
195

УДК 615.9:630*4:632.937.14

Чернышова Е. В.1, Шевляков В. В.1, Филонюк В. А.2, Богданов Р. В.1,  
Баранов С. А.1, Студеничник Т. С. 1

ТОКСИКОЛОГО-ГИГИЕНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
НОВОГО БИОПРЕПАРАТА НА ОСНОВЕ ЭНТОМОПАТОГЕННОГО 

ГРИБА BEAUVERIA BASSIANA (BALS.) VUILL. 20-08
1Республиканское унитарное предприятие «Научно-практический центр гигиены»,  

г. Минск, Республика Беларусь
2Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет»,  

г. Минск, Республика Беларусь

Аннотация. Для объективной оценки и минимизации потенциального риска влияния новых 
промышленных штаммов микроорганизмов и биопрепаратов на их основе на здоровье работни-
ков биотехнологических предприятий необходимо определение их патогенных, токсических и ток-
сигенных свойств, раздражающего и аллергического действия, которые позволят обосновать меры 
безопасности при их производстве и применении.

В унифицированных условиях экспериментального моделирования при различных путях по-
ступления в организм лабораторных животных в стандартных дозах биопрепарат на основе энто-
мопатогенного гриба Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 20-08 не вызывал гибели животных и клиниче-
ских симптомов интоксикации. По параметрам интегрального показателя патогенности при вну-
трижелудочном введении белым крысам и внутрибрюшинном введении белым мышам биопрепа-
рат отнесен к IV классу опасности. Биопрепарат не проявлял кожно-раздражающего и ирритатив-
ного действия, но обладал сильной сенсибилизирующей способностью и отнесен к 1 классу аллер-
генной опасности. Учитывая высокий риск аллергического поражения работающих с  данным 
биопрепаратом, обоснован комплекс мер, обеспечивающих гигиеническую безопасность его про-
изводства для здоровья работников.
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Введение. В лаборатории проблем восстановления, защиты и охраны лесов ГНУ «Институт 
леса НАН Беларуси» был получен энтомопатогенный гриб штамма Вeauveria bassiana (Bals.) Vuill. 
20-08 (В.b.20-08), проявляющий высокую биологическую активность против жуков короеда-типо-
графа и других насекомых-вредителей. На его основе создан новый отечественный биологический 
препарат (далее — ​БП), предназначенный для защиты хвойных насаждений (ель, сосна) от стволо-
вых вредителей (вершинный и шестизубчатый короеды, короед-типограф).

Все новые вещества и композиции, в том числе биологической природы — ​микроорганизмы-
продуценты и биологические препараты на их основе, в соответствии с законодательством перед 
опытно-промышленным производством и применением должны подвергаться токсиколого-гигие
ническим исследованиям в  объеме первичной токсикологической оценки для обоснования мер 
безопасности для здоровья контактирующих с ними работников.

Качественной характеристикой микробного производственного фактора является аллергиче-
ская активность большинства из применяемых микроорганизмов-продуцентов и микробных пре-
паратов (1–2 класс аллергенной опасности), которые как мультигетероантигены при ингаляцион-
ном поступлении в организм работников вызывают формирование гипериммунного ответа (сен-
сибилизацию), а при повышенном содержании микроорганизмов в воздухе рабочей зоны или при 
наличии у работника иммунной недостаточности (вследствие болезни, воздействия других вред-
ных факторов среды обитания) происходит нарушение адаптационно-компенсаторных возмож-
ностей системы иммунитета с формированием аллергических процессов и клинической манифе-
стации, т. е. развитие профессиональных аллергозов [1, 2].

Таким образом, микроорганизмы и препараты на их основе при их производстве и примене-
нии по назначению представляют потенциальный риск для здоровья контактирующих с ними ра-
ботников. Основными направлениями профилактики их вредного, прежде всего аллергического 
и иммунотоксического, действия на организм человека являются гигиеническое нормирование их 
содержания в воздухе рабочей зоны и соблюдение мер безопасности [2].
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На  протяжении последних 25  лет в  республиканском унитарном предприятии «Научно-
практический центр гигиены» нами были изучены около 200 новых штаммов микроорганизмов 
различной таксономической принадлежности и более 40 новых моно- и поликомпонентных ми-
кробных препаратов. Полученные научные и  методические результаты послужили основой для 
обоснования и  разработки современной методологии их гигиенического регламентирования 
и  нормирования в  воздухе рабочей зоны, включающей унифицированные оригинальные мето-
дики изучения, оценки и классифицирования по степени токсической и аллергической опасности 
[2, 3]. Это позволяет использовать их для рационального и экономичного изучения новых штам-
мов микроорганизмов и микробных препаратов, в том числе данного грибкового препарата.

