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Аннотация
Обоснование. Современной тенденцией развития сельского хозяйства яв-

ляется его экологизация за счет использования микроорганизмов, обладаю-
щих комплексом полезных свойств (антагонистическая активность, продукция 
ферментов и пр.). Важным критерием отбора для включения микробов в со-
став биопрепаратов является их безопасность.

Цель. Настоящее исследование направлено на изучение безопасности при-
родных штаммов Bacillus spp., обладающих ценными биотехнологическими 
свойствами.

Материалы и методы. Объектами исследования были 10 штаммов бацилл 
из коллекции Инжинирингового центра «Промбиотех» АлтГУ. Для штаммов 
определены: способность к продукции ферментов патогенности классически-
ми микробиологическими методами (гемолитическая, фосфатазная, лецити-
назная и рибонуклеазная активности), профиль генов синтеза энтеротоксинов 
и цереулидсинтетазы рвотного токсина (cytK, hblC, entFM, nheA, ces) с помо-
щью тест-системы ПЦР-РВ, а также проведена оценка токсичности изучаемых 
штаммов бацилл на мышиной модели.

Результаты. Все изучаемые штаммы Bacillus spp. проявили как мини-
мум одну энзиматическую активность (РНК-азную). Для видов B. pumilus, B. 
toyonensis и штамма B. licheniformis 6 выявили 3 положительных фермента-
тивных теста из 4 (кроме лецитиназы). По данным ПЦР–РВ для всех исследу-
емых штаммов по пяти генам токсинов был получен отрицательный результат. 
Это подтвердилось в исследованиях in vivo, так как у подопытных мышей от 
действия супернатантов всех исследуемых штаммов Bacillus spp. не зафикси-
ровали острый токсический эффект.
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Заключение. Исследованные штаммы рода Bacillus не относятся к потен-
циальным возбудителям пищевых токсикоинфекций человека и животных, так 
как не продуцируют энтеротоксины и цереулид, а также не проявляют токси-
ческих свойств на мышиной модели. 
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Abstract
Background. The modern trend in the agriculture development is its greening 

through the use of microorganisms that have a range of useful properties (antag-
onistic activity, enzyme production, etc.). An important selection criterion for the 
inclusion of microbes in the composition of biopreparations is their safety.

Purpose. The present study aimed to investigate the safety of Bacillus spp. nat-
ural strains that possessing valuable biotechnological properties.

Material and methods. The objects of the study were 10 bacillus strains from 
the collection of the Engineering Center “Prombiotech” ASU. The strains were test-
ed for: the ability to produce pathogenicity enzymes using classical microbiological 
methods (hemolytic, phosphatase, lecithinase and ribonuclease activity), the profile 
of genes synthesizing enterotoxins and cereulide synthetase of emetic toxin (cytK, 
hblC, entFM, nheA, ces) using the real-time PCR test system, and the ability of the 
studied bacillus strains toxicity on a mouse model.

Results. All the studied Bacillus spp. strains showed at least one enzymatic ac-
tivity (RNAase). For the species B. pumilus, B. toyonensis and the B. licheniformis 
6 strain, 3 out of 4 positive enzymatic tests were detected (except for lecithinase). 
According to the real-time PCR data, all the studied strains showed a negative re-
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sult for five toxin genes. This was confirmed in vivo, since no acute toxic effect was 
recorded in the experimental mice from the action of the all the studied Bacillus 
spp. strains supernatants.

Conclusion. The studied genus Bacillus strains do not belong to potential patho-
gens of food poisoning in humans and animals, since they do not produce entero-
toxins and cereulide, and do not exhibit toxic properties in a mouse model.
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Введение
Достижения микробной биотехнологии активно используются в сель-

ском хозяйстве, пищевом производстве, ветеринарии и медицине, а также 
других областях народного хозяйства. Для этого применяются различные 
штаммы бактерий, грибов, вирусов, водорослей и простейших. К прока-
риотам, часто используемым в производственных целях, относятся пред-
ставители рода Bacillus, которые проявляют высокую биосинтетическую 
активность и выраженную резистентность к различным факторам среды. 
Известно более 370 видов бацилл, почти повсеместно распространенных 
по земной поверхности, а к патогенным для животных из них относятся 
многие штаммы B. anthracis, B. cereus и B. thuringiensis [20; 30]. 

