamics of antibody titer increase were evaluated using diffusion precipitation and indirect hemagglutination assays. It was 
found that the highest antibody titers were observed in goats and rabbits on the 21st day after immunization, reaching 1:2560, 
indicating a pronounced immune response when combined antigen administration schemes were applied. The results confirm 
the efficiency of selecting an optimal hyperimmunization strategy and demonstrate the feasibility of using small laboratory 
and farm animals for producing specific hyperimmune sera against Bacillus anthracis. These findings provide a foundation 
for developing rapid and cost-effective methods for the production of specific serum preparations.

Key words: Anthrax, diffusion precipitation reaction, indirect hemagglutination reaction, immunization, serum.
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