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Проблема безопасности микроорганизмов
в биотехнологической промышленности являет�
ся актуальной вследствие расширения номенк�
латуры используемых штаммов. В широком по�
нимании биологическая безопасность включает
в себя предотвращение потенциальной опаснос�
ти биологического агента, в том числе и микро�
организмов, используемых в биотехнологиях.

Введение уровней биобезопасности для
промышленных штаммов связано с более общей
проблемой – необходимостью разработки со�
временной нормативной базы сертификации и
стандартизации промышленных штаммов,
обеспечения контроля за использованием их в
производстве, а также создания механизма ее
реализации, концептуально согласующихся с
мировой практикой в этой области.

Национальным институтом здоровья
(США), Европейской федерацией биотехноло�
гии и ОЕСD (Оrganization of economical
cooperation & development) разработана клас�
сификация микроорганизмов по степени рис�
ка, определяемой на основании таксономи�
ческого положения и возможных патогенных
свойств штамма. Согласно этой классифика�
ции микроорганизмы, используемые в био�
технологии, подразделяют на 4 класса – без�
вредные, мало опасные, умеренно опасные
и высоко опасные микроорганизмы.

В России развитие системы безопасности
биотехнологических штаммов тесно связано с
их гигиеническим нормированием, которое ба�
зируется на экспериментальном определении
минимально действующих концентраций заг�
рязнителя и установлении предельно допусти�
мой концентрации (ПДК).

Целью работы явилось обоснование кри�
териев биобезопасности биотехнологических
штаммов, принадлежащих к различным так�
сонам на основе изучения характера их небла�
гоприятного действия в эксперименте.

Программа и методы исследования
Исследование возможных патогенных

свойств новых биотехнологических штаммов
при однократном внутрибрюшинном введении
больших доз микроорганизмов проводили по
интегральным показателям, характеризующим
взаимоотношения между макро� и микроорга�
низмом: вирулентность, скорость проникнове�
ния («пороговая» доза) в кровь и диссеминация
во внутренние органы (почки, печень, селезен�
ка), токсигенность экзо� и эндотоксинов [1].

Были изучены возможные патогенные свой�
ства следующих микроорганизмов: B.sub�
tilis, B.licheniformis, B.thuringiensis v. israelensis,
R.corallinus, R.erythropolis, A.terreus, P.canescens,
Tolypocladium cylindrosporum, Candida marxia�
nus, A.denitrificans, Alcaligenes monasteriensis,
несколько штаммов E.coli.

При повторном (в течение 1 месяца) интра�
назальном введении суспензии штаммов были
исследованы общетоксическое действие (дина�
мика массы тела, анализ состава периферичес�
кой крови, показатели функционального состо�
яния нервной системы, почек, печени), иммуно�
тропные свойства (показатели клеточного звена
иммунной системы, антигенность иммуномоду�
лирующий и сенсибилизирующий эффекты)
и дисбиотический эффект (количественная и ка�
чественная характеристика аутофлоры кишеч�
ника). В процессе работы были изучены 29 штам�
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мов, принадлежащих к различным таксономи�
ческим группам – грамположительные и грамот�
рицательные бактерии, актиномицеты, плесне�
вые и дрожжеподобные грибы [2].

Результаты и их обсуждение
При изучении патогенности показано, что

средневирулентная доза для всех микроорга�
низмов была выше 1011 кл/жив., т. е. при введе�
нии изученных доз гибели животных не наблю�
далось (табл. 1).

При введении суспензии грамположитель�
ных бактерий и нокардиоформных актиномице�
тов «пороговая» доза находилась на достаточно
высоком уровне: микроорганизмы высевались из
крови через 30 мин после их введения в дозах 1011,
1010 и 109 кл/жив. Указанный факт характеризу�
ет их низкие инвазивные свойства. При изуче�
нии диссеминации они высевались из крови и
внутренних органов (почки, селезенка) в основ�
ном на 2�й день. Отдельные штаммы в единич�
ных колониях определялись на 4–6�й день после
введения.

Введение микроскопических грибов свиде�
тельствует также о невысокой инвазивности.
Микромицеты высевались из крови через
30 мин после введения в дозах 1010 и 109 кл/жив.
Длительность персистирования в организме
по результатам диссеминации составляла 2,
максимум 5 дней.