При этом промышленные штаммы микроорганизмов должны селек-
тироваться не только на основании полезных технологически-ценных 
свойств (антагонистическая активность, продукция ферментов, антибио-
тиков и пр.), но и по критериям биобезопасности – факторам патогенности, 
вирулентности, аллергенности и способности к загрязнению окружающей 
среды [10; 21]. Несмотря на то, что отсутствует международный стандарт 
по оценке биобезопасности микроорганизмов, внедряющихся в биотех-
нологические цепочки, в ряде государств действуют специальные органы 
для регулирования этого вопроса. Например, в Америке под контролем 
FDA («Food and Drug Administration») создан и обновляется реестр GRAS 
(«Generally recognized as safe»), в который на данный момент включе-
но более 60 штаммов Bacillus spp. или продуктов на их основе. А EFSA 
(«European Food Safety Authority») регулярно пополняет список микроор-
ганизмов со статусом QPS («Qualified presumption of safety»), которые мож-
но использовать для производства кормов, ферментов, продуктов питания, 
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пищевых добавок и средств защиты растений. На июнь 2024 года в данном 
перечне учтены штаммы 18 видов бацилл [29; 33; 34; 37].

В России работа с микроорганизмами I-IV групп патогенности, в частно-
сти используемыми на биотехнологических производствах, осуществляется 
в соответствии с СанПиНом 3.3686-21. Формирование системы безопасно-
сти производственных штаммов подразумевает их гигиеническое норми-
рование, в основе которого лежит эмпирическое установление минимально 
действующих концентраций микробного загрязнителя и определение пре-
дельно допустимой концентрации. Например, в исследовании Шеиной и 
соавторов [14] доказана биобезопасность исследуемых промышленных 
штаммов Bacillus spp. на основании вышеизложенных критериев. 

Патогенность – это потенциальная способность микроорганизмов 
вызывать инфекционный процесс, заложенная генетически. А вирулент-
ность – степень реального проявления данной потенции. При этом даже 
внутри патогенного вида B. anthracis известны авирулентные штаммы 
[13]. Существуют различные подходы к классификации факторов патоген-
ности. В основном их подразделяют на факторы адгезии, инвазии, коло-
низации, уклонения от иммунитета и агрессии [16; 36]. В работе Tuipulotu 
et al. [19] в качестве основных факторов патогенности B. cereus выделены 
порообразующие токсины, цереулид, энтеротоксины и ферменты (гемоли-
зины, протеазы и фосфолипазы). Для B. thuringiensis характерна продук-
ция тех же токсинов, что и для вида B. cereus кроме цереулида. А клетки 
B. anthracis синтезируют сибиреязвенный экзотоксин антракс [23].

Немаловажным этапом при оценке биобезопасности штаммов Bacillus 
spp. является определение их токсичности в условиях in vivo. Для этого 
могут использоваться культуры клеток (Hep2, Vero) и животные модели 
(мыши, кролики и пр.) [23; 28].

Несмотря на то, что описанные выше виды бацилл с патогенными свой-
ствами относятся к группе Bacillus cereus, в составе данного комплекса из-
вестны и безопасные бактерии, входящие в состав зарегистрированных 
и разрешенных биопрепаратов. Например, кормовая добавка «Toyocerin» 
содержит штамм B. toyonensis BCT-7112T. Данный микроорганизм отно-
сится к безопасным, так как гены токсинов либо полностью отсутствуют 
в его геноме, либо являются нефункциональными [24]. 

