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3.5. ДЕЗИНФЕКТОЛОГИЯ

Методы лабораторных исследований и испытаний 
дезинфекционных средств для оценки 

их эффективности и безопасности
Руководство 

Р 4.2.2643-10

1. Область применения

1.1. Настоящее руководство (далее — руководство) устанавли­
вает единые методы лабораторных исследований и испытаний дез­
инфекционных средств для оценки их антимикробной, инсекти­
цидной, акарицидной, репеллентной и родентицидной активнос­
ти, эффективности и безопасности при применении в быту, в ле­
чебно-профилактических организациях и на других объектах для 
обеспечения безопасности жизни и здоровья людей, животных и 
неловреждения объектов внешней среды.

1.2. Настоящее руководство предназначено для организаций, 
учреждений, предприятий, аккредитованных испытательных цен­
тров лабораторий, органов по сертификации дезинфекционных 
средств, аккредитованных в системе аккредитации ГОСТ Р, специ­
алистов, осуществляющих исследования дезинфицирующих, сте­
рилизующих, дезинсекционных, дератизационных средств, а так­
же их субстанций (действующих веществ) в процессе их разработ­
ки, производства, применения, регистрационных и сертификаци­
онных испытаний, производственного контроля и надзора [4, 5].

1.3. Руководство разработано на основе Федерального закона от 
31.03.1999 № 52-ФЗ «О санитарно-эпидемиологическом благополу­
чии населения» [1], Федерального закона от 10.01.2002 № 23001 «Об 
охране окружающей среды» [2], Федерального закона «Основы за­
конодательства Российской Федерации об охране здоровья граж­
дан» от 22.06.1993 № 5487-1 [3], Постановления Правительства от
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04.04.2001 № 262 «О государственной регистрации отдельных видов 
продукции, представляющих потенциальную опасность для человека, 
а также отдельных видов продукции, впервые ввозимых на территорию 
Российской Федерации» [7], а также «Положения о государственного 
санитарно-эпидемиологическом нормировании», утвержденного по­
становлением Правительства Российской Федерации от 24 июля 
2000 г. № 554 [6], и других нормативных и методических показателей, 
приведенных в разделе 2 «Нормативные ссылки».

2. Нормативные ссылки

1. Федеральный закон от 31.03.1999 г. № 52-ФЗ «О санитар­
но-эпидемиологическом благополучии населения» (Собрание за­
конодательства Российской Федерации, 1999, 314, ст.1650; 2002, 
№ 1 ч.1, ст. 2; 2003, № 2, ст.167; № 27 (ч. 1), ст. 2007; 2004, № 35, 
ст. 3607; 2005, № 19, ст. 1752; 2006, № 1, ст. 10; 2007, № 1, Ст. 29; № 
27, ст. 3213; № 46, ст. 5554; М> 49, ст. 6070).

2. Федеральный закон от 10.01.2002 № 23001 «Об охране окру­
жающей среды».

3. «Основы законодательства Российской Федерации об охра­
не здоровья граждан» от 22 июня 1993 г. № 5487-1 (с изменениями 
от 2 марта 19998 г., 20 декабря 1999 г., 2 декабря 2000 г., 10 января, 
27 февраля, 30 июня 2003 г., 29 июня, 22 августа, 1,29 декабря 2004 
г., 7 марта, 21, 31 декабря 2005 г., 2 февраля 2006 г.).

4. Федеральный закон от 16.09.1998 № 158-ФЗ «О лицензиро­
вании отдельных видов деятельности».

5. Федеральный закон от 10.06.1993 № 5151-1 «О сертифика­
ции продукции и услуг».

6. «Положение о государственном санитарно-эпидемиологи­
ческом нормировании», утвержденное постановлением Правит­
ельства Российской Федерации от 24 июля 2000 г. № 554 (Собрание 
законодательства Российской Федерации, 2000, № 31, ст. 3295).

7. Постановление Правительства от 04.04.2001 № 262 «О госу­
дарственной регистрации отдельных видов продукции, представ­
ляющих потенциальную опасность для человека, а также отдель­
ных видов продукции, впервые ввозимых на территорию РоссОий- 
ской Федерации».

8. Приказ Минздрава СССР от 30.12.1983 № 1509 «О дальней­
ших мерах по совершенствованию порядка оформления разреше­
ния к медицинскому применению и передачи для промышленного 
производства новых лекарственных средств».

