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МИКРООРГАНИЗМОВ I–II ГРУПП ПАТОГЕННОСТИ 
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ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт» Роспотребнадзора,  
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 Показано наличие единичных клеток патогенов высушиваемого образца в смывах, взятых с по-
верхностей камеры сублимационных установок после завершения лиофилизации, что может 
повлечь за собой возможность выброса в виде аэрозоля жизнеспособных клеток лиофилизируемых 
микроорганизмов и привести к созданию аварийной ситуации, опасной для персонала. Предло-
жено использовать дополнительное изолирующее оборудование – ламинарное укрытие, оснащен-
ное HEPA-фильтрами класса H14, назначением которого является обеспечение защиты опера-
тора и окружающей среды при работе с патогенными биологическими агентами. Смывы, сде-
ланные с внутренних поверхностей ламинарного укрытия и лиофильных установок по оконча-
нии работы, давали отрицательные результаты, что сводило до минимума риск образования 
аэрозоля в помещении бактериологического бокса. Подобраны средства индивидуальной защиты, 
дезинфектанты для обработки оборудования и конечного продукта, разработан алгоритм дей-
ствий персонала, что позволило существенно повысить уровень защиты от патогенов сотруд-
ников лабораторий и окружающей среды. 
Ключевые слова: лиофилизация, штаммы микроорганизмов, биологическая безопасность, тех-
нологии хранения, сублимационные установки камерного типа, ламинарное укрытие, дезин-
фектанты. 
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 The article shows the presence of pathogen single cells of a dried sample in swabs taken from the camera 
surfaces of sublimation machines after lyophilization is completed, which may entail the possibility of 
release in the form of aerosol of viable cells of lyophilized microorganisms and lead to the creation of 
dangerous to personnel emergency situation. We proposed the use of additional isolation equipment - 
laminar box equipped with H14 class HEPA filters, the purpose of which is to protect the operator and 
the environment when working with pathogenic biological agents. The swabs taken from the internal 
surfaces of the laminar box and lyophilic machines at the end of the process gave negative results, which 
minimized the aerosol formation risk in room of the bacteriological box. We selected personal protective 
equipment, disinfectants for processing equipment and the final product, developed an algorithm for 
personnel actions, which made it possible to significantly increase the level of protection against 
pathogens of laboratory staff and the environment. 
Key words: lyophilization, microorganism strains, biological safety, storage technologies, chamber-type 
sublimation machines, laminar box, disinfectants. 

 

 
Коллекционная деятельность направлена 

на сохранение и рациональное использование 
биологического разнообразия микроорганиз-
мов – возбудителей инфекционных заболева-
ний человека и животных в течение макси-
мально возможного времени. Для решения 
этих задач используют различные методы дол-
госрочной консервации штаммов [8–10, 15]. 
Одним из основных регламентированных спо-
собов консервации патогенных бактерий явля-
ется метод лиофилизации, заключающийся в 
высушивании культур под вакуумом при низ-
ких температурах. Известно, что метод лио-
фильного высушивания способствует сохра-
нению жизнеспособности различных микроор-
ганизмов в течение длительного времени. 
Многие известные бактериальные виды со-
храняют жизнеспособность после 50 лет хра-
нения в высушенном состоянии при темпера-
туре 4 °С [4, 5, 14]. Кроме того, лиофилизиро-
ванные культуры способны выдерживать без 
особых последствий и более высокие темпера-
туры, что позволяет транспортировать штам-

мы на большие расстояния без потери жизне-
способности и заявленных свойств с мини-
мальными затратами [11, 12, 18].  

В соответствии с нормативным правовым 
актом [1], работы по лиофилизации микроорга-
низмов относят к категории, связанной с воз-
можным образованием бактериальных аэрозо-
лей в воздухе, поэтому особую значимость и 
актуальность приобретают вопросы обеспече-
ния требований биологической безопасности, 
регламентирующие организацию и проведение 
данного вида работ с микроорганизмами I–II 
групп патогенности. 