Бактерии из группы B. subtilis классически воспринимаются как биоб-
езопасные, при этом в ряде исследований приведены данные о наличии у 
некоторых штаммов этих видов генов и способности к продукции токси-
нов, ранее выявляемых у представителей группы B. cereus [17; 31]. Поэто-
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му оценка всех новых штаммов рода Bacillus по критериям биологической 
безвредности перед их промышленным использованием является важным 
этапом разработки биопрепаратов. 

Цель исследования – оценить биобезопасность природных штаммов 
Bacillus spp., обладающих ценными биотехнологическими свойствами.

Материалы и методы
Используемые штаммы. В качестве объектов исследования исполь-

зовали штаммы рода Bacillus из коллекции ИЦ «Промбиотех», представ-
ленные в таблице 1. Все они выделены из объектов окружающей среды 
и задепонированы в отечественных коллекциях микроорганизмов (Все-
российской Коллекции Промышленных Микроорганизмов (ВКПМ) или 
Сетевой биоресурсной коллекции в области генетических технологий для 
сельского хозяйства (ВКСМ)), часть – запатентованы. 

Таблица 1.
Штаммы Bacillus spp., использованные в исследовании 

№ Вид и авторский 
номер

Номер штамма в коллекци-
ях (ВКПМ/ВКСМ) /номер 

патента
Полезные свойства

1 B. pumilus 4 RCAM05516/ Пат. 2797825 антагонисты к фитопато-
генным микромицетам, 
стимуляторы роста рас-
тений

2 B. pumilus 7 RCAM05517/ Пат. 2797699

3 B. pumilus 16 В-13250/ Пат. 2694522 антагонисты к патогенам 
человека и животных, 
стимуляторы роста аква-
культуры

4 B. toyonensis 15 В-13249/ Пат. 2693439

5 B. licheniformis 6 -/- антагонисты к патогенам 
человека и животных6 B. licheniformis 8 -/-

7 B. mojavensis 9 RCAM05965/ Пат. 2804275
8 B. subtilis 1/8 RCAM06733/-
9 B. atrophaeus 1 RCAM06422/-
10 B. atrophaeus 7 RCAM06423/ Пат. 2821008

Примечание: «-» – не задепонирован и/или не запатентован

В качестве положительного контроля в экспериментах использовали 
штаммы B. cereus Gnz1 B-8163 (для энтеротоксинов, определения токсично-
сти на мышиной модели) и B. cereus JL452 (В-11257) (для цереулида) из Госу-
дарственной Коллекции Патогенных Микроорганизмов (ГКПМ) «Оболенск».
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Определение ферментов патогенности. Энзиматическую активность 
определяли качественно чашечными методами на агаризованных средах со-
гласно методам, описанным ранее [1; 4; 7]. Для определения гемолитической, 
фосфатазной и лецитиназной активностей использовали среду Хоттингера с 
добавлением 5 % дефибринированной крови крупного рогатого скота, 0,001 % 
фенолфталеинфосфата натрия или 10 % желтка куриного яйца соответствен-
но. Оценку рибонуклеазной активности проводили на МПА с добавлением 
0,5, 1,0 или 2,0 мг/мл нуклеиновой кислоты (дрожжевой РНК).

Определение профиля генов синтеза энтеротоксинов и цереулидсин-
тетазы рвотного токсина (cytK, hblC, entFM, nheA, ces) по ПЦР-тест-си-
стеме. На данном этапе использовали прототип ПЦР-тест-системы, 
разработанной в ФБУН ГНЦ ПМБ [9]. ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) 
проводили с использованием термоциклера «CFX96» (Bio-Rad, США) и 
2,5х реакционной смеси для проведения ПЦР-РВ «ПЦР-Комплект» (Син-
тол, Россия) согласно инструкции производителя, с добавлением сконстру-
ированных праймеров и зондов (табл. 2). В качестве матрицы использовали 
ДНК исследуемых штаммов (5–20 нг ДНК на реакцию).