Для введения грамотрицательных бактерий
характерны более низкие «пороговые» дозы, пре�
делы их находились между 109 и 108 кл/жив. Это
свидетельствует о более высоких инвазивных
свойствах грамотрицательных бактерий. При
определении диссеминации длительность высе�
вания их из крови и внутренних органов тепло�
кровных животных составляла от 2 до 8 дней.

Экспериментальные исследования по
оценке патогенных свойств микроорганизмов
различных таксонов показали, что большин�
ство штаммов, предлагаемых для использова�
ния в биотехнологической промышленности,
не обладают вирулентностью, токсигенностью
и токсичностью. Инвазивная способность этих
штаммов невысока, они не размножаются в
организме теплокровных животных, пребыва�
ние их ограничивается несколькими днями.

Полученные факты свидетельствуют об от�
сутствии патогенных свойств у изученных мик�
роорганизмов и о возможности их использова�
ния в биотехнологиях. Вместе с тем для обосно�
вания их биобезопасности рекомендуется иссле�
дование характера неблагоприятного действия
в длительном эксперименте и разработка гигие�
нических нормативов – ПДК [3, 4].

Как показали проведенные исследования,
основными неблагоприятными эффектами
промышленных микроорганизмов являются
иммунотропный, включая сенсибилизирую�
щий эффект и оценку клеточного звена им�
мунной системы, а также изменение микро�
экологии кишечника [5–10]. Проявление этих
эффектов зависит от таксономической харак�
теристики штамма.

В таблице 2 приведены данные об имму�
нотропной и сенсибилизирующей активнос�
ти отдельных штаммов, наиболее характер�
ных для каждой группы микроорганизмов.

Было показано, что грамположительные
бактерии, относящиеся к родам Lactobacillus,
Micrococcus, Propionibacterim, Brevibacterim,
и нокардиоформные актиномицеты (Rhodo�
coccus) не обладают иммунотропными и дис�
биотическими свойствами при воздействии
даже высоких концентраций (106�8 кл/м3).

Таблица 1. Показатели патогенности биотехнологических штаммов микроорганизмов
при однократном внутрибрюшинном введении

Диссеминация 
Промышленные 
микроорганизмы 

DV50, 
кл/жив 

«Пороговая» 
доза, 
кл/жив 

сроки 
высева сут. 

min доза, 
кл/жив 

орган-мишень 

Микромицеты 
Aspergillus, Penicillium, 
Tolypocladium, Candida 

>109-12 109-10 2 109-11 Кровь, почки, 
селезенка 

Грамположительные бактерии 
(Bacillus), нокардиоформные 
актиномицеты (Rhodococcus) 

>1010-12 109-11 2 109-11 
Кровь, почки, 

селезенка, печень 

Грамотрицательные бактерии 
Alcaligenes, Pseudomonas, E.coli 

1010-12 108-9 2,5 108-10 
Кровь, почки, 
селезенка 

 

, сут.

Микробиология
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Другие микроорганизмы, относящиеся
к грамположительным бактериям (Bacillus)
и актиномецетам (Streptomyces, Actinomyces),
оказывают слабое иммунотропное, сенсибили�
зирующее и дисбиотическое действие на орга�
низм в концентрации 104�6 кл/м3.

Наиболее выраженными иммунотропны�
ми, в том числе сенсибилизирующими, и дис�
биотическими свойствами обладают грамне�
гативные бактерии (Pseudomonas, Alcaligenes,
Acinetobacter, Arthrobacter), а также плесневые
(Aspergillus, Penicillium) и дрожжеподобные
грибы (Candida). Минимальные изменения
иммунного статуса и микроэкологии кишечни�
ка наблюдаются уже при интраназальном воз�
действии их в концентрации 103 и 104 кл/м3.

Отмечено снижение Т�лимфоцитов и уве�
личение В�лимфоцитов, а также существен�
ное изменение баланса Т� и В�лимфоцитов
периферической крови. Величина показате�
ля Т/В при воздействии A.awamori в концен�
трации 105 кл/м3 снижена до 0,97 (в контроле
2.1). При воздействии дрожжеподобного гри�
ба Candida в концентрации 3х104 кл/м3 отме�
чено снижение коэффициентов массы имму�
нокомпетентных органов (тимус и селезенка).