При гигиенической регламентации нового биопрепарата на основе промышленных штаммов 
микроорганизмов на начальном этапе является обязательным определение его патогенных (виру-
лентных), токсических и токсигенных свойств, раздражающего и аллергического действия на ор-
ганизм, позволяющих обосновать рациональные меры профилактики вредного влияния биопре-
парата на  здоровье работников при его опытно-промышленном производстве и использовании 
по назначению [3].

Цель работы — ​дать экспериментальную токсиколого-гигиеническую оценку нового биологи-
ческого препарата на  основе энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 20-08  для 
обоснования мер гигиенической безопасности при его опытно-промышленном производстве 
и применении.

Материалы и методы. Биопрепарат на основе выделенного из природных источников штамма 
В.b.20-08 предназначен для использования в феромонных ловушках и путем опрыскивания заго-
товленной еловой древесины с целью снижения численности жуков-вредителей; представляет со-
бой сыпучую массу бежевого цвета, содержащую споры с титром 2,5 × 109 спор/г и мицелий энто-
мопатогенного гриба штамма В.b.20-08, а  также продуцируемые культурой гриба биологически 
активные вещества.

Для экспериментальных исследований использовали суспензию БП с  содержанием клеток 
и спор штамма В.b.20-08 с титром 2,1 × 109 КОЕ/см3, из которой готовили рабочую концентрацию 
1,0 × 109 спор/см3 на стерильном физиологическом растворе.

Токсиколого-гигиеническое изучение микробного препарата выполнено на лабораторных жи-
вотных трех видов (кролики, белые крысы и мыши) в соответствии с действующими техническими 
нормативными и методическими документами Министерства здравоохранения Республики Бела-
русь. Условия содержания, обращения и проведения экспериментов на лабораторных животных со-
ответствовали требованиям технических нормативных правовых актов и основывались на междуна-
родных принципах биоэтики. Экспериментальные исследования выполнялись в унифицированной 
постановке в соответствии с положениями инструкции по применению № 009-1015 [3].

Изучение патогенности БП проведено при однократном интраназальном введении биопре-
парата в  стандартных дозах белым крысам (по  1,0 × 108  спор/жив.) в  объеме по  0,1  см3 и  белым 
мышам (по 2,0 × 107 спор/жив.) по 0,02 см3, однократном внутрижелудочном введении белым кры-
сам суспензии испытуемого препарата в фактической средней дозе (3,0 × 109 спор), рассчитанной 
с учетом массы тела животных опытной группы и стандартной дозы, однократном внутрибрюш-
инном введении суспензии препарата белым мышам в средней дозе 6,06 × 108 спор, рассчитанной 
с учетом массы тела животных опытной группы и стандартной дозы (по 5,0 × 108 спор на 20 г массы 
белой мыши в опытной группе). Животным контрольных групп аналогичным образом вводился 
стерильный физиологический раствор хлорида натрия в тех же объемах. Оценку результатов изу-
чения патогенности проводили по учету летальности и выраженности клинических признаков ин-
токсикации в течение 5‑суточного срока наблюдения.

Интегральный показатель патогенности (далее — ​ИПП) рассчитывали по формуле (1):

ИПП = Д : М × 1000, (1)
где ИПП — ​относительная величина среднеcмертельной дозы испытуемого препарата в спо-

рах/кг;
Д  — ​среднеарифметическая величина фактических введенных доз препарата в  количестве 

спор на животное, рассчитываемых с учетом стандартной дозы и индивидуальной массы каждого 
животного в опытной группе;
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М — ​средняя масса тела животных опытной группы, г;
1000 — ​коэффициент пересчета на кг массы тела животного.

Для определения класса опасности препарата использовали критерии классификации опас-
ности микроорганизмов-продуцентов и микробных препаратов по степени патогенности в острых 
опытах по ИПП испытуемого препарата, спор/кг.

Определение местного раздражающего действия препарата на кожные покровы осуществляли 
нанесением на выстриженные участки кожи спины белых крыс (4 × 4 см) БП в стандартной дозе 
по 20 мкл/см2 рабочей концентрации с учетом через 16 часов видимых признаков интоксикации 
и  гибели животных, явлений раздражения и  воспаления кожных покровов на  местах апплика-
ций — ​гиперемия, отек, подтверждаемый данными инструментального измерения толщины кож-
ной складки [4].

Определение местного раздражающего действия препарата на слизистую оболочку глаза про-
водили на 3 кроликах путем инокуляции в конъюнктивальный мешок глаза животного однократно 
суспензии БП в стандартной дозе по 50 мкл, содержащей 5,0 × 107 спор. Учет и оценку ирритативного 
эффекта проводили в течение двух суток в соответствии с требованиями инструкции [5].

Определение степени сенсибилизирующей активности и аллергенной опасности БП прово-
дили путем воспроизведения гиперчувствительности замедленного типа (далее  — ​ГЗТ) методом 
ингаляционного воздействия препарата ежедневно в течение 5 дней путем интраназального введе-
ния белым крысам опытной группы суспензии препарата в  фактической дозе, рассчитываемой 
с учетом индивидуальной массы тела опытных животных, исходя из стандартной дозы по 0,1 см3 
в рабочей концентрации 1,0 × 109 спор на 180 г массы животного [2, 3].

Выявление сенсибилизации по  ГЗТ производили постановкой провокационной пробы  — ​
внутрикожным тестом опухания лапы (далее — ​ВТОЛ) путем введения в подушечку под апоневроз 
задней лапы каждого животного опытной и  контрольной групп суспензии препарата в  объеме 
по 0,06 см3 в концентрации 1,67 × 107 спор/см3 (стандартная доза 1,0 × 106 спор/жив., обычно не вы-
зывающая существенного неспецифического воспаления).

Учет результатов ВТОЛ проводили по разнице величин измерения толщины тестированной 
лапы животных обеих групп электронным микрометром до и через 24 часа после введения на ме-
сте провокационной пробы с точностью измерения до 0,001 мм. Абсолютный показатель ВТОЛ 
у каждого животного выражали в величинах 10–2 мм, а для оценки степени выраженности сенсиби-
лизации использовали интегральный показатель ВТОЛ, который определяли в баллах, согласно 
шкале, приведенной в таблице 1 приложения 2 инструкции [3].

Степень выраженности сенсибилизирующей активности БП оценивали по следующим кри-
териям: по частоте (%) положительных внутрикожных тест-реакций в баллах у опытных животных 
и уровню статистической значимости различий среднегрупповых величин интегрального показа-
теля ВТОЛ в опыте и контроле по математическому критерию t Стьюдента или критерию Манна — 
Уитни (U) и по «жесткому» непараметрическому критерию «Х» Ван дер Вардена, который учиты-
вает различие в опытной и контрольной группах по частоте проявления и величинам интеграль-
ного показателя ГЗТ в баллах у отдельных животных [2]. С учетом данных критериев определяли 
степень сенсибилизирующей способности и класс аллергенной опасности испытуемого препарата 
в соответствии со шкалой, приведенной в таблице 2 приложения 2 инструкции [3].

Результаты исследований подвергались статистической обработке общепринятыми методами 
токсико- и биометрии, параметрической и непараметрической статистики в сравнении величин 
с контролем с использованием программ Microsoft Excel и Statistica 10.

Результаты и их обсуждение. В экспериментах установлено, что однократное интраназальное 
введение суспензии БП в стандартных дозах белым крысам и белым мышам не приводило к гибели 
и клиническим проявлениям интоксикации животных опытных групп. В период наблюдения бе-
лые крысы и мыши в опыте оставались активными, охотно поедали корм и имели гладкий шерстя-
ной покров.

В условиях однократного внутрижелудочного введения суспензии испытуемого препарата бе-
лым крысам в стандартной дозе по 3,0 см3 в рабочей концентрации 1,0 × 109 спор/см3 на 180 г массы 
животного в период наблюдения не установлено летальности и клинических симптомов интокси-
кации животных в опыте. Расчетная величина ИПП биопрепарата при внутрижелудочном введе-
нии белым крысам в стандартной дозе составила 1,66 × 1010 спор/кг.
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При однократном внутрибрюшинном введении суспензии БП белым мышам в средней дозе 
6,06 × 108 спор не установлены гибель и существенные клинические признаки интоксикации жи-
вотных на  протяжении всего периода наблюдения, мыши в  опытной группе оставались актив-
ными, охотно поедали корм и имели гладкий шерстяной покров. Величина ИПП биопрепарата 
при внутрибрюшинном введении белым мышам составила 2,50 × 1010 спор/кг.