Таблица 2.
Олигонуклеотиды для выявления генов синтеза энтеротоксинов и цереулида

Название 
олигону-
клеотида

SEQ 
ID 
No.

Флюо-
рофор Последовательность 5’-3’ Детектируемый 

токсин

2cytKF 1 tctcgcacatatctatatgaatctgatgc
Цитотоксин К2cytKR 2 agttccaaatgtgtagcctggacg

2cytKZ 3 (ROX) ggtttctctcctggtatgatcgctgtt
2nheA F 4 cagggttattggttacagcagtatctacg

Негемолитический 
энтеротоксин А2nheA R 5 caattagcttcggattatattcatcaatcc

2nheA Z 6 (ROX) cttacgctaaggaggggcaaacggaagt
hblC-F2 7 ttcctcttcattacgaaaattaggtgc

Гемолизин BLhblC-R2 8 tcgtcatagccatttcttgaagtacttc

hblC-Z2 9 (FAM) cctaatcaaacaagatatgaaggaat-
ggtca

2entFM F 10 caaactggtggttcttatgttgttaacact
Энтеротоксин FM2entFM R 11 ttacaaacttaacgaagtctgcacttacgt

2entFM Z 12 (RG6) agctacatacaacgctgtaatcggtgg
cesTF 13 tgctctggtaaatggctaatcgga

ЦереулидcesTR 14 ggtcatagtatgggtgctttggcag
cesTZ 15 (FAM) cgatatcgcggtgcttctcttcca
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Разработанный прототип ПЦР-тест-системы использовали в две стадии, 
так как наличие гена не эквивалентно экспрессии соответствующего-белка. 
На первом этапе проводили детекцию соответствующих генов в ДНК, вы-
деленных из исследуемых штаммов. На второй стадии анализа выделяли из 
этих же штаммов РНК, и проводили реакцию последующей обратной транс-
крипции (с помощью наборов реагентов «РИБО-Преп» и «РЕВРЕТА-L», 
соответственно) с повторной постановкой ПЦР с полученной кДНК. Вывод 
об экспрессии целевого гена делали по превышению сигнала по соответ-
ствующему каналу над сигналом внутреннего контрольного образца, полу-
ченного благодаря наличию остаточной ДНК в препарате.

Определение токсичности супернатантов штаммов Bacillus spp. на 
мышиной модели. Надосадочные жидкости получали следующим образом: 
осуществляли посев споровой суспензии каждого штамма бацилл в 100 мл 
жидкой среды BHI (Condalab, Испания) (посевная доза – 1×104 спор на 1 
мл среды), культивирование проводили при температуре 37 °С и 120 об/
мин в течение 18 часов. Полученные культуральные жидкости центрифу-
гировали в течение 10 мин при 8000 об/мин. Супернатанты замораживали 
при температуре – 70 °С. 

Все протоколы экспериментов были одобрены комитетом по биоэти-
ке ФБУН ГНЦ ПМБ. Работы выполняли в соответствии с руководством 
и правилами Евросоюза по обращению, уходу и защите лабораторных 
животных [18] и ГОСТ 33216-2014 [8]. Животных разделили на 12 групп: 
1–10 – опытные (исследуемые штаммы), 11 – положительный контроль 
(B. cereus Gnz1 B-8163), 12 – отрицательный контроль (стерильная среда 
BHI). Заражение проводили однократно внутрибрюшинной инъекцией в 
объеме 500 мкл. Были использованы нелинейные мыши в возрасте 18–20 
дней, по три мыши на каждую группу. Наблюдение за животными прово-
дили в течение 7 дней. Выжившие животные были гуманно эвтаназиро-
ваны ингаляцией СО2. 

Результаты и обсуждение
Детекция ферментов агрессии у исследуемых штаммов рода Bacillus. 

