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Избыточное и бесконтрольное употребление антибиотиков тетрациклинового ряда в животноводстве и птицеводстве 
является причиной их токсического воздействия на организм работников предприятия. Факт опосредованного воздей-
ствия подтверждается наличием фоновых концентраций антибиотиков в моче работников объектов животноводства 
и птицеводства. Для оценки токсического действия фоновых концентраций антибиотиков при ингаляционном и пе-
роральном воздействии возникает необходимость совершенствования методических инструментов биотестирования.
Цель исследования — оценить методические возможности для биотестирования проб воды и воздуха, содержащих те-
трациклина гидрохлорид в разных концентрациях, с применением в качестве тест-объекта зелёной водоросли Chlorella 
vulgaris.
Рассмотрены основные методические аспекты оценки токсического воздействия антибиотика тетрациклиновой группы 
— тетрациклина гидрохлорида, методом биотестирования с использованием в качестве тест-объекта зелёной водорос-
ли Chlorella vulgaris. Критерием оценки токсичности являлось изменение оптической плотности культуры водоросли 
в течение суток. Обоснованы критериальные возможности применения Chlorella vulgaris в методологии биотестиро-
вания при оценке токсического действия концентраций тетрациклина гидрохлорида, содержащегося в воде и воздухе.
Токсикологические исследования показали весьма высокую корреляционную связь (R=0,99; R2=0,98; А=0,23, р=0,045) 
между показателем оптической плотности культуры водоросли и концентрацией тетрациклина гидрохлорида в воде 
в диапазоне от 0,006 до 0,1 мг/мл. Показаны методические возможности биотестирования тетрациклина гидрохлорида 
в воздухе на уровне ПДК (0,1 мг/м3) и выше.
Проведённое исследование показало, что ростовая реакция культуры зелёной водоросли Chlorella vulgaris на воздей-
ствие тетрациклина гидрохлорида позволяет разработать методический аппарат для оценки токсичности антибиотика 
в концентрациях, создаваемых в рабочих зонах на объектах животноводства и птицеводства.
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Excessive and uncontrolled use of tetracycline antibiotics in animal husbandry and poultry farming is the cause of their 
toxic effects on the body of employees of the enterprise. The fact of indirect exposure confirms the presence of background 
concentrations of antibiotics in the urine of workers of livestock and poultry complexes. To assess the toxic effect of background 
concentrations of antibiotics during inhalation and oral exposure, there is a need to improve the methodological tools of 
biotesting.
The study aims to evaluate the methodological possibilities for biotesting water and air samples containing tetracycline 
hydrochloride (THC) in different concentrations using the green algae Chlorella vulgaris as a test object.
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The authors considered the main methodological aspects of assessing the toxic effect of tetracycline group antibiotic — 
tetracycline hydrochloride by bioassay using green algae Chlorella vulgaris as a test object. The criterion for assessing toxicity 
was the change in the optical density of the algae culture during the day. We have based the criteria for the use of chlorella 
vulgaris in the biotesting method for assessing the toxic effect of tetracycline hydrochloride concentrations contained in 
water and air.
Toxicological studies have shown a very high correlation (R=0.99; R2=0.98; A=0.23, p=0.045) between the indicator of the 
optical density of the algae culture and the concentration of tetracycline hydrochloride in water in the range from 0.006 to 
0.1 mg/ml. We have the methodological capabilities of biotesting tetracycline hydrochloride in air at the maximum permissible 
concentration (MPC) (0.1 mg/m3) and above.
The study showed that the growth reaction of the Chlorella vulgaris green algae culture to the effects of tetracycline hydrochloride 
makes it possible to develop a methodological apparatus for assessing the toxicity of the antibiotic in concentrations created 
in working areas at livestock and poultry facilities.
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Современный мир немыслим без использования анти-
биотиков. В некоторых секторах животноводства приме-
нение антибиотиков и как следствие воздействие их на ра-
ботающий персонал неизбежно, что подтверждается нали-
чием препаратов в моче работников в концентрациях, пре-
вышающих допустимые суточные дозы [1–4]. Животные 
и птицы выделяют часть антибиотика в неизменённом ви-
де с помётом, далее, препарат с пылью возгоняется в воз-
дух рабочей зоны [5–7]. При этом большую часть фона 
на объектах животноводства и птицеводства составляют 
антибиотики тетрациклинового ряда [8–10]. Вышепере-
численные условия способствуют распространению анти-
биотикорезистентности у работников. Для примера сле-
дует привести данные, что антибактериальная активность 
тетрациклина гидрохлорида (ТГХ) в зависимости от вида 
бактерий, как правило, проявляется в концентрациях от 
1,0 до 250 мг/л, минимальная подавляющая рост бакте-
рий концентрация составляет 0,01–30 мг/л [11], при этом 
ПДК в воде составляет 0,1 мг/л и в воздухе 0,1 мг/м3 [12].