На основании отсутствия проявлений патогенных свойств БП при его однократном интрана-
зальном, внутрижелудочном и внутрибрюшинном введениях лабораторным животным было уста-
новлено, что испытанный биопрепарат не обладает токсичностью (патогенность эндотоксинов) 
и токсигенностью (патогенность экзотоксинов) для организма.

Для определения класса опасности препарата использовали критерии классификации опас-
ности микроорганизмов-продуцентов и микробных препаратов по степени патогенности в острых 
опытах по интегральному показателю патогенности испытуемого биопрепарата, спор/кг. Установ-
ленные параметры патогенности изучаемого биопрепарата по величине интегрального показателя 
патогенности при внутрижелудочном введении белым крысам и при внутрибрюшинном введении 
белым мышам позволили в  соответствии с  критериями классификационной оценки 
микроорганизмов-продуцентов [3] отнести его к IV классу опасности.

При изучении местного раздражающего действия препарата на кожные покровы на протяже-
нии всего периода наблюдения не было выявлено видимых признаков интоксикации и гибели жи-
вотных. Явления раздражения и воспаления кожных покровов (гиперемия, сухость, отек) на ме-
стах аппликаций не обнаружены, что подтверждалось данными инструментального исследования 
толщины кожной складки на  опытных участках кожи крыс через 16  часов после воздействия, 
не имевших значимых различий с таковыми на контрольных участках.

Инстилляции биопрепарата в  нижний конъюнктивальный свод глаз кроликов сразу после 
внесения вызывали у отдельных животных кратковременное рефлекторное слезотечение, прохо-
дящее спустя 3–5 минут наблюдения. В последующий период наблюдения изменений со стороны 
конъюнктивы и других структур глаза не отмечено.

Следовательно, изучаемый биопрепарат не проявляет раздражающих кожу свойств, не обла-
дает местным раздражающим (ирритативным) действием на слизистые оболочки и другие струк-
туры глаза.

Результаты тестирования при определении сенсибилизирующей способности БП после подо-
строго ингаляционного воздействия в стандартной концентрации в течение 5 дней представлены 
в таблице 1.

Таблица 1 — ​Частота и выраженность показателей провокационной пробы ВТОЛ у белых крыс 
после подострого ингаляционного воздействия биопрепаратом в стандартной концентрации

Показатели,
единицы измерения

Группы сравнения (M ± m)
контрольная группа

n = 11
опытная группа

n = 12
ГЗТ по ВТОЛ: 10–2 мм 13,2 ± 2,09 42,0 ± 3,741)

tк – 6,46
Н3) 9/11 12/12
Балл 1,00 ± 0,16 3,67 ± 0,331), 2)

Uк – 6,74
Х 7,96

1)  достоверные различия с контролем при р < 0,001 по критерию t (U);
2) достоверные различия с контролем при р < 0,01 по критерию «Х»;
3) Н — ​числитель — ​количество животных с положительными результатами ВТОЛ, знаменатель — ​всего в группе.

Провокационной внутрикожной пробой в стандартной тест-дозе БП у большинства живот-
ных контрольной группы (у 9 из 11) установлена отечно-воспалительная кожная реакция невысо-
кой интенсивности (в  среднем в  1  балл) неспецифического характера. Поскольку у  белых крыс 
опытной группы выраженность кожной реакции была в  3,2  раза выше (р  = 0,000002  по крите-
рию t), это свидетельствует об индукции в организме животных в опыте аллергической реакции.
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По интегральному показателю ВТОЛ выявлено формирование ГЗТ с выраженностью в 2–5 бал-
лов у  всех 12 белых крыс опытной группы при среднегрупповом уровне, превышающем таковой 
в контроле в 3,67 раза (р = 0,000001 по критерию U).

Следовательно, в  стандартных условиях эксперимента БП сенсибилизировал 100 % животных 
опытной группы с достоверностью различий среднеарифметических величин интегрального показа-
теля ВТОЛ в опытной и контрольной группах животных по «жесткому» статистическому показателю 
«Х» (7,96) при уровне значимости р < 0,01, что, согласно классификационным критериям [3], характе-
ризует биопрепарат как обладающий сильной сенсибилизирующей способностью и определяет его 
отнесение к 1 классу аллергенной опасности (чрезвычайно опасный производственный аллерген).

