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Во ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора разрабатываются и внедряют-
ся методы получения и очистки биологически активных веществ возбудителей чумы, холеры, туляремии и си-
бирской язвы, которые используются при конструировании профилактических и диагностических препаратов.  
Цель обзора – обобщение и систематизация накопленных данных по выделению, очистке и анализу антигенов 
и токсинов возбудителей чумы, холеры, туляремии и сибирской язвы. Также уделено внимание применению и 
перспективам использования полученных антигенов для конструирования медицинских иммунобиологических 
препаратов (МИБП). Институт «Микроб» является референс-центром по чуме, поэтому современные иммуно-
диагностические препараты необходимы и востребованы. Профилактические препараты антигенного уровня 
против перечисленных выше инфекций также являются предметом изучения сотрудников института. Основные 
этапы выделения, очистки и анализа антигенов включают в себя выбор или конструирование подходящего штам-
ма, культивирование, экстракцию, концентрирование и очистку антигенов и токсинов с применением биотех-
нологических методик, позволяющих получить и сохранить интересующее исследователя биологически актив-
ное вещество. Для изучения антигенной активности очищенных антигенов используют лабораторных живот-
ных, фиксируют и анализируют иммунный ответ, получают антисыворотку. Затем следует этап анализа физико-
химических и иммунобиологических свойств выделенных антигенных препаратов и составление паспорта анти-
гена. Охарактеризованные антигены используются для конструирования профилактических и диагностических 
препаратов.
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Abstract. Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe” of the Rospotrebnadzor develops and implements me
thods for obtaining and purifying biologically active substances of the causative agents of plague, cholera, tularemia and 
anthrax, which are used in the design of preventive and diagnostic preparations. The aim of the review is to summarize 
and systematize the accumulated data on the isolation, purification and assessment of antigens and toxins of plague, chol-
era, tularemia and anthrax pathogens. Attention is also paid to the application and prospects for using the obtained anti-
gens for the design of medical immunobiological preparations (MIBPs). The Institute “Microbe” is a reference center for 
plague, hence modern immunodiagnostic drugs are necessary and in demand. Antigen-level preventive drugs against the 
infections listed above are also the subject of study by the institute’s staff. The main stages of isolation, purification and 
analysis of antigens include the selection or construction of a suitable strain; cultivation, extraction, concentration and 
purification of antigens and toxins using biotechnological techniques that allow for obtaining and preserving the biologi-
cally active substance of interest to the researcher. To study the antigenic activity of purified antigens, laboratory animals 
are involved, the immune response is recorded and analyzed, and antiserum is obtained. This is followed by the stage of 
investigating the physicochemical and immunobiological properties of the isolated antigen preparations and drawing up 
an antigen profile. The characterized antigens are used for the design of preventive and diagnostic drugs.

Key words: Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Francisella tularensis, Bacillus anthracis, antigens.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The authors declare no additional financial support for this study.
Corresponding author: Mikhail N. Kireev, e-mail: rusrapi@microbe.ru.
Citation: Kireev M.N., Gromova O.V., Borisova S.V., Vorob’eva S.A., Vol’nikov V.R., Salikhov R.R., Volokh O.A. Biotechnological Potential of Antigens of Plague, 

Cholera, Tularemia and Anthrax Pathogens, Obtained at the Russian Research Institute “Microbe”. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly 
Dangerous Infections]. 2024; 2:15–19. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2024-2-15-19

Received 09.11.2023. Accepted 17.04.2024.

Kireev M.N., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3059-4386		  Vol’nikov V.R., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0791-895X
Gromova O.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0172-2964		  Salikhov R.R., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4980-4109
Borisova S.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3793-6526		  Volokh O.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3044-971X
Vorob’eva S.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3624-0850 



16

Проблемы особо опасных инфекций. 2024; 2								        ОБЗОРЫ

Во ФКУН Российский противочумный инсти-
тут «Микроб» Роспотребнадзора накоплен большой 
опыт по получению антигенов возбудителей чумы, 
сибирской язвы, туляремии и холерного вибриона. 
Разработаны или усовершенствованы методы их 
выделения, очистки и модификации, подобраны и 
оптимизированы способы определения антигенной 
и ферментативной активности. Это позволяет проек-
тировать и конструировать профилактические и диа-
гностические препараты современного уровня. 

В резолюциях ежегодных пленумов Координа
ционного научного совета по санитарно-эпидемио
логической охране территории Российской Федера
ции неоднократно отмечалась необходимость разра-
ботки новых вакцинных препаратов с повышенной 
эффективностью, сниженной реактогенностью, кон-
струирования и внедрения в практику здравоохране-
ния новых препаратов для лабораторной диагностики 
особо опасных инфекций. Молекулярные исследова-
ния антигенов возбудителей инфекционных болезней 
позволят целенаправленно изменять свойства биомо-
лекул при конструировании медицинских иммуноби-
ологических препаратов (МИБП). На решение этих 
вопросов направлены научно-исследовательские и 
опытно-конструкторские разработки.