Таким образом тетрациклин в предельно допустимых 
концентрациях способен проявлять бактериостатиче-
скую активностью относительно микробиоты человека. 
При этом оценка токсического действия ТГХ в малых 
дозах относительно растений и животных, включая че-
ловека, затруднена в связи с низкой чувствительностью 
стандартных биологических объектов (лабораторных жи-
вотных) с развитой системой детоксикации применяемых 
в токсикологии.

Поэтому для оценки биологического действия анти-
биотиков в концентрациях, создаваемых на промыш-
ленных объектах необходим поиск биологических тест-
объектов с высоким порогом чувствительности на уровне 
ПДК. В токсикологической практике наиболее чувстви-
тельными являются тест-объекты с наименее развитой си-
стемой детоксикации. Это культуры клеток животных или 
одноклеточные животные и растения. Относительно куль-
туры клеток животного происхождения следует отметить, 
что это финансово и организационно затратный инстру-
мент [13]. В противоположность животным клеточным 
культурам, биотестирование с использованием однокле-
точных животных и растений является экономически при-
оритетным и может использоваться на этапе первичных 
токсикологических скрининговых исследований.

В основу исследований заложены принципы схожести 
животной и растительной клеток в мембранном строении 
органоидов, наличие хромосомного ядра, идентичный на-
бор органелл, подобность в химическом составе, в процес-
сах непрямого деления, в функциях (биосинтез белка) и от-
ветных реакциях на токсическое воздействие со стороны 
ряда ферментных систем. Наиболее распространённым 
представителем в области экологии и токсикологии явля-
ется одноклеточная водоросль Chlorella vulgaris [14–16].

Цель исследования — оценить методические возмож-
ности для биотестирования проб воды и воздуха, содер-
жащих ТГХ в разных концентрациях, с применением в ка-
честве тест-объекта зелёной водоросли Chlorella vulgaris.
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Исследования проводились в лабораторных условиях. 
В работе использовался модельный антибиотик тетраци-
клиновой группы — тетрациклина гидрохлорид (ТГХ). 
Создание заданных концентраций ТГХ в воде осущест-
влялось методом разведения до заданной концентрации, 
в воздухе методом распыла 5% водного раствора ком-
прессионным генератором аэрозоля при температуре 
22°С в ингаляционной камере объёмом 0,2 м3 при отно-
сительной влажности воздуха 46% на момент начала рас-
пыла и 78% по окончании. Относительный объём рас-
твора, распыляемый аэрозольным генератором, составил  
0,34±0,02 мл/мин (n=6). Отбор проб воздуха осущест-
влялся аспиратором «ПУ-4Э» со скоростью 0,5  л/мин. 
Калибровка концентрации ТГХ в пробах осуществлялась 
за счёт изменения отбираемых объёмов воздуха в диапа-
зоне от 1 до 10 литров, не превышая общий отбираемый 
объём 15 литров (7,5%) в одном эксперименте. Сорбция 
ТГХ при заборе проб воздуха осуществлялась методом 
барботирования через три последовательно соединённых 
поглотителя Петри (малый). Выбор дистиллированной во-
ды в качестве поглотительного раствора позволил избе-
жать комбинированного воздействия компонентов рас-
творителя и ТГК на тест-объект Chlorella vulgaris. Расход 
при испарении поглотительного раствора за время отбора 
проб составил 1,5±0,5 мл.

Для дальнейшей стандартизации исследований каж-
дая проба поглотительного раствора доводилась до объ-
ёма 70 мл. Определение концентрации ТГХ в поглотитель-
ном растворе осуществлялось химическим методом в со-
ответствии с «Методическими указаниями на фотометри-
ческое определение тетрациклина в воздухе. 1980». Кон-
центрацию ТГХ в воздушных пробах рассчитывали исходя 
из суммарной массы вещества в пробе и объёма воздуха 
прошедшего через раствор. Биоиндикация ТГХ в поглоти-
тельном растворе осуществлялась методом биотестирова-
ния по показателю оптической плотности суспензии куль-
туры водоросли. В качестве тест-объекта использовался 
термофильный штамм одноклеточной зелёной водоросли 
Chlorella vulgaris Beijer («Европолитест», г. Москва, свиде-
тельство на тест-объект от 01.02.2022 г.). Биотестирова-
ние проводилось на комплексе оборудования «Лаборато-
рия биотестирования вод» в соответствии с требования-
ми ПНД Ф Т 14.1:2:3:4.10-04 (Т 16.1:2:2.3:3.7-04).