Наиболее распространенными способами 
подготовки культур к хранению являются их 
сушка в ампулах на коллекторных аппаратах и 
во флаконах на лиофильных установках камер-
ного типа [7, 19]. В настоящее время высуши-
вание возбудителей инфекционных заболева-
ний I–IV групп патогенности чаще всего осу-
ществляется в современных аппаратах камер-
ного типа, позволяющих проводить весь про-
цесс замораживания–высушивания микроорга-



январь N01 (310) ЗНиСО 47 

 

эп
ид

ем
ио

ло
ги

я низмов непосредственно на полках, располо-
женных внутри изолированной камеры лио-
фильной установки, по заранее разработанной 
программе без участия оператора. Процесс 
лиофилизации в камерных сушилках во фла-
конах является экономически выгодным и 
удобным в отличие от сушилок коллекторного 
типа, т. к. дает возможность получать за один 
цикл большое количество готовых препаратов 
каждой культуры, обеспечивая тем самым по-
полнение и сохранность коллекционного фон-
да. Хранение коллекционного фонда патоген-
ных биологических агентов (ПБА) во флаконах 
обеспечивает большую безопасность в связи с 
повышенной по сравнению с ампулами проч-
ностью стекла флаконов. Также необходимо 
отметить эргономичность процесса вскрытия 
флакона по сравнению с ампулами при работе 
с лиофилизироваными культурами [6, 16]. 

Экспериментальные работы по лиофили-
зации бактериальных культур на сублимаци-
онных установках камерного типа с использо-
ванием модельных штаммов показали нали-
чие единичных клеток высушиваемого образ-
ца в смывах, взятых с поверхностей камеры 
после завершения процесса лиофилизации. 
Данный факт может повлечь за собой воз-
можность выброса в виде аэрозоля жизнеспо-
собных клеток лиофилизируемых микроорга-
низмов в помещение бактериологического 
бокса при открытии двери камеры по оконча-
нии процесса сушки и, соответственно, созда-
ние аварийной ситуации [6, 16]. В связи с 
этим необходимо определить условия приме-
нения вышеназванных аппаратов при лиофи-
лизации штаммов микроорганизмов I–II групп 
патогенности.  

Цель исследования – разработка мер 
обеспечения биологической безопасности про-
цесса консервации коллекционных штаммов 
I–II групп патогенности в лиофильных уста-
новках камерного типа Free Zone Triad Freeze 
Dry System 7400030 Labconco и Martin Christ 
Epsilon 2-6D. 

Материалы и методы. В работе были ис-
пользованы тест-штаммы Serratia marcescens 
АТСС13880, Staphylococcus aureus АТСС 25923; 
вакцинные штаммы возбудителей особо опас-
ных инфекций Yersinia pestis EB, Brucella abor-
tus 19 ВА, Francisella tularensis 15 НИИЭГ; 
Vibrio cholerae eltor О1. 

Сублимацию культур проводили в установ-
ках Free Zone Triad Freeze Dry System модель 
7400030 Labconco и Martin Christ Epsilon 2-6D, 
лиофилизация в которых происходила в изо-
лированных камерах в ручном или автомати-
ческом режиме по заранее разработанной про-
грамме. 

Подготовку патогенных микроорганизмов к 
лиофилизации (пересев, смыв бактериальной 
массы и розлив микробной взвеси во флаконы) 
проводили сотрудники в боксах микробиологи-
ческой безопасности (БМБ) II класса защиты с 
использованием СИЗ, регламентированных для 
каждого вида ПБА [1].  

Результаты исследования. В зависимости 
от характера выполняемой работы, степени ее 
опасности использовали определенные типы 
средств индивидуальной защиты (СИЗ). 