Для чумного микроба это такие антигены, как 
капсульный антиген (F1), углеводсодержащие анти-
гены, липополисахарид (ЛПС), полисахарид (ПС), 
основной соматический антиген (ОСА), активатор 
плазминогена (Pla), аллерген пестин (ПП), транспорт-
ные белки, белки внешней мембраны (Omp) [1–8].

Изучена стабильность компонентов экспери-
ментальной химической чумной вакцины в условиях 
длительного хранения в рефрижераторе и в экстре-
мальных температурных условиях (тесты на уско-
ренное старение и стресс-условия). Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о выраженной термоста-
бильности специфических биополимерных структур 
антигенных компонентов F1 и ОСА, ответственных 
за иммунобиологическую активность химической 
чумной вакцины, что, на наш взгляд, является важ-
ной характеристикой этого прототипа химической 
чумной вакцины.

Антигены чумного микроба использовали для 
многих научно-практических разработок: конструи-
рование биологического микрочипа для выявления 
специфических антител к возбудителю чумы, созда-
ние способа специфической индикации возбудителя 
методом оптической спектроскопии [9, 10].

Капсульный антиген F1 применяли для конструи-
рования иммуносуспензионных диагностикумов для 
выявления специфических антител чумного микро-
ба в дот-иммуноанализе и ИФА-диагностикума [11]. 
Также он используется как модельный компонент 
при конструировании прототипа трансдермального 
варианта вакцин [12].

В рамках выполнения ряда научно-исследо
вательских работ и государственных контрактов по-
лучены экспериментальные и практические данные 
о выделении, очистке и модификации антигенов 
чумного микроба, холерного вибриона и возбудителя 

туляремии. Выделены и очищены ЛПС чумного ми-
кроба, нетоксичный полисахарид чумного микроба, 
О-антигены холерного вибриона сероваров Инаба, 
Огава и О139, холерный токсин, В-субъединица хо-
лерного токсина, протеовибрин (комплекс фермен-
тов) холерного вибриона, липополисахарид возбуди-
теля туляремии. К антигенам получены сыворотки 
и гибридомы, которые используются в научных ис-
следованиях и при разработке профилактических и 
диагностических препаратов.

В Российской Федерации зарегистрирован и вы-
пускается уникальный препарат – вакцина холерная 
бивалентная химическая, таблетки, покрытые ки-
шечнорастворимой оболочкой [13, 14]. Данный им-
мунобиологический лекарственный препарат про-
изводится в отделе профилактических препаратов 
института «Микроб». Основные компоненты вак-
цины – анатоксин холерного токсина и О-антигены 
холерного вибриона различных серогрупп [15–17]. 
В настоящее время проводится работа по внедрению 
в производственный процесс и включению в регла-
мент по выпуску вакцины инструментальных мето-
дов контроля, позволяющих заменить тесты на лабо-
раторных животных анализом in vitro.

В институте «Микроб» разработана экспери-
ментальная технология получения антитоксического 
энтеросорбента для интраинтестинальной нейтрали-
зации экзотоксина холерного вибриона. Данный пре-
парат состоит из иммобилизованного на микрочасти-
цах хитозана антитоксического противохолерного 
иммуноглобулина, выделенного из сыворотки крови 
животных, иммунизированных холерным токсином. 
Полученный иммуноэнтеросорбент стабилизирован 
лиофильным высушиванием с последующим фор-
мированием лекарственной формы энтеросорбента 
для направленной сорбции холерного экзотоксина. 
На полученную лекарственную форму оформлен па-
тент [18].

На антигены холерного вибриона получены 
кроличьи сыворотки. Проведены межлабораторные 
комиссионные испытания экспериментальных серий 
сывороток кроличьих к О-антигенам холерного ви-
бриона Огава, Инаба и к В-субъединице холерного 
токсина. Установлено, что все исследованные сыво-
ротки обладают высокой специфической активно-
стью и могут быть использованы при конструиро-
вании тест-систем и диагностикумов для контроля 
содержания антигенных компонентов в вакцине хо-
лерной химической таблетированной. 

На основе выделенного и очищенного О-анти
гена получены иммуноглобулины и разработан пре-
парат – иммуноглобулины диагностические флуо
ресцирующие холерные О139 адсорбированные 
кроличьи, лиофилизат для диагностических целей. 
Иммуноглобулины предназначены для выявле-
ния и идентификации возбудителя холеры О139-
серогруппы в мазках из различных материалов и 
чистых культур прямым методом флуоресцирующих 
антител. 

При получении О-антигенного компонента хо-
лерной бивалентной химической вакцины остается 
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побочный продукт, в котором содержится комплекс 
низкомолекулярных биологически активных фер-
ментов, среди которых преобладают протеаза, фос-
фолипазы А2 и С. Из этого отхода получен и изучен 
ферментный комплекс холерного вибриона, назван-
ный авторами протеовибрином, который обладает 
активностью в отношении достаточно широкого 
спектра белковых субстратов, не уступая коммерче-
скому трипсину, а в ряде случаев превосходит его по 
ферментативной активности [19]. Данное свойство 
протеовибрина было использовано в биотехнологии 
получения полисахарида чумного микроба с низкой 
токсичностью [20]. Другим важным направлением 
использования протеовибрина является первичный 
гидролиз белкового сырья в приготовлении микро-
биологических сред. Данный препарат применен 
в качестве трипсиноподобного агента, близкого по 
действию к поджелудочной железе, для фермента-
тивного гидролиза казеина и пекарских дрожжей, 
традиционно используемых в качестве питательной 
основы при производстве холерных вакцин [21].