9. Приказ Минздрава России от 20.07.1998 № 217 «О гигиени­
ческой оценке производства, поставки и реализации продукции и 
товаров».
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10. Приказ Минздрава России от 10.11.2002 № 344 «О госуда­
рственной регистрации дезинфицирующих, дезинсекционных и 
дератизационных средств для применения в быту, в лечебно-про­
филактических учреждениях и на других объектах для обеспечения 
безопасности и здоровья людей».

11. Постановление Госстандарта России от 30.07.2002 № 64 
«Номенклатура продукции, в отношении которой законодатель­
ными актами Российской Федерации предусмотрена обязательная 
сертификация».

12. СП 3.1/3.2.558—96 «Общие требования по профилактике 
инфекционных и паразитарных заболеваний».

13. СП 3.5.3,1129—02 «Санитарно-эпидемиологические требо­
вания к проведению дератизации».

14. СП 3.5.1378—03 «Санитарно-эпидемиологические требо­
вания к организации и осуществлению дезинфекционной деятель­
ности».

15. СП 1.3.1285—03 «Безопасность работы с микроорганизма­
ми I—II групп патогенности опасности».

16. СП 3.1.1275—03 «Профилактика инфекционных заболева­
ний при эндоскопических манипуляциях».

17. СП 1.3.23-22—08 «Безопасность работы с микроорганизмами 
III—IV групп патогенности (опасности) и возбудителмипаразитарных 
болезней» с дополнениями и изменениями (СП 1.3.2518—09).

18. СанПиН 1.2.681—97 «Гигиенические требования к произ­
водству и безопасности парфюмерно-косметической продукции».

19. СанПиН 2.1.7.728—99 «Правила сбора, хранения и удале­
ния отходов лечебно-профилактических учреждений».

20. СанПиН 2.1.4.1175—02 «Гигиенические требования к ка­
честву воды нецентрализованного водоснабжения. Санитарная 
охрана источников».

21. Нормативные показатели безопасности и эффективности 
дезинфекционных средств, подлежащих контролю при проведе­
нии обязательной сертификации. 1998 г., № 01-12/75—97.

22. СанПиН 2.1.2.1188—03 «Плавательные бассейны. Гигие­
нические требования к устройству, эксплуатации и качеству воды. 
Контроль качества».

23. Нормативные показатели эффективности и безопасности 
дезинфекционных средств, утвержденные 08.03.2004.

24. ГОСТ 12.1.007—76 «ССБТ. Вредные вещества. Классифи­
кация и общие требования безопасности».

25. ГОСТ 22567.8—77 «Средства моющие синтетические. Ме­
тоды определения силиката натрия».

26. ГОСТ 8728—77 «Диметилфталат. Технические условия».
27. ГОСТ 13081—77 «Фосфид цинка. Технические условия».
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28. ГОСТ 27283—87 «Средства индивидуальные химические 
для обеззараживания воды от бактериологических средств».

29. ГОСТ 177—88 «Водорода перекись. Технические условия».
30. ГОСТ 12.1.005—88 «ССБТ. Общие санитарно-гигиеничес­

кие требования к воздуху рабочей зоны».
31. ГОСТ 29188.0—91 «Изделия парфюмерно-косметические. 

Правила приемки, отбор проб, методы органолептических иссле­
дований».

32. ГОСТ 29188.6—91 «Изделия парфюмерно-косметические. 
Газохроматографический метод определения этилового спирта».

33. ГОСТ Р 50550—93 «Товары бытовой химии. Метод опреде­
ления показателя активности водородных ионов pH».

34. ГОСТ 22567.5—93 «Средства моющие синтетические и ве­
щества поверхностно-активные. Методы определения концентра­
ции водородных ионов pH».

35. ГОСТ Р 50551—93 «Товары бытовой химии. Метод опреде­
ления активного хлора».

36. ГОСТ 18995.1—73 «Продукты химические жидкие. Методы 
определения плотности».

37. ГОСТ 18995.2—73 «Продукты химические жидкие. Методы 
определения показателя преломления».

38. ГОСТ 18995.4—73 «Продукты химические органические. 
Методы определения интервала температуры плавления».

39. ГОСТ Р 51022—97 «Методы определения анионного повер­
хностно-активного вещества».

40. ГОСТ Р 51018—97 «Методы определения неионогенного 
поверхностно-активного вещества».