При работе с возбудителями инфекционных 
заболеваний I–II групп патогенности (чума, 
бруцеллёз, туляремия) использовали I тип СИЗ, 
обеспечивающий защиту кожных покровов 
рук, поверхности тела, лица, органов дыхания, 
органов зрения, включающий комбинезон 
(противочумный халат), капюшон, высокие ба-
хилы с защитой от промокания, полнолицевую 
маску со сменными фильтрующими элемента-
ми или фильтрующий противогаз с противо-
аэрозольной коробкой, резиновые перчатки; 
при работе с возбудителем холеры – II тип СИЗ 
(комбинезон (противочумный халат), капюшон, 
высокие бахилы, респиратор с фильтрующими 
элементами класса защиты FFP3, резиновые 
перчатки). Для персонала, выполняющего ра-
боты по лиофилизации ПБА I–IV групп, была 
апробирована защитная одежда производства 
ЗАО «Ламинарные системы», выполненная из 
микрофиламентной полиэфирной ткани со спе-
циальной отделкой, которая способствует за-
щите от биологических загрязнений и препят-
ствует проникновению инфекционных агентов. 
Конструкция одежды обеспечивает прилегание 
к телу в критических местах (по овалу лица, на 
запястьях и щиколотках), обеспечивая при этом 
свободу движения. Экспериментально было 
показано, что вышеназванная защитная одежда 
устойчива к различным дезинфектантам, под-
лежит автоклавированию, в том числе и в спо-
ровом режиме, и обеспечивает необходимый 
уровень защиты персонала от патогенов. 

В связи с тем, что в сушилках камерного 
типа пробки флаконов находятся в приоткры-
том состоянии, необходимом для обеспечения 
сублимации воды, существует вероятность 
попадания клеток высушиваемых образцов в 
пространство лиофильной камеры. Образова-
ние аэрозоля в момент открывания камеры 
после завершения сушки приводит к аварий-
ной ситуации, существенному риску для пер-
сонала и возможности внутрилабораторного 
заражения.  

С целью обнаружения жизнеспособных 
клеток сразу после окончания лиофилизации 
тест-штаммов (Serratia marcescens АТСС13880, 
Staphylococcus aureus АТСС 25923) были сде-
ланы смывы с поверхности камер. При работе 
установки Free Zone Triad Freeze Dry System 
7400030 Labconco в штатном режиме (без сбоя 
программы) отмечено отсутствие жизнеспо-
собных клеток высушиваемого образца. При 
высеве на агаровые пластины смывов с разных 
точек поверхности камеры аппарата Martin 
Christ Epsilon 2-6D вырастало от 5 до 11 коло-
ний Serratia marcescens АТСС13880 и от 2 до 6 
колоний Staphylococcus aureus АТСС 25923.  

Было предложено использовать дополни-
тельное изолирующее оборудование, препятст-
вующее попаданию патогенных агентов в ок-
ружающую среду. 
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я С этой целью подготовлено техническое 
задание на разработку ламинарного укрытия 
для лиофильной установки для сушки ПБА I–
II групп патогенности (бокса с системой пол-
ного удаления и очистки воздуха из рабочей 
камеры). Специалистами ЗАО «Ламинарные 
системы» изготовлено по индивидуальному 
заказу изделие «БМБ-I-«Ламинар-С» (код 
180.150.01)», назначением которого является 
обеспечение защиты оператора и окружающей 
среды при работе с патогенными биологиче-
скими агентами.  

Стеклянные боковые и передние панели 
давали возможность специалистам, проводя-
щим лиофилизацию, визуально контролиро-
вать работу лиофильного аппарата, а по завер-
шении процесса встроенные перчаточные пор-
ты позволяли безопасно открывать дверцы 
лиофильных аппаратов без риска образования 
аэрозоля в помещении бактериологического 
бокса. Класс чистоты воздуха на выходе из ла-
минарного укрытия по ГОСТу [13] – А, по 
ГОСТу [17] – 5 ИСО. 

Основными характеристиками бокса явля-
ются: восходящий воздушный поток в рабочей 
камере бокса в рабочем режиме со средней 
скоростью 0,25–0,45 м/с, двухступенчатая си-
стема фильтрации на выходе (класс установ-

ленного HEPA-фильтра по ГОСТу [2] – H14, 
класс предварительного фильтра по ГОСТу [3] 
– G4), микропроцессорная система управле-
ния с шильд-панелью и ЖК-дисплеем, блоки-
ровка открытия двери при включенном венти-
ляторе, наличие встроенного бактерицидного 
облучателя.  

Все манипуляции по загрузке, выемке фла-
конов с ПБА и обработке лиофильной камеры 
проводились под защитой ламинарного укры-
тия (рис. 1). 

Сублимационные устройства Martin Christ 
Epsilon 2-6D и Free Zone Triad Freeze Dry Sys-
tem модель 7400030 Labconco поочередно по-
мещали в укрытие и проводили высушивание 
тест-штаммов. 

При работающем ламинарном укрытии по 
окончании процесса лиофилизации с помо-
щью двух встроенных перчаточных портов в 
передней двери осуществляли сброс вакуума в 
камере, закупорку флаконов и открытие двер-
цы лиофильного аппарата. Смывы, сделанные 
с внутренних поверхностей ламинарного ук-
рытия и лиофильных установок по окончании 
работы «БМБ-I-«Ламинар-С», давали отрица-
тельные результаты. Таким образом, риск об-
разования аэрозоля в помещении бактериоло-
гического бокса сводился до минимума.  

 
Рис. 1. Размещение аппарата для лиофилизации ПБА I–IV групп в ламинарном укрытии «БМБ-I-«Ламинар-С» 
Fig. 1. Placement of the machine for the lyophilization of PBA I–IV groups in the laminar box «BMS-I-«Laminar-S» 
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я С целью предупреждения возможных ава-
рий при лиофилизации микроорганизмов I–IV 
групп патогенности нами были смоделированы 
нештатные ситуации, например, перебои в 
электропитании, которые могут привести к ос-
тановке программы и прекращению процесса 
высушивания при работе аппарата Free Zone 
Triad Freeze Dry System 7400030 Labconco. Про-
ведены эксперименты с принудительным вы-
ключением электроэнергии. При дальнейшем 
восстановлении электроснабжения установле-
но, что запрограммированный цикл сушки 
восстанавливается, и процесс лиофилизации 
продолжается с этапа остановки. Однако при 
остановке процесса на некоторых циклах про-
граммы существует вероятность попадания 
клеток высушиваемых образцов в пространст-
во лиофильной камеры. При высеве смывов с 
внутренней поверхности камеры было выяв-
лено наличие единичных клеток (5–10 КОЕ) 
Serratia marcescens 20-10. Смывы с поверхно-
стей сушильного аппарата при включенном 
ламинарном укрытии давали отрицательные 
результаты. 

Следовательно, при работе сублимацион-
ной системы Labconco Free Zone Triad 7400030 
необходимо учитывать вероятность обсемене-
ния флаконов и внутренней поверхности каме-
ры. Поэтому для обеспечения биологической 
безопасности разработан алгоритм действий по 
окончании процесса высушивания. После заку-
порки флаконов под вакуумом, автоматически 
происходящей внутри камеры, выключения 
лиофильного аппарата, сброса вакуума в каме-
ре дверцы лиофильной сушки оставляли от-
крытыми при работающем ламинарном укры-
тии в течение 20–30 минут для удаления взве-
шенных частиц, затем флаконы с лиофилизи-
роваными микроорганизмами обрабатывали 
методом полного погружения в дезинфектанты, 
регламентированные для определенного вида 
микроорганизмов, например: «Биодез-экстра», 
«Эффект-Форте» – для возбудителей чумы, хо-
леры, туляремии; «Лайна-Мед» – чумы и холе-
ры, Хлорамин Б – чумы, холеры, туляремии и 
бруцеллёза. Все внутренние и внешние поверх-
ности лиофильной камеры и ламинарного ук-
рытия после окончания процесса лиофилизации 
обрабатывали 70%-м этиловым спиртом, затем 
открытую камеру аппарата обрабатывали с по-
мощью передвижного облучателя-рециркулято-
ра, помещение бактериологического бокса об-
лучали ультрафиолетом. 

Для исключения возможности сбоя в элек-
троснабжении целесообразно дополнить су-
шилку блоком бесперебойного питания доста-
точной мощности, не входящим в состав ком-
плекта сублимационных систем. 

Заключение. Таким образом, меры биоло-
гической безопасности при лиофилизации воз-
будителей инфекционных заболеваний I–II 
групп патогенности, заключающиеся в исполь-
зовании дополнительного защитного оборудо-
вания, средств индивидуальной защиты высо-
кого качества, алгоритмов действий персонала, 

позволяют существенно повысить уровень за-
щиты от патогенов сотрудников лабораторий и 
окружающей среды.  
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