Разработаны методические подходы к культиви-
рованию туляремийного микроба и получению его 
антигенов и антигенных комплексов: ЛПС, протек-
тивный антигенный комплекс (ПАК), комплекс Bfr-
O-антиген, стрессовые белки (Bfr, GroEl/GroEs, HSP) 
[22–24]. На ЛПС туляремийного микроба получены 
моноклональные антитела и сконструирована экспе-
риментальная туляремийная дот-иммуноферментная 
тест-система («ДИАТул-М»), которая прошла ла-
бораторные и полевые испытания и зарегистриро-
вана [25]. Продемонстрирована иммуногенность 
конъюгатов протективных антигенных комплексов 
туляремийного микроба с наночастицами золо-
та [26]. Выделен и всесторонне охарактеризован 
комплекс Bfr-O-антигена Francisella tularensis, по-
казана потенциальная возможность его практическо-
го использования при конструировании прототипа 
химической туляремийной вакцины. При изучении 
влияния стрессовых условий на жизнеспособность 
возбудителя туляремии и экспрессию стрессовых ан-
тигенов электрооптическим методом показано, что 
условия культивирования оказывают значительное 
влияние на жизнеспособность микробных клеток и 
уровень экспрессии антигенов. Электрооптический 
мониторинг функционального состояния клеток 
возбудителя туляремии при культивировании позво-
лит смоделировать оптимальные условия получе-
ния биомассы с максимальным выходом антигенов. 
Такие данные крайне необходимы при масштабном 
получении компонентов вакцин или антигенов для 
диагностических целей. 

В последние годы получены, очищены и охарак-
теризованы антигены сибирской язвы: протективный 
антиген, антигены S-слоя (Sap, EAI) [27]. Создан про-
тотип химической сибиреязвенной вакцины и экспе-
риментальные иммунодиагностические препараты 
на основе рекомбинантного протективного антигена 
и белков S-слоя сибиреязвенного микроба. В ходе 
работы над данной тематикой разработан биологи-
чески безопасный и эффективный способ масшта-

бируемого получения высокоочищенных антигенов 
сибиреязвенного микроба – протективного антигена 
и белка S-слоя (ЕА1), необходимых для создания хи-
мических вакцин. Разработан способ, предусматри-
вающий возможность их выделения в одной техно-
логической цепочке, состоящей из этапов культиви-
рования, стерилизующей фильтрации, концентриро-
вания, диафильтрации и хроматографической очист-
ки. В качестве продуцента протективного антигена 
и белка ЕА1 сибиреязвенного микроба предложен 
аспорогенный, авирулентный генно-инженерный 
штамм B. anthracis 55∆TПА-1Spo– [28]. 

Большинство полученных, очищенных и 
изученных антигенных препаратов лиофилизи-
рованы и в условиях хранения при температуре 
2–8 °С сохраняют свои свойства не менее 5 лет 
(срок наблюдения). В тестах на ускоренное старе-
ние и в стресс-условиях антигены чумного микро-
ба стабильно сохраняли свои характеристики [29].  
На полученные и изученные биологически актив-
ные вещества составлены паспорта с основными 
биологическими, физико-химическими, биохими-
ческими и иммунохимическими характеристиками. 
К большинству антигенов получены сыворотки и 
иммуноглобулины. В настоящее время проводятся 
исследования данных антигенов с использовани-
ем высокотехнологического научного оборудова-
ния: масс-спектрометрии, инфракрасной Фурье-
спектроскопии, электронной и атомно-силовой 
микроскопии [30–34].

В институте «Микроб» разработаны и исполь-
зуются в работе методы получения и очистки био-
логически активных веществ возбудителей чумы, 
холеры, туляремии и сибирской язвы. Наработанные 
и охарактеризованные антигены применяются в ра-
боте научных и экспериментально производствен-
ных подразделений института при проектировании, 
конструировании и производстве профилактических 
и диагностических препаратов. Методы выделения и 
очистки антигенов оформлены в виде методических 
рекомендаций, отражены в публикациях, авторские 
методики запатентованы. Информация, представ-
ленная в статье, будет полезна для специалистов, ис-
следователей, научных сотрудников, занимающихся 
изучением и конструированием профилактических и 
диагностических препаратов, а также подготовкой и 
апробацией средств для контроля МИБП на этапах 
их производства.

Дальнейшая работа в этом направлении будет 
посвящена разработке электронного реестра анти-
генов, который позволит объединить в одном вирту-
альном ресурсе накопленные данные об антигенах 
особо опасных инфекций, их составе, способах и 
методах их выделения и очистки, результатах био-
химического и иммунохимического анализа. 

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

Финансирование. Авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
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