Показано развитие гиперчувствительнос�
ти немедленного и замедленного типа у живот�
ных при воздействии грибов и грамотрицатель�
ных бактерий в концентрации 104 и 105 кл/м3

(табл. 2).
В плане развития нарушений микроэколо�

гического равновесия биотехнологические штам�
мы проявляли также различную активность.

 Штаммы, принадлежащие к группе нокар�
диоформных актиномицетов, не вызывали ка�
ких�либо изменений микрофлоры при воздей�
ствии на уровне 104–107 кл/м3. Группы грампо�
ложительных бактерий (палочки, кокки, споро�
образующие и неспорообразующие), как прави�
ло, вызывают минимальные изменения микроб�
ного пейзажа (изменение содержания E.coli и эн�
теробактерий) на уровне 5х105 кл/м3 и выше.

Среди бактерий потенциально опасной
в плане нарушений микроэкологии кишечника
является группа грамотрицательных палочек
и кокков (Pseudomonas, Alcaligenes). При этом сни�
жается количество лактозопозитивной и увели�
чивается число лактозонегативной E.coli, отме�
чается большее число грамположительной мик�
рофлоры (энтеробактерии, стафилококки, стреп�
тококки). Подобные изменения наблюдаются

Шеина Н.И. Критерии оценки биобезопасности микроорганизмов...

 Обозначения: * Р<0,05, ** Р<0,01

 Таблица 2. Характеристика иммунотропной и сенсибилизирующей активности промышленных
микроорганизмов при ингаляционном воздействии

Концентрация, 
кл/м3 

Т-лимфоциты, 
% 

В-лимфоциты,  
% 

ГНТ, 
% 

ГЗТ, 
мм 

Rhodococcus erythropolis 
Контроль 

5х107 
44,2±1,5 
39,6±2,3 

17,8±1,5 
20,2±1,4 

4,7±1,2 
5,7±1,0 

0,142±0,007 
0,151±0,010 

Bacillus licheniformis 60 
Контроль 

5х104 
5х105 

44,0±1,1 
45,5±1,5 

           39,1±1,0* 

21,8±0,9 
20,4±1,0 
25,4±1,7 

4,6±0,4 
4,4±0,5 

    9,0±0,9** 

0,12±0,03 
0,22±0,03 

    0,38±0,02** 
Pseudomonas сaryophylii 

Контроль 
7х103 
7х104 

43,9±2,0 
40,5±2,1 

           33,2±1,9** 

18,4±2,3 
18,9±2,1 

  22,5±1,7* 

4,0±0,9 
6,1±1,6 

  12,6±2,4** 

0,139±0,021 
0,233±0,064 

  0,403±0,034* 
Penicillium canescens 

Контроль 
2х103 
2х104 

41,6±0,8 
39,8±0,4 

  36,3±1,2* 

21,1±0,8 
22,2±1,8 

  27,0±1,4* 

3,5±0,6 
4,2±0,5  

  12,5±2,7** 

0,19±0,03 
0,24±0,04 

  0,36±0,04* 
Aspergillus awamori 

Контроль 
1,2х104 
1,2х105 

43,5±2,3 
   32,2±1,7** 
   29,6±3,5** 

21,0±1,1 
24,6±0,9 

    30,4±1,4** 

4,4±0,4 
  11,0±1,1**  
  24,4±2,7** 

0,188±0,018 
0,138±0,028 

  0,306±0,044* 
Candida tropicalis 

Контроль 
3х103 
3х104 

42,2±2,6 
38,7±1,7 
35,5±1,7 

19,5±1,6 
  25,5±1,7* 

    31,3±2,1** 

4,7±0,4 
  11,2±1,8** 
  20,0±3,3** 

,201±0,045 
0,436±0,061* 
0,490±0,051* 
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при воздействии промышленных мик�
роорганизмов на уровне 5х104 кл/м3 и
характеризуют умеренно выраженный
дисбактериоз.

При воздействии плесневых гри�
бов A. awamori и P. funiculosum на уров�
не 2х104 кл/м3 наблюдали выраженные
изменения, характеризующие выра�
женный или умеренно выраженный
дисбактериоз (увеличение условнопа�
тогенной микрофлоры, включая про�
тея, и снижение содержания облигат�
ной микрофлоры).

Наиболее сильные изменения мик�
роценоза были отмечены при воздей�
ствии дрожжеподобных грибов рода
Candida на уровне 103–104 кл/м3. Харак�
тер наблюдаемых изменений (сниже�
ние содержания кишечных палочек
и лактобацилл, увеличение содержания
стафилококков и стрептококков) позво�
лил характеризовать их как выражен�
ный дисбактериоз.

 На основании определения пато�
генных свойств в однократных опытах,
а также изучения вредных эффектов (сенсиби�
лизирующий, иммунотропный, дисбиотичес�
кий) при повторном ингаляционном воздей�
ствии предложена классификация микроорга�
низмов по степени опасности (табл. 3).

 Микроорганизмы делятся на 4 класса (осо�
бо опасные, опасные, умеренно и мало опасные
микроорганизмы). Для каждого класса микро�
организмов рекомендованы соответствующие
требования биобезопасности как в лаборатор�
ных условиях, так и в производственных био�
технологических процессах.

В целом российская классификация нахо�
дится в гармоничном соответствии с междуна�
родной классификацией микроорганизмов по
степени риска. Однако она является более обо�
снованной и надежной, т. к. не ограничивается
только таксономической характеристикой
и оценкой патогенности, а предполагает изуче�
ние особенностей действия штаммов на орга�
низм в длительном эксперименте.

 Таблица 3. Гигиеническая классификация микроорганизмов
по степени опасности воздействия на организм

Обозначения:
1 класс – особо опасные инфекции;
2 класс – опасные микроорганизмы, возбудители других инфекцион�

ных заболеваний;
3 класс – умеренно опасные микроорганизмы;
4 класс – мало опасные микроорганизмы;
ПДКр.з. – предельно допустимая концентрация в воздухе рабочей зоны;
ПДКа.в. – предельно допустимая концентрация в атмосферном воздухе

населенных мест;
 Limch sens – порог хронического действия по сенсибилизирующему эф�

фекту;
Limch imm – порог хронического действия по иммунотропному эффекту;
Limch dis – порог хронического действия по дисбиотическому эффекту.

Показатели 1 класс 2 класс 3 класс 4 класс 
ПДКр.з., кл/м3 3105×≤  3105×>  
ПДКа.в., кл/м3 2105×≤  2105×>  

Limch sens, кл/м3 4105×≤  4105×>  
Limch imm, кл/м3 4105×≤  4105×>  

Limch dis, кл/м3 

Не рекомендуются  
к использованию  

в биотехнологической 
промышленности 

5105×≤  5105×>  
Показатели патогенности  

– пороговая доза, 
кл/жив. 

710≤  710>  

– минимальная доза 
высевания, кл/жив. 

710≤  710>  

– диссеминация  
в кровь и органы, дни 

Диссеминация 
1–30 дней 

Персистирование 
1–15 дней 

Таким образом, на современном этапе раз�
вития и совершенствования критериев биобе�
зопасности биотехнологических штаммов од�
нозначно показано, что обязательным и необ�
ходимым условием допуска штаммов�проду�
центов к промышленному применению явля�
ется их авирулентность, низкая инвазивность,
отсутствие токсигенности и способности дис�
семинировать во внутренних органах. Иначе
говоря, если штамм квалифицируется как не�
патогенный, он может использоваться в био�
технологической промышленности.

 В дальнейшем выявление влияния небла�
гоприятных эффектов микроорганизмов на
организм при длительной экспозиции на осно�
ве количественных критериев оценки иммуно�
тропного, сенсибилизирующего и дисбиотичес�
кого действия позволит определить класс опас�
ности штамма и рекомендовать необходимые
требования безопасности.

11.05.2012
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BIOSAFETY EVALUATION CRITERIA OF MICROORGANISMS USED IN THE BIOTECHNOLOGY INDUSTRY
Biosafety assessment based on the study of microbial pathogenicity and adverse action of 29 biotech strains

was conducted. The dependence of the intensity immunotropic, and dysbiotic sensitive effects of the taxonomic
position of microorganisms has been found. Sanitary classification of microorganisms in the degree of hazard
effects was proposed and unified with the recommendations of international organizations.
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