В ходе составления профиля ферментов патогенности бацилл было уста-
новлено, что для всех штаммов характерно проявление хотя бы одного 
типа энзиматической активности (B. mojavensis 9 и B. atrophaeus 7). Мак-
симальный спектр биохимических реакций – 3 положительных теста из 4 
был отмечен для видов B. pumilus, B. toyonensis и штамма B. licheniformis 
6. Полученные результаты представлены в таблице 3.
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Таблица 3.
Продукция ферментов патогенности исследуемыми штаммами бацилл

№ Штаммы
Ферментативные активности

Гемолитическая Фосфатазная Лецитиназная РНК-ная
1 B. pumilus 4 + + - +
2 B. pumilus 7 + + - +
3 B. pumilus 16 + + - +–
4 B. toyonensis 15 + + - +–
5 B. licheniformis 6 +– + - +
6 B. licheniformis 8 + - - +
7 B. mojavensis 9 – - - +–
8 B. subtilis 1/8 + - - +–
9 B. atrophaeus 1 – + - +
10 B. atrophaeus 7 – - - +

Примечание: «+» – положительная реакция, «+–» – слабая реакция, «–» – от-
рицательная реакция

Литературные данные по ферментам патогенности у микроорганиз-
мов неоднозначны. Считается, что у пробиотических штаммов должна 
отсутствовать гемолитическая активность [26]. Например, в работе Kim 
et al. [34], для изолята B. subtilis IDCC1101, рекомендуемого для инду-
стриального применения, чашечным методом не был зафиксирован гемо-
лиз, но при этом в ходе секвенирования был обнаружен ген, кодирующий 
предполагаемую мембранную гидролазу (hlyIII). Также известно, что био-
сурфактанты бацилл, обладающие антимикробными, инсектицидными, 
эмульгирующими и низкотоксичными свойствами, способны вызывать ли-
зис кровяного агара [22]. В нашем же исследовании гемолиз не вызвали 
только 3 штамма из 10 изученных, однако выявление механизма реализа-
ции данной активности требует дополнительных исследований. 

Нуклеазная активность является одним из важных факторов патоген-
ности и генотоксичности микоплазм и энтеробактерий. При этом РНК-азы 
бацилл относят к неиммуннотоксичным. Кроме того, в последние годы ак-
тивно изучается их противоопухолевая и антивирусная активность [6; 4; 
11]. В рамках данного исследования для всех изучаемых штаммов Bacillus 
spp. была зафиксирована рибонуклеазная активность. Самые большие 
зоны деполимеризации РНК были выявлены для штаммов B. licheniformis 
6 и B. atrophaeus 1 (размер области деструкции РНК превышал зону ми-
кробного роста в 10 и 8 раз соответственно). 
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Активность фосфатаз также относится к многочисленным механиз-
мам бактериальной вирулентности. Данные ферменты участвуют в раз-
витии инфекционного процесса, вызываемого Staphylococcus aureus, 
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa и др. При этом ще-
лочные фосфатазы являются одними из ключевых внеклеточных энзи-
мов бактерий, которые используются во многих реакциях, сопряженных с 
фосфорилированием, поэтому данные ферменты широко распространены 
в природе [15; 27]. Например, в работе Сульдиной с соавторами [2] ген, ко-
дирующий фосфатазу, был детектирован у всех исследуемых штаммов B. 
subtilis. В нашем исследовании фосфатазная активность была подтвержде-
на у 6 из 10 изученных штаммов бацилл.

Лецитиназа (фосфолипаза) может участвовать в разрушении клеточ-
ных мембран, поэтому присутствие данного фермента в пищевых про-
дуктах может расцениваться как индикатор их токсичности. В качестве 
продуцентов данного энзима рассматриваются виды B. cereus, B. mycoides 
и B. thuringiensis [35]. При этом имеются литературные данные, свиде-
тельствующие, что по лецитиназному тесту можно достоверно отличить 
B. subtilis от B. cereus [5]. Однако известны и противоречивые факты. На-
пример, в работе Phelps et al. [31] ряд штаммов B. subtilis обладали положи-
тельной реакцией на лецитиназу. В нашем исследовании для всех штаммов 
бацилл установили отрицательную лецитиназную активность, даже для 
штамма B. toyonensis 15 из группы B. cereus. Хотя по литературным дан-
ным известны изоляты этого вида, которые продуцируют лецитиназу [32]. 