41. Ратиндан. Фармакопейная статья ФС 42-330—79.
42. Определение температуры плавления. Государственная 

фармакопея СССР. XI изд., вып. 1. С. 16.
43. Определение плотности. Государственная фармакопея 
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51. Инструкция по определению бактерицидных свойств но­
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средств, предназначенных для обеззараживания различных объек­
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53. Методические указания по определению эффективности 
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ельно допустимых концентраций ПДК загрязняющих веществ в 
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65. МУ 1.1.578—96 «Требования к постановке эксперимен­
тальных исследований по обоснованию предельно допустимых
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концентраций промышленных химических аллергенов в воздухе 
рабочей зоны и атмосферы». М., 1997.

66. Методы испытаний дезинфекционных средств для оценки 
их безопасности и эффективности. Утв. М3 РФ, 1998.

67. МУ 3.1.1027—01 «Сбор, учет и подготовка к лабораторному 
исследованию кровососущих членистоногих — переносчиков воз­
будителей природно-очаговых инфекций».

68. Методические указания по дезинфекции, предстерилиза- 
ционной очистке и стерилизации изделий медицинского назначе­
ния. МУ № 287-113 от 30.12.1998.

69. МУ 1.2.1105—02 «Оценка токсичности и опасности дезин­
фицирующих средств». Утв. М3 России, 10.02.2002.

70. Методические указания по лабораторной оценке антимик­
робной активности текстильных материалов, содержащих анти­
микробные препараты. МУ от 18.11.1983 № 28-6/32.

71. МУ 3.1.1029—01 «Отлов, учет и прогноз численности мел­
ких млекопитающих и птиц в природных очагах инфекций». М., 
2002.
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инсектицидов, акарицидов, регуляторов развития и репеллентов, 
используемых в медицинской дезинсекции».
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74. МУ 3.5.2435—09 «Методы изучения и оценки спороцидной 
активности дезинфицирующих и стерилизующих средств».

75. МУ 3.5.24-31—08 «Методические указания по изучению и 
оценке вирулицидной активности дезинфицирующих средств».

76. Сборник руководящих методических материалов по токси­
колого-гигиеническим исследованиям полимерных материалов и 
изделий на их основе медицинского назначения. Утв. М3 СССР, 
1987 г. С. 85.

77. Методические указания «Оценка воздействия вредных хи­
мических соединений на кожные покровы и обоснование предель­
но допустимых уровней загрязнения кожи» от 01.11.1979 
№ 2102-79.

78. ГОСТ 9.055—75 «Ткани шерстяные. Методы лабораторных 
испытаний на устойчивость к повреждению молью». М., 1975.

79. Приказ Минздрава СССР от 06.04.1973 «Санитарные пра­
вила по устройству, оборудованию и содержанию эксперименталь­
но-биологических клиник вивариев».

80. Приказ Минздрава СССР от 10.10.1983 «Об утверждении 
нормативов затрат кормов для лабораторных животных в учрежде­
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81. МУК 4.2.10.18—01 «Санитарно-микробиологический ана­
лиз питьевой воды». М.: Минздрав России, 2001.

82. С П З.1.3.2.52—08 «Профилактика клещевого вирусного эн­
цефалита».

83. Методические рекомендации по отбору и изучению биоло­
гической активности и токсичности репеллентов. М., 1987.

84. Р 1.1.003—96 «Общие требования к построению, изложе­
нию и оформлению нормативных и методических документов сис­
темы государственного санитарно-эпидемиологического норми­
рования».

85. Методические указания по определению зоокумарина в 
тканях и крови животных, в приманках и препарате пенокумарин 
хроматографическими и спектрофотометрическими методами 
№ 1550-76.

3. Общие положения

Одними из важнейших элементов санитарно-эпидемиологи­
ческого благополучия населения страны, составляющими ее нацио­
нальную безопасность, явлются организация и неуклонное проведе­
ние комплексных мер по неспецифической профилактике и борьбе 
с возникновением и распространением случаев инфекционных, 
в т. ч. внутрибольничных, инфекций, а также паразитарных болез­
ней с помощью дезинфектологических средств прерывания путей 
передачи возбудителей инфекций через объекты внешней среды.

В комплексы профилактических и противоэпидемических мер 
по борьбе с упомянутыми инфекциями входят дезинфектологичес- 
кие технологии, включающие дезинфицирующие, стерилизую­
щие, дезинсекционные и дератизационные средства.

Дезинфектологические средства обеспечивают гибель, устра­
нение или инактивацию на/в объектах внешней среды возбудите­
лей болезней и их переносчиков (членистоногих и грызунов), т. е. 
являются биоцидными агентами и поэтому могут являться потен­
циально опасными также для людей, животных, обрабатываемых 
объектов и окружающей среды.

Безопасность для людей в связи с проведением дезинфекцион­
ных мероприятий требует, прежде всего, обеспечения высокой эф­
фективности соответствующей целевой технологии. Именно этим 
может и должно быть гарантировано предупреждение возможного 
неблагоприятного побочного эффекта — токсического воздействия 
самих дезинфекционных средств на людей и животных, поврежде­
ния обрабатываемых объектов и загрязнения окружающей среды.

В настоящее время при разработке, производстве, проведении 
регистрационных и сертификационных испытаний разрешается
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применение, хранение дезинфекционных средств, использование 
максимально безопасных химико-аналитических, микробиологи­
ческих, энтомологических, родентологических методов, регламен­
тированных официальными обязательными нормативно-методи­
ческими документами.

Унификация методов исследований и критериев оценки эф­
фективности и безопасности дезинфицирующих, стерилизующих, 
инсектицидных, акарицидных, родентицидных, репеллентных 
средств необходима для обеспечения единства требований и срав­
нимости результатов оценки дезинфекционных средств различно­
го состава, данных экспертизы при их государственной регистра­
ции, сертификации средств разных производителей, а также при 
контроле качества дезинфекционных средств в системе 
Роспотребнадзора Российской Федерации.

На основе анализа, обобщения и унификации отечественных 
методов исследований и критериев оценки эффективности и без­
опасности дезинфекционных и стерилизационных средств, а также 
гармонизации их с зарубежными стандартами подготовлено руко­
водство «Методы лабораторных исследований и испытаний 
дезинфекционных средств для оценки их эффективности и без­
опасности».

Данное руководство оформлено в соответствии с требования­
ми руководства «Общие требования к построению, изложению и 
оформлению нормативных и методических документов системы 
государственного санитарно-эпидемиологического нормирова­
ния» Р Л. 1.1001.—Р. 1.1Л 005Л996 г. [84] и на основе принятого в на­
шей стране порядка изучения дезинфекционных средств в целях 
государственной регистрации и сертификации. Оно состоит из 
восьми разделов:

1. Область применения.
2. Нормативные ссылки.
3. Общие положения.
4. Химико-аналитические методы исследований дезин­

фекционных средств.
5. Микробиологические методы исследований и крите­

рии оценки эффективности дезинфицирующих и стерилизующих 
средств.

6. Энтомологические методы исследований и критерии 
оценки эффективности дезинсекционных средств.

7. Родентологические методы исследований и критерии 
оценки эффективности дератизационных средств.

8. Методы исследований и критерии оценки токсичнос­
ти и безопасности дезинфекционных средств.
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4. Химико-аналитические методы исследований 
дезинфекционных средств

4.1. Общие положения
Химические исследования являются важнейшей составляю­

щей исследований и испытаний при создании, государственной 
регистрации, производстве, применении и сертификации дезин­
фекционных средств.

При создании дезинфекционных средств химические исследо­
вания включают:

-  синтез действующего вещества;
-  разработку рецептуры средства;
-  разработку методов анализа действующих веществ и средств;
-  установление срока годности действующих веществ и средств.
При государственной регистрации дезинфекционных средств

проводят химико-аналитические исследования с целью:
-  установления соответствия представляемых на регистрацию 

образцов дезинфекционных средств требованиям нормативной до­
кументации;

-  определения количеств средства в воздухе и на обрабатывае­
мых изделиях (санитарно-химические исследования) в случае ис­
пользования в средствах летучих и плохо смываемых компонентов, 
представляющих потенциальную опасность при их использова­
нии.

При производстве и применении дезинфекционных средств 
осуществляют контроль их качества согласно требованиям норма­
тивной документации с использованием методов химико-аналити­
ческих исследований. При использовании дезинфицирующих 
средств в пищевой промышленности для обработки оборудования, 
кроме контроля качества самих дезинфицирующих средств, хими­
ческими методами контролируют также рабочие растворы средств 
и смывные воды с обрабатываемого оборудования.

При сертификационных испытаниях дезинфекционных сред­
ств химико-аналитические испытания являются основным спосо­
бом подтверждения соответствия выпускаемого средства требова­
ниям нормативной документации, т. е. соответствия выпускаемого 
средства зарегистрированному.

Дезинфекционные средства представляют собой составы в 
различных агрегатных состояниях: жидком, твердом и газообраз­
ном, а также в виде разных форм применения.

В состав дезинфекционных средств входят действующие ве­
щества из разных классов химических соединений. Часто эти сре­
дства наряду с действующими веществами содержат функциональ-
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ные добавки (моющие компоненты, синергисты, антикоррозион­
ные добавки, растворители, регуляторы pH, красители, отдушки и 
пр.), придающие им дополнительные полезные свойства.

Поэтому для оценки качества дезинфекционных средств, по­
мимо обязательного количественного определения действующих 
веществ, необходимо оценивать также косвенные интегральные 
физико-химические показатели качества, характеризующие мно­
гокомпонентные дезинфекционные средства в целом. Особенно 
характерно и обоснованно определение физико-химических пока­
зателей для дезинфицирующих средств. Эти показатели в совокуп­
ности в определенном приближении могут служить для дополни­
тельной идентификации каждого конкретного дезинфицирующего 
средства.

Порядок определения показателей качества дезинфекцион­
ных средств следующий: сначала оценивают физико-химические 
показатели и только после полного соответствия этих показателей 
требованиям нормативной документации переходят к количест­
венному анализу действующих веществ.

Такой порядок проведения химико-аналитических исследова­
ний дезинфекционных средств обусловлен тем, что при нем осуще­
ствляется переход от менее сложных и трудоемких в исполнении 
измерений, каковыми является определение физико-химических 
параметров, к более сложным процедурам количественного опре­
деления действующих веществ. Это позволяет обнаружить несоот­
ветствие средства требованиям нормативной документации уже на 
этапе измерений физико-химических параметров без проведения 
длительных исследований по количественному определению дей­
ствующих веществ.

Контроль качества дезинфекционных средств химическими 
методами проводится с целью оценки соответствия средства требо­
ваниям нормативной документации и, следовательно, рецептуре 
средства. Вследствие этого, учитывая важную контролирующую 
функцию химических испытаний дезинфекционных средств, не­
обходимо иметь методическую базу, позволяющую получать досто­
верные результаты при их аналитических исследованиях.

4.L1. Методы определения физико-химических показателей 
дезинфекционных средств

К числу определяемых общих для всех средств показателей от­
носятся внешний вид, включающий агрегатное состояние и цвет, а 
также запах. Эти показатели определяют органолептически.

Кроме того, для характеристики жидких дезинфекционных 
средств используют такие физико-химические показатели, как во­
дородный показатель, называемый также показателем активности,
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или показателем концентрации водородных ионов pH самого 
средства или его водных растворов; плотность при 20 °С; показа­
тель преломления при 20 °С; относительную или удельную вяз­
кость. Для порошкообразных индивидуальных веществ (субстан­
ций) определяют температуру плавления и pH их водных раство­
ров. Таблетированные формы дезинфицирующих средств испыты­
вают на распадаемость и или растворимость.

При этом если указанные выше показатели качества (кроме 
водородного показателя) являются всего лишь интегральными ха­
рактеристиками многокомпонентных рецептур, величина водо­
родного показателя pH очень существенна для характеристики 
дезинфекционных средств, т. к. активность некоторых действую­
щих веществ в значительной мере зависит от величины этого пока­
зателя. В то же самое время следует иметь в виду, что величиной pH 
не следует характеризовать средства с высоким содержанием орга­
нических растворителей, в частности, для рецептур с высоким со­
держанием спиртов величина pH является условной и ее не измеря­
ют.

В связи с вышеизложенным перечень тестируемых физи­
ко-химических параметров определяется конкретно для каждого 
средства с учетом его агрегатного состояния и состава.

Органолептическую оценку, включающую визуальное опреде­
ление внешнего вида и определение запаха обонянием, можно про­
водить в соответствии с ГОСТ 27025—86 [31]. В случае избрания 
других условий оценки внешнего вида и запаха, эти условия (посу­
да и освещение — при определении внешнего вида и особые усло­
вия определения запаха) должны быть указаны в нормативной до­
кументации.

Распадаемость и растворимость таблетированных форм дезин­
фицирующих средств определяют по времени распадения и рас­
творения их в определенном объеме воды. Условия определения 
указанных показателей обычно устанавливают разработчики 
средств, при этом желательно, чтобы они были приближены к 
условиям применения этих средств.

Измерение физико-химических параметров — водородного 
показателя, плотности, показателя преломления, относительной 
или удельной вязкости, температуры плавления -  проводят в соот­
ветствии с действующими ГОСТами на методы определений и Го­
сударственной фармакопеей СССР XI издания. В частности, водо­
родный показатель определяют потенциометрически [33, 34, 46], 
плотность при 200С измеряют с помощью ареометра или пикно­
метра [36, 43], показатель преломления при 200С -  рефрактомет­
рически [37, 42], температуру плавления — термометрически 
[42, 44], вязкость — вискозиметрически [45].
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4.L2. Методы количественного определения действующих 
веществ в дезинфекционных средствах

Без контроля качества выпускаемой продукции — приемосда­
точных и сертификационных испытаний на соответствие норма­
тивной документации -  не может быть использовано ни одно дез­
инфекционное средство. При этом обязательным условием оценки 
качества дезинфекционных средств является количественное 
определение действующих веществ, обусловливающих их актив­
ность и токсичность.

Вследствие этого нормативная документация на дезинфекци­
онные средства (технические условия на отечественную и специ­
фикации на зарубежную продукцию) должна в обязательном по­
рядке включать нормы на содержание действующих веществ. Кро­
ме того, представляемые зарубежными фирмами спецификации 
должны сопровождаться описаниями методик анализа действую­
щих веществ.

Поскольку в качестве действующих веществ в дезинфекцион­
ных средствах применяются вещества из разных классов химичес­
ких соединений, для количественного определения действующих 
веществ используются разнообразные методы химического анали­
за: гравиметрические, титриметрические, фотоколориметричес- 
кие, спектрофотометрические, методы газовой — газо-адсорбци­
онной и газо-жидкостной хроматографии и высокоэффективной 
жидкостной хроматографии и др.

Методы и конкретные методики, которые могут быть исполь­
зованы для количественного определения действующих веществ в 
средствах указанного назначения, многочисленны. Все они разные 
и потому не всегда поддаются унификации. В связи с этим ниже 
приводим систематизированный и обобщенный материал по мето­
дам анализа действующих веществ из различных классов химичес­
ких соединений с описанием некоторых методик, наиболее приме­
няемых для анализа дезинфекционных средств. Приведенные ме­
тодики могут оказаться неприменимыми для многокомпонентных 
рецептур, содержащих неиндифферентные к конкретным методам 
ингредиенты. В таких случаях следует путем химических исследо­
ваний выяснить причины искажающего действия компонентов на 
результаты анализов и устранить их в рамках существующих мето­
дик или разработать новые методы анализа.

Для анализа действующих веществ в дезинфекционных сре­
дствах могут быть использованы также другие, не приведенные 
ниже методики анализа, обеспечивающие достаточную точность, 
воспроизводимость и сходимость результатов.
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В нижеследующих главах приведено описание методов анали­
за действующих веществ в дезинфицирующих, стерилизующих 
средствах, средствах для предстерилизационной очистки, дезин­
секционных (инсектицидных, акарицидных, инсектоакарицидных 
и репеллентных) и дератизационных средствах.

Приводимые ниже методы — это наиболее часто применяемые 
для контроля качества дезинфекционных средств методы анализа, 
описанные в химико-аналитических разделах инструкций по их 
применению.

4.2. Методы количественного определения действующих 
веществ в дезинфицирующих, стерилизующих средствах 

и средствах для предстерилизационной очистки
В дезинфицирующих и стерилизующих средствах действую­

щими веществами в основном являются:
-  галоидактивные (хлор-, бром- и йодакгивные соединения);
-  кислородактивные соединения (перекись водорода, ее ком­

плексы с солями, надуксусная кислота, озон);
-  альдегиды (глутаровый альдегид, глиоксаль, формальдегид, 

янтарный альдегид, орто-фталевый альдегид);
-  четвертичные аммониевые соли (алкилдиметилбензилам- 

моний хлорид, дидецилдиметиламмоний хлорид и т. п. из ряда ка­
тионных ПАВ);

-  производные гуанидина (соли полигексаметиленгуанидина, 
полигексаметиленбигуанидина и хлоргексидин биглюконат);

-  третичный алкиламин — Ы,К-бисЗ-аминопропиддодеци - 
ламин;

-  низшие жирные спирты (этиловый, изопропиловый и 
н-пропиловый);

-  фенольные соединения [2-бифенилол, 2-бензил-4-хлорфе- 
нол, 5 -хлор- 2-гидроксидифенилметан, 5 -хлор-2- (2,4-дихлорфе- 
нокси)фенол] и др.;

-  кислоты органические и неорганические;
-  щелочи;
-  метасиликат натрия и др.
В состав средств для предстерилизационной очистки входят 

моющие компоненты, содержание которых в ряде случаев также 
контролируется. Это вещества из класса анионных, неионогенных 
и катионных ПАВ, щелочи, соли щелочных металлов (в частности, 
метасиликат натрия), ферменты и др.

Для количественного определения действующих веществ, вхо­
дящих в состав дезинфицирующих, стерилизующих средств и 
средств для предстерилизационной очистки, в настоящее время 
наиболее часто применяют описанные ниже методы анализа.
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4.2. L Методы определения галоидактивных соединений 
хлорактивных, бромактивных и йодактивных

Анализ галоидактивных соединений (хлорактивных, бромак­
тивных и йодактивных) основан на определении активных галои­
дов (активного хлора, активного брома и активного йода соотве­
тственно).

Из этого класса в качестве действующих веществ дезинфици­
рующих средств в основном используют хлорактивные и йодактив- 
ные соединения.

Определение хлорактивных соединений. Анализ хлорактивных 
соединений проводят с количественным определением активного 
хлора методом йодометрического титрования.

Сущность метода заключается в титровании серноватистокис­
лым натрием (тиосульфатом натрия) свободного йода, выделяю­
щегося при взаимодействии содержащих активный хлор соедине­
ний с йодистоводородной кислотой, образующейся из йодистого 
калия в кислой среде [35].

Выполнение анализа. К навеске средства или аликвоте раствора 
навески средства, содержащим около 35 мг активного хлора, при­
бавляют 10 см3 10 %-го раствора йодистого калия, 10 см3 10 %-го 
раствора серной кислоты, перемешивая после добавления каждого 
реактива, закрывают колбу пробкой и выдерживают в темном мес­
те 3 мин.

Выделившийся йод титруют 0,1 н раствором тиосульфата на­
трия до светло-желтой окраски, прибавляют 1—2 см3 0,5 %-го рас­
твора крахмала и продолжают титровать до исчезновения синей 
окраски раствора.

Обработка результатов. Массовую долю активного хлора X в 
процентах вычисляют по формуле:

Х  =
V x  0,003545 , лл------2-------- хЮО

т
, где

V — объем раствора тиосульфата натрия концентрации 
точно с (Na2S20 3 ■ 5Н20 ) — ОД моль/дм3 (0,1 н), из­
расходованный на титрование, см3;

0,003545 — масса активного хлора, соответствующая 1 см3 рас­
твора тиосульфата натрия концентрации точно с 
(Na2S20 3 ■ 5Н20) = 0,1 моль/дм3 ОД н, г/см 3; 

ш -  масса анализируемой пробы, г.
Определение бромактивных соединений. Анализ бромактивных 

соединений проводят с количественным определением активного 
брома методом йодометрического титрования.
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Выполнение анализа. По описанной для хлорактивных соедине­
ний методике анализируют навеску или аликвоту раствора навес­
ки, содержащие около 80 мг активного брома.

Обработка результатов. Массовую долю активного брома X 
в процентах вычисляют по формуле:

т
, где

V -  объем раствора тиосульфата натрия концентрации 
точно с (Na2S20 3 • 5Н20 ) = 0,1 моль/дм3 (0,1 н), из­
расходованный на титрование, см3;

0,00799 — масса активного брома, соответствующая 1 см3 рас­
твора тиосульфата натрия концентрации точно с 
(Na2S20 3 * 5Н20 )  = 0,1 моль/дм3 0,1 н, г/см 3; 

ш — масса анализируемой пробы, г.

Определение йодактивных соединений. Для анализа йодактив- 
ных соединений также используют метод йодометрического тит­
рования. Сущность метода заключается в титровании активного 
йