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Решение проблем инфекционной патологии 
во многом зависит от разработки и использования 
эффективных иммунобиологических препаратов, 
пред назначенных для диагностики и профилактики 
инфекционных заболеваний. Современное произ-
водство таких препаратов обусловлено свойствами 
штаммов-продуцентов целевого продукта, лежаще-
го в основе конструирования препарата, а с другой 
стороны, определяется особенностями биотехноло-
гических процессов, начиная с этапа выращивания 
микроорганизмов. В качестве исходного сырья при 
производстве целевого продукта используют непа-
тогенные, аттенуированные или вакцинные штаммы 
бактерий. К настоящему времени получены и ис-
пользуются вакцинные штаммы бактерий чумы, ту-
ляремии, бруцеллеза и сибирской язвы, тогда как у 
целого ряда других микроорганизмов такие штаммы 
до сих пор не созданы. 

 Для получения биомассы микроорганизмов или 
продуктов микробного синтеза предложены серий-
ные установки (ферментеры, ферментаторы, реакто-
ры), конструкции которых ориентированы, главным 
образом, на повышение эффективности и экономич-
ности биотехнологического процесса и обеспечение 
условий, исключающих контаминацию штамма-
продуцента посторонней микрофлорой. Процесс 
культивирования бактерий в таких установках ве-
дется в жидкой питательной среде в условиях не-
прерывной принудительной аэрации и избыточного 
давления. Для повышения эффективности биотехно-
логического процесса применяется пульсационная 
подача аэрирующего воздуха [5], а для повышения 
стерильности процесса культивирования в установ-
ках создается избыточное давление, при этом посто-
янный поток отработанной газовой смеси исключает 
возможность проникновения в емкость не стериль-
ного воздуха [2]. 

С целью защиты окружающей среды от фермен-
тационных выбросов установки снабжают системой 
аварийного переключения потоков газа, содержащей 

связанный трубопроводом с ферментером ресивер 
газа и подключенные к нему байпасные трубопро-
воды с клапанами, соединяющие входные и выход-
ные патрубки для воздуха стерилизаторов, а также 
стерилизатором конденсата [7]. Однако чаще для за-
щиты используют фильтрующие системы очистки. 
Известны системы бактериальной защиты устано-
вок, оборудованные в виде чехла, представляющего 
собой бактериальный фильтр тонкой очистки (ФТО) 
из двухслойной фильтрационной бумаги с проложен-
ной между слоями тканью Петрянова, и адсорбера, 
расположенного на линии выхода газа из полово-
локонного мембранного аппарата [6]. В некоторых 
установках для культивирования микроорганизмов 
системы защиты окружающей среды от ферментаци-
онных выбросов практически отсутствуют [4]. 

Известные системы защиты окружающей сре-
ды от бактериальных аэрозолей, образующихся в 
результате насыщения бульонной культуры кислоро-
дом или газообразной смесью, имеют определенные 
недостатки. Применение наиболее распространен-
ных фильтров тонкой очистки ограничено прочно-
стью, сопротивлением и нормативными значениями 
коэффициента проницаемости фильтрующего мате-
риала, а также перепадом давлений, возникающим в 
процессе работы, и повреждениями, которые тотчас 
же не всегда можно установить. Кроме того, фильтры 
тонкой очистки малоэффективны для отделения мел-
ких частиц, таких как вирусы и риккетсии, но нуж-
даются в специальной обработке (автоклавировании) 
или замене после адсорбции на их поверхности бак-
териальных клеток. А выращивание микробов в фер-
ментерах при избыточном давлении напрямую сопря-
жено с реальной биологической угрозой вследствие 
образования мельчайших бактериальных аэрозолей 
и попадания аэрозольных частиц из культурального 
сосуда в окружающую среду. Поэтому использова-
ние ФТО в условиях избыточного давления ограни-
чено и категорически недопустимо в установках при 
работе с возбудителями опасных инфекционных за-
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болеваний [1]. 
Проблема биологической безопасности процес-

сов культивирования патогенных микроорганизмов 
отчасти может быть решена за счет использования 
установок, в которых выращивание бактерий проис-
ходит в культуральном сосуде при более низком, по 
сравнению с атмосферным, давлением, а внесение 
инокулята и отбор проб биологического материала в 
процессе и по окончании работы осуществляется за 
счет создаваемой разницы давления между сосудами. 
Это обеспечивается благодаря оснащению установок 
вакуумным насосом, позволяющим регулировать 
давление воздуха, клапанами и системой очистки от-
работанного воздуха [3]. Безусловно, использование 
подобного принципа существенно снижает вероят-
ность биологической угрозы при осуществелнии 
биотехнологических процессов, однако для оценки 
эффективности очистки воздуха от образующихся 
бактериальных аэрозолей необходимы эксперимен-
тальные исследования. 

Целью исследования явилось совершенствова-
ние средств и методов защиты окружающей среды от 
бактериальных аэрозолей в установках для культиви-
рования микроорганизмов. 

Материалы и методы 

В работе использовали референтный индика-
торный штамм Serratia marcescens 9, а в заключи-
тельной серии опытов Yersinia pestis ЕВ-НИИЭГ 
из коллекционного центра Волгоградского научно-
исследовательского противочумного института, ко-
торые выращивали на питательных средах на осно-
ве перевара по Хоттингеру, рН 7,2, с содержанием 
аминного азота 120 мг% и добавлением 1 % галак-
тозы. Аппаратное культивирование осуществляли в 
лабораторной установке с объемом культурального 
сосуда 400 мл. 

Индикаторную культуру засевали в ферментер 
из расчета 108 кл/мл и выращивали глубинным ме-
тодом в условиях непрерывной аэрации в течение 
18–20 ч. Аэрацию питательной среды осуществляли 
путем подачи воздуха и перемешивания магнитной 
мешалкой. Расход используемого для аэрации возду-
ха составил 1 л/мин, что является максимальным для 
данной установки, скорость вращения мешалки – 
400 об/мин. Концентрацию биомассы в процессе ро-
ста культуры определяли с помощью стандартного 
образца мутности ГИСК им. Л.А.Та ра севича. 

Результаты и обсуждение 

Для защиты окружающей среды от бактериаль-
ных аэрозолей разработана и использована лабора-
торная установка [8], состоящая из культурального 
сосуда 1 с пробкой 2 и крышкой 3, компрессора 4, па-
трубка 5 для подачи воздуха в культуральный сосуд, 
перемешивающего устройства, включающего им-
пеллер 6 и магнитный привод 7 (рисунок). В крышку 

культурального сосуда вмонтированы цилиндриче-
ские кожухи для нагревательного элемента 8 и тер-
мистора 9, связанные с термостатирующим устрой-
ством 10; рН-электрод 11, подключенный к рН-метру 
(в комплекте установки) 12, объединенному с ком-
прессором 4 и термостатирующим устройством 10 в 
блок управления 13. В крышку вмонтированы также 
патрубки 14, 15, 16, 17, 18 соответственно для пода-
чи в культуральный сосуд корригирующих раство-
ров, внесения инокулята из инокулятора 19, отбора 
проб и выхода отработанного воздуха. Патрубок 18 
для отбора отработанного воздуха из культураль-
ного сосуда ферментера соединен с емкостями 20 с 
дезинфицирующим раствором и вакуумным насосом 
МПВ-5 (Польша) 21. Патрубки снабжены клапанами 
22, 23, 24 соответственно для регулирования внесе-
ния инокулята, отвода отработанного воздуха или от-
бора проб в пробоотборник 25, который служит так-
же и для отбора конечного продукта после окончания 
культивирования. Каждая из содержащих корригиру-
ющий раствор емкостей 26 соединена патрубками 14, 
15 с перистальтическим насосом 27, находящимся в 
блоке управления 13. В пробках емкостей 26 с корри-
гирующими растворами и инокулятора 19, а также в 
патрубке 5 для подачи воздуха в культуральный сосуд 
установлены фильтры очистки воздуха 28 на основе 
спеченных никелевых порошков, фторопласта, кера-
мики или другого пористого материала. Установка 
снабжена фабрично изготовленным и сертифициро-
ванным боксом безопасности 6БП-1-ПЖ, оборудо-
ванным автономной системой приточно-вытяжной 
вентиляции и фильтрами тонкой очистки воздуха, 
проверенными на защитную эффективность. Бокс 
безопасности 29 оснащен манометром 30, входным 
31 и выходным 32 фильтрами тонкой очистки воздуха 
соответственно, которые выполнены из того же мате-
риала, что и фильтры очистки воздуха, подаваемого в 
культуральный сосуд ферментера. Фильтр 32 являет-
ся общим для очистки воздуха из культурального со-
суда и бокса 29 и имеет регулирующее устройство 33 

Система защиты от бактериальных аэрозолей в установках  
для культивирования микроорганизмов



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 100, 2009

24

на патрубке 34, которое позволяет создавать перепад 
давления между полостью культурального сосуда и 
внутренним пространством бокса. На боковой сто-
роне бокса безопасности установлены герметичные 
разъемы электрокоммуникаций 35. Скорость воздуш-
ного потока в проеме бокса составляет 0,4–0,75 м/с, 
а разрежение в боксе – 20 мм водяного столба по от-
ношению к помещению лаборатории. 

В качестве защитной системы окружающей 
среды от ферментационных выбросов в установке 
использовали последовательно соединенные емко-
сти 20 с растворами различных дезинфицирующих 
средств, через которые барботировали отработанный 
при аэрации бульона воздух. Для абсорбции и обезза-
раживания бактериальных аэрозолей в системе уста-
новки в качестве дезинфицирующих средств были 
испытаны в регламентированных и более высоких 
концентрациях хлорамин, активированный раствор 
перекиси водорода и формальдегид, являющиеся 
табельными средствами в отношении микроорганиз-
мов I–II групп патогенности [1].

 Для бактериологического контроля воздуха 
между емкостями с дезинфицирующим раствором 
20 и выходным фильтром 32 бокса безопасности к 
вакуумному трубопроводу подключали импинжер 
36 через клапаны 37, 38, 39, представляющий кон-
трольный сосуд с 300 мл бульона Хоттингера. Воздух 
через контрольный бульон барботировали в течение 
10 мин, 30 мин, 2 ч с момента достижения бакте-
риальной культурой стационарной фазы или с на-
чала и на протяжении всего процесса выращивания 
(18–20 ч). Затем импинжер помещали на сутки в тер-
мостат при 28 °С и делали из бульона высевы на 3 
чашки с агаризованной питательной средой. Чашки 
инкубировали в течение 2 сут при 28 °С и еще 2 сут 
при комнатной температуре, ежедневно просматри-
вая на наличие характерных колоний тест-культуры. 
Каждую из проб воздуха отбирали и исследовали 
четы рехкратно. 

Контролирующие приборы, культуральный со-
суд, инокулятор и пробоотборник, а также система 
очистки воздуха помещены в бокс безопасности. 
Вне бокса безопасности расположены вакуумный 
насос, емкости с корригирующими растворами, 
магнитный привод и блок управления процессом 
культивирования. 

Установка работает следующим образом. 
Культуральный сосуд заполняют питательной средой 
с инокулятом за счет разницы давления между куль-
туральным сосудом и инокулятором, создаваемой с 
помощью вакуумного насоса. Для этого открывают 
клапаны 22 и 24, а клапан 23 оставляют закрытым. С 
помощью регулирующего устройства 33 на патруб-
ке 34 фильтра 32 перекрывают поступление воздуха 
из внутреннего пространства бокса безопасности 29, 
повышая таким образом разрежение в культураль-
ном сосуде. После перекачивания инокулята в куль-
туральный сосуд клапан 22 закрывают, а регулирую-
щее устройство приводят в исходное положение (от-

крывают). Затем в культуральный сосуд подают воз-
дух, который стерилизуется, проходя через фильтр 
28. Для обеспечения биологической безопасности 
расход воздуха, подаваемого компрессором и откачи-
ваемого вакуумным насосом, регулируют таким об-
разом, чтобы разрежение в полости культурального 
сосуда в процессе работы поддерживалось на уровне 
5 мм водяного столба. С помощью термостатирую-
щего устройства и рН-метра задают необходимые 
значения температуры и рН. Контроль рН внутри со-
суда осуществляют с помощью рН-электрода, сигнал 
с которого подается на перистальтический насос для 
подачи корригирующих растворов (0,1 М растворы 
соляной кислоты или гидрата окиси аммония), со-
гласно заданным параметрам. Перемешивание бу-
льонной культуры производят, включая магнитный 
привод мешалки. 

Отбор проб воздуха осуществляют аспираци-
он но-сорбционным методом, причем в импинжер 
воздух поступает за счет вакуумного насоса 21 при 
изменении положения клапанов 37, 38 и 39. Воздух 
барботируют через питательный бульон, открывая 
клапаны 37, 38 при закрытом клапане 39. 

Отбор проб бульонной культуры осуществляют 
путем открытия клапана 23 и закрытия клапана 24, а 
также за счет перераспределения потоков воздуха, от-
качиваемого из полости культурального сосуда и бок-
са безопасности, перекрывая регулирующее устрой-
ство 33 на патрубке 34 фильтра 32. Пробы отбирают 
из культурального сосуда в пробоотборник, который 
затем заменяют новым. После отбора проб регули-
рующее устройство и клапаны 23 и 24 приводят в 
исходное положение (клапан 24 открывают, а клапан 
23 закрывают). По окончании работы аналогичным 
образом производят перекачивание конечного про-
дукта (бульонной культуры), заменяя пробоотборник 
емкостью большего объема, отключают компрессор, 
перемешивающее устройство, термостатирующее 
устройство и рН-метр. Вакуумный насос отключают 
в последнюю очередь. 

Находящееся внутри бокса безопасности обо-
рудование помещают в металлические контейнеры 
для последующего автоклавирования. Внутренние 
поверхности бокса безопасности обрабатывают 4 % 
раствором формалина с последующей нейтрализаци-
ей его аммиаком. 

В процессе экспериментальной работы уста-
новлено, что размножение индикаторного штам-
ма Serratia marcescens при глубинном культивиро-
вании начиналось через 3–4 ч и продолжалось до 
18–20 ч с момента посева материала. При этом мак-
симальная концентрация биомассы (М) достигала  
(5–8)·109 м.к./мл, удельная скорость роста (µ) бульон-
ной культуры составила 0,27 ч–1, время генерации 
(td) – 2,57 ч, число клеточных делений (n) – 13,8. 

Степень инактивации бактериальных аэрозолей 
в процессе культивирования зависела, прежде всего, 
от используемого дезинфицирующего средства и его 
концентрации. Оказалось, что в регламентирующих 
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действующими документами концентрациях ни одно 
из испытанных дезинфицирующих средств не обе-
спечивало надежной защиты окружающей среды от 
бактериальных аэрозолей (таблица). 

Используемый в виде 3 и 6 % раствора хлора-
мин не проявлял стерилизующего эффекта, и бакте-
рии чудесной палочки обнаруживали во всех иссле-
дуемых пробах не зависимо от продолжительности 
барботирования воздуха через контрольный бульон. 
С увеличением концентрации хлорсодержащего реа-
гента до 10 % бактерии не обнаруживали лишь в от-
дельных пробах, через которые воздух барботиро-
вали в течение 10 и 30 мин. При увеличении объема 
прокачиваемого воздуха индикаторную культуру уда-
валось выделить из всех четырех отобранных проб 
контрольного бульона. 

Подобные результаты получены при оценке 
антибактериальной активности перекиси водорода. 
Разница заключалась лишь в том, что 6 % раствор этого 
дезинфектанта, по сравнению с хлорамином, обладал 
более выраженным антибактериальным действием в 
отношении штамма S. marcescens. Оснащение очист-
ной системы установки дополнительной емкостью с 
любым из двух испытанных дезинфицирующих рас-
творов в 10 % концентрации не обеспечивало полной 
инактивации бактериальных аэрозолей, хотя до по-
ловины сокращало число проб, из которых удавалось 
выделять индикаторную культуру. 

Из трех испытанных дезинфицирующих средств 
наиболее перспективным оказался формалин. 
Несмотря на то, что в 3 % концентрации этот пре-
парат не проявлял выраженной антибактериальной 
активности на аэрозоли, двукратное увеличение в 
растворе действующего вещества приводило к тому, 
что, по крайней мере, у половины из исследованных 
проб обнаружить индикаторную культуру не удава-
лось. А при сокращении времени барботирования 
воздуха от 2 ч до 30 и 10 мин бактерии выделяли 
лишь из каждой четвертой отобранной пробы кон-
трольного бульона. Более того, 10 % раствор фор-
малина уже при комнатной температуре (20–25 °С) 
обладал выраженным стерилизующим эффектом, 
что приводило к полной инактивации бактериальных 
аэрозолей на протяжении всего процесса культиви-
рования. Аналогичные данные получены при про-
ведении ограниченных опытов с 10 % формалином 

на вакцинном штамме чумного микроба, в результате 
которых иерсинии так же не удавалось выделять из 
проб контрольного бульона при барботировании воз-
духа в течение 18–20 ч.

Известно, что для обеззараживания биологиче-
ских и иных объектов используют различные дезин-
фицирующие вещества, обозначенные в норматив-
ных документах [1]. Перечень конкретных дезин-
фектантов по отношению к объектам, концентрация, 
норма расхода и способ применения определяются 
биологическими свойствами микроорганизма и, в 
первую очередь, его способностью к спорообразова-
нию в неблагоприятных условиях окружающей сре-
ды. Продолжительность обеззараживания инфици-
рованных объектов, согласно нормам, составляет не 
менее 15–30 мин, достигая в некоторых случаях 48 ч. 
Однако при барботировании воздуха, содержащего 
бактериальные частицы, контакт между микробной 
клеткой в очистной системе и дезинфицирующим 
средством в силу технологических особенностей 
существенно ниже указанного интервала времени. 
Именно это обстоятельство, по-видимому, объясняет 
в большинстве случаев низкую антибактериальную 
эффективность используемых дезинфектантов. С 
другой стороны, несмотря на кратковременное воз-
действие на клетки, 10 % раствор формалина обе-
спечивал высокую защитную эффективность уста-
новки на протяжении всего биотехнологического 
цикла. Можно предполагать, что в этих случаях пол-
ная инактивация бактерий достигалась главным об-
разом за счет высокой, по сравнению с хлорамином 
и перекисью водорода, летучести формалина, пары 
которого воздействовали на бактерии внутри трубо-
проводов за пределами очистной системы установки. 
Вместе с тем содержание формалина (по формаль-
дегиду) в очистной системе установки в начале и в 
конце культивирования практически не изменялось. 

Таким образом, использование ферментеров, по-
мещенных в бокс безопасности и оснащенных вакуум-
ным насосом, герметичными клапанами трубопрово-
дов, а также системой очистки отработанного воздуха, 
состоящей из последовательно соединенных емкостей 
с 10 % раствором формалина, обеспечивает высокую 
степень биологической безопасности и может быть 
рекомендовано для глубинного выращивании микро-
организмов различной степени патогенности. 

Эффективность инактивации бактериальных аэрозолей в установке для культивирования микроорганизмов  
при выращивании S. marcescens

Продолжительность  
барботирования воздуха  

через контрольный бульон

Объем  
прокаченного 

воздуха, л

Используемый дезинфектант

хлорамин, % перекись водорода, % формалин, %

3 6 10 3 6 10 3 6 10

10 мин 10 100* 100 75 100 75 75 100 25 0

30 мин 30 100 100 75 100 75 75 100 25 0

2 ч 120 100 100 100 100 100 100 100 50 0

18–20 ч 1080–1200 - - - - - - - - 0

Обозначения: *) – число проб (в %), в которых обнаружена индикаторная культура; (–) – исследования не проводились.
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Presented is propagator equipped with environmental protection system 
against fermentation releases. The unit supplied with vacuum pump, airproof 
pipeline valves and a series of sequentially connected tanks with disinfectant 
solutions is placed in a safety box. Shown are the experimental data on com-
parative evaluation of inactivation properties of authorized decontamination 
materials as for bacterial aerosols at submerged cultivation of germs.
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