Выявление способности к синтезу токсинов у изучаемых штаммов 
Bacillus spp. В соответствии с полученными данными ПЦР–РВ для всех 
десяти исследуемых штаммов по пяти генам токсинов (цитотоксин К, 
негемолитический энтеротоксин А, гемолизин BL, энтеротоксин FM и 
цереулид) был получен отрицательный результат. Так как не были детек-
тированы ни соответствующие гены в ДНК изучаемых штаммов бацилл, 
ни экспрессия генов на втором этапе анализа. Поэтому положительная 
гемолитическая активность 7 из 10 штаммов рода Bacillus не может быть 
обусловлена синтезом гемолизина BL.

Для контрольных штаммов B. cereus Gnz1 B-8163 и B. cereus JL452 
В-11257 было выявлено наличие генов (cyt K, hblC, entFM, nheA и ces) 
и способность к продукции энтеротоксинов и цереулида соответствен-
но. Что подтверждает работоспособность разработанного прототипа 
ПЦР-тест-системы и отсутствие токсического потенциала у исследуемых 
штаммов Bacillus spp. Однако, согласно литературным данным, в геноме 
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бацилл могут содержаться ген/гены токсинообразования, но их экспрес-
сия при этом может не происходить [24; 31]. Поэтому для правомерного 
заключения о нетоксичности изучаемых культур необходимы исследова-
ния in vivo.

Оценка токсичности изучаемых штаммов бацилл на мышиной модели. 
В результате экспериментов установлено, что острый токсический эффект 
у подопытных мышей от действия супернатантов всех исследуемых штам-
мов Bacillus spp. отсутствует, поскольку все животные остались живы, как 
и в группе отрицательного контроля. Значимых изменений в поведении 
животных, а также при проведении визуального патоморфологического 
исследования зафиксировать не удалось. Только лёгкий отёк в месте вве-
дения.

При этом штамм B. cereus Gnz1 B-8163, продуцирующий все проверен-
ные токсины, в концентрации 1×104 спор на 1 мл среды вызвал абсолют-
ную летальность экспериментальных мышей в группе положительного 
контроля. Гибель животных в одиннадцатой группе произошла в первые 
сутки наблюдения. Среди характерных признаков наблюдались судороги 
задних конечностей в первый час после заражения, угасание двигательной 
активности. Патолого-морфологических изменений органов после вскры-
тия животных не наблюдалось. 

В соответствии с литературными данными, отсутствие токсического 
эффекта может быть зафиксировано как для представителей группы B. 
subtilis, так и комплекса B. cereus. Например, в работе Файрушина с соав-
торами [12] доказано, что штамм B. subtilis 11B не проявляет токсичности 
и токсигенности в экспериментах на белых мышах. Шеина и др. [9] уста-
новили, что штамм B. thuringiensis ssp. toumanoffi 25 не обладает общим 
токсическим действием на крыс. 

Заключение
При оценке биобезопасности микроорганизмов необходимо проводить 

исследования, опирающиеся не на один детерминант патогенности. Все 
изученные штаммы Bacillus spp. не являются этиологическими агентами 
пищевых токсикоинфекций у человека и животных, так как не синтезиру-
ют токсины CytK, NHE, HBL, EntFM и Cer. Кроме того, в исследованиях 
in vivo подтверждено отсутствие острой токсичности исследуемых бацилл 
на мышиной модели. Однако для установления механизмов гемолитиче-
ской и фосфатазной активностей культур необходимы дополнительные 
исследования. 
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