Статистическая обработка результатов приводилась 
при помощи программы Microsoft Excel и Statistica 10.0. 
Для описания данных использовали следующие показате-
ли: средняя арифметическая (М), ошибка средней ариф-
метической (m) и уровень достоверности (р). Оценку 

различий между выборками проводили с использованием 
t-критерия Стьюдента, так как переменные соответствова-
ли нормальному распределению. Уровень достоверности 
отличий считали значимым при (p<0,05).

Обоснование возможностей для количественной био-
индикации антибиотиков тетрациклиновой группы мето-
дом биотестирования проводилось исходя из токсическо-
го действия водных растворов ТГХ на колонию зелёной 
микроводоросли Chlorella vulgaris. Для этого была опреде-
лена ростовая реакция культуры водоросли по показателю 
оптической плотности при воздействии водных растворов 
ТГХ в концентрациях от 0,005 до 0,1 мг/мл (табл. 1).

Полученные результаты показали, что тест-реакция 
Chlorella vulgaris на воздействие ТГХ имеет дозозависимый 
характер в диапазоне концентраций от 0,005 до 0,1 мг/мл. 
Характеристики уравнения линейной регрессии (уравне-
ние 1), описывающее дозозависимый токсический эффект 
ТГХ по шкале Чеддока [18], подтверждают весьма высо-
кую корреляционную связь между концентрацией ТГК 
в водном растворе (Стхг, мг/мл) в этом диапазоне и пока-
зателем оптической плотности (ОП, %), при этом средняя 
ошибка аппроксимации характеризуется 23%.

Стгх=0,14343–0,00153×ОП          (1),

R=0,994; R2=0,988; А=0,23; р=0,045.
Для определения концентрации ТХГ в воздухе инга-

ляционной камеры проводился отбор проб воздуха на 1, 
5 и 15 минутах после окончания распыла водного раство-
ра антибиотика, при этом объёмы отбираемого воздуха 
в каждой пробе составили 1, 5 и 10 литров соответственно.

Далее проводились оценка токсического действия по-
глотительных растворов ТГХ с оценкой оптической плот-
ности суспензии водоросли Chlorella vulgaris и определе-
ние концентрации ТГХ химическим методом. По пока-
зателям оптической плотности были рассчитаны концен-
трации в соответствии с уравнением линейной регрессии. 
Результаты оценки представлены в таблице 2.

Отсутствие достоверных различий между расчётными 
значениями концентраций ТГХ в поглотительных раство-
рах, и данными, полученными в результате химического 
анализа, подтверждают эффективность применения урав-
нения линейной регрессии.

В дальнейшем, по результатам определения концен-
траций ТХГ в водных растворах, были рассчитаны массы 
антибиотика в пробах на объём 70 мл и определены кон-
центрации в воздухе ингаляционной камеры с учётом объ-
ёмов отбираемого воздуха в пробах (табл. 3).

Таблица 1 / Table 1
Показатели токсичности ТГХ для Chlorella vulgaris
Toxicity indices of TGH for Chlorella vulgaris

Концентрация ТГХ в водном  
растворе, мг/мл

Ростовая реакция культуры водорос-
ли Chlorella vulgaris

Показатель оптической плотности су-
спензии водоросли Chlorella vulgaris 

относительно контрольных значений 
M±m, % (n=6)

Контроль 100±5
0,005 отличий от контроля нет 94±4
0,01

угнетение роста культуры
87±3 *p=0,05

0,05 57±2 *p<0,01
0,1 31±2 *p<0,01

Примечание: n — количество образцов (здесь и в табл. 2, 3). Указана достоверность по сравнению с контрольной группой (*p).
Note: n — the number of samples (here and in Tables 2, 3). The reliability is indicated in comparison with the control group (*p).
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Результаты, полученные в ходе проведения исследо-
ваний, показали, что чувствительность Chlorella vulgaris 
к действию ТГХ начинается с концентрации его в водном 
растворе от 0,005 мг/мл и проявляется в виде угнетения 
роста культуры на 6%. Однако достоверно отличное от 
контрольных значений подавление роста колонии начи-
нается при воздействии 0,006 мг/мл что характеризует-
ся 90% показателем оптической плотности относительно 
контрольного значения.

Определённая закономерность легла в основу методи-
ческого инструмента при определении концентраций ТГХ 
в воздухе. Зависимость концентрации ТГХ в поглотитель-
ном растворе от объёма отбираемого воздуха и времени 
отбора позволило сформулировать основные критериаль-
ные представления о возможности применения биотести-
рования для количественной индикации ТГХ в воздухе.