С учетом проявления при ингаляционном воздействии на организм высокой аллергенной ак-
тивности биопрепарата при его производстве и  применении следует организовать и  соблюдать 
комплекс мер, обеспечивающих гигиеническую безопасность для здоровья работающих и эколо-
гическую безопасность для окружающей среды. Обоснованы требования и  практические реко-
мендации, приведенные в  разработанном «Заключении по  токсиколого-гигиенической оценке 
биологического препарата», включающем технические и  санитарно-гигиенические меры меди-
цинской профилактики и требования гигиенической безопасности при его опытно-промышлен
ном производстве и применении.

Заключение. Из  представленных результатов экспериментальных исследований можно сде-
лать следующие выводы.

1. Биопрепарат на основе энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 20-08 в уни-
фицированных условиях экспериментального моделирования при ингаляционном, внутрижелу-
дочном и внутрибрюшинном путях поступления в организм лабораторных животных разных ви-
дов в стандартных дозах и концентрациях не вызывал гибели животных и клинических симптомов 
интоксикации. Установленные параметры интегрального показателя патогенности (ЛД50) биопре-
парата при внутрижелудочном введении белым крысам (1,66 × 1010 спор/кг) и при внутрибрюшин-
ном введении белым мышам (2,5 × 1010 спор/кг) позволили отнести его к IV классу опасности ми-
кробных препаратов (малоопасный).

2. При однократном воздействии биопрепарата в стандартных дозах на неповрежденную кожу 
и на конъюнктиву глаз лабораторных животных не выявлено кожно-раздражающего и ирритатив-
ного действия.

3. В унифицированных условиях воспроизведения сенсибилизации при подостром ингаля-
ционном воздействии на организм белых крыс биопрепаратом в стандартной концентрации и вы-
явления гиперчувствительности замедленного типа провокационным внутрикожным тестом опу-
хания лапы установлена индукция у животных сильной гиперергической кожной реакции с досто-
верностью различий в  опытной и  контрольной группах величины интегрального показателя 
специфической отечно-воспалительной реакции кожи по критерию «Х» при уровне значимости 
р < 0,01, что, согласно классификационным критериям, характеризует изучаемый биопрепарат как 
обладающий сильной сенсибилизирующей способностью — ​1 класс аллергенной опасности (чрез-
вычайно опасный производственный аллерген).

4. На основании результатов экспериментальных исследований и с учетом проявления при 
ингаляционном воздействии на организм биопрепарата высокой аллергенной активности, а сле-
довательно, наличия высокого риска аллергических реакций у работающих с данным биопрепара-
том, при его производстве и применении следует организовать и соблюдать комплекс мер, обеспе-
чивающих гигиеническую безопасность для здоровья работающих.

Сведения о НИР (наименование, регистрационный номер). Исследования проводились в рамках 
научно-исследовательской работы «Токсиколого-гигиенические исследования биопрепарата на ос-
нове энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 20-08, обоснование требований по безо
пасному производству и  применению», ГП «Научно-инновационная деятельность Национальной 
академии наук Беларуси» на  2021–2025  годы, подпрограмма 6  «Инфраструктура и  технологии для 
обеспечения адаптации лесных экосистем к неблагоприятным условиям» (Рег. № НИОКТР 20221100).
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TOXICOLOGICAL AND HYGIENIC CHARACTERISTICS OF THE NEW BIOLOGICAL 
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To objectively assess and minimize the potential risk of the impact of new industrial strains of micro-
organisms and biological products based on them on the health of workers at biotechnological enterprises, 
it is necessary to determine their pathogenic, toxic and toxigenic properties, irritant and allergic effects, 
which will be needed for justify safety measures in their production and use.

Under unified experimental modeling conditions with different routes of entry into the body of laboratory 
animals in standard doses, the biological product based on the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana 
(Bals.) Vuill. 20-08 did not cause death of animals or clinical symptoms of intoxication. According to the pa-
rameters of the integral pathogenicity index the biological product was classified as hazard class IV after intra-
gastric introduction to white rats and intraperitoneal introduction to white mice. The biological product did not 
exhibit a skin irritant or irritant effect, but had a strong sensitizing ability and was classified as class 1 allergenic 
hazard. Considering the high risk of allergic damage to those working with this biological product, a set of pre-
ventative measures has been justified to ensure the hygienic safety of its production for the health of workers.

Keywords: biological product, strain of  entomopathogenic fungus, pathogenicity, toxic properties, 
hazard class, allergenic hazard, preventative measures.
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