Экспериментально подтверждено, что сопоставимость 
результатов определения концентрации ТГХ в пробе био-
логическим методом с результатами химического анали-
за проявляется при содержании ТГХ в водных растворах 
от 0,006 до 0,012 мг/мл и в воздухе от 0,035 до 0,84 мг/л.

Сравнительный анализ чувствительности Chlorella 
vulgaris к воздействию ТГХ показал, что она находится 
в одном диапазоне с инфузориями. Так воздействие ТГХ 
в концентрации ЕС50 — 0,014 мг/л на колонию инфузорий 
Stylonychia lemnae в течение 24 часов вызывает у 50% осо-
бей замедление темпов роста за счёт снижения активности 
антиоксидантных ферментов и повреждения клеточных 
ультраструктур. Другой вид инфузорий Stentor coeruleus 
проявляет аналогичную реакцию при воздействии ТГХ 
в концентрации EC50 — 0,008 мг/мл [19]. Многоклеточ-
ные же животные (рыбы и беспозвоночные) на 2–4 по-
рядка менее чувствительны к воздействию антибиотиков 
в водных растворах [20–21].

Ростовая реакция культуры одноклеточной водорос-
ли Chlorella vulgaris на воздействие ТГХ является дозоза-
висимой и определяется снижением оптической плотно-
сти суспензии водоросли. Изменение концентрации ТГХ 
в водном растворе от 0,006 до 0,1 мг/мл с достоверностью 
(R=0,994; R2=0,988; А=0,23) характеризуется изменением 
показателя оптической плотности суспензии водоросли от 
90 до 30% соответственно, относительно контроля (100%).

Экспериментально апробированный метод определе-
ния концентрации ТГХ в воздухе позволяет определить его 
в пределах ПДК (0,1 мг/м3). Тест-реакция в этом случае ха-
рактеризуется показателем оптической плотности суспен-
зии водоросли Chlorella vulgaris в диапазоне от 84 до 90%.

Высокая чувствительность одноклеточных водорос-
лей и инфузорий к ТГХ в концентрациях 0,006–0,012 мг/
мл позволяет расширить объём исследований по оценке 
воздействия антибиотиков в малых дозах на биологиче-
ские объекты включая человека с целью решения вопро-
сов профилактики вредного воздействия на здоровье ра-
ботников промышленности. Проведённое исследование 
также показало, что ростовая реакция культуры зелёной 
водоросли Chlorella vulgaris на воздействие ТГХ позволяет 
разработать методы его биотестирования и биоиндикации 
при попадании в воду и воздух в концентрациях от 6 мг/л 
и 0,1 мг/м3 соответственно.

Ограничения исследования. Оценка токсичности ан-
тибиотиков тетрациклинового ряда ограничена ростовой 
реакцией колонии Chlorella vulgaris. Предполагается, что 
чувствительность одноклеточных водорослей обусловлена 
конкуренцией антибиотика с водорослью за ионы магния, 
которые образуют нерастворимые в воде хелатные комплек-
сы с тетрациклином [22]. Повышение концентрации анти-
биотика в водном растворе приводит к снижению концен-
трации магния и подавлению роста культуры водоросли.

Таблица 2 / Table 2
Определение концентрации ТГХ в водных растворах проб
Determination of TGH concentration in aqueous solutions of samples

Объём отбираемого воздуха 
в пробе, л

Оптическая плотность су-
спензии водоросли Chlorella 
vulgaris относительно кон-

трольных значений M±m, %

Концентрация ТХГ, определённая в водном растворе  
пробы M±m, мг/мл

биотестирование  
(расчётная по показателю 

ОП, %) (n=6) 
Химический анализ (n=6)

1 84±3 0,015±0,0035 0,012±0,0006
5 90±2 0,006±0,0014 0,004±0,0002

10 89±2 0,007±0,0016 0,005±0,0003

Таблица 3 / Table 3
Определение концентрации ТХГ в воздухе ингаляционной камеры
Measurement of TGH concentration in the air of the inhalation chamber

Масса ТГХ в пробе 70 мл M±m, мг
Объём отбираемого 

воздуха в пробе, л

Концентрация ТГХ в воздухе ингаляционной 
камеры M±m, мг/л

Биотестирование 
(n=6)

химический анализ 
(n=6)

Биотестирование 
(n=6)

химический анализ 
(n=6)

1,05±0,240 0,84±0,042 1 1,050±0,240 0,840±0,0420
0,42±0,097 0,28±0,014 5 0,084±0,019 0,056±0,0028
0,49±0,113 0,35±0,018 10 0,049±0,011 0,035±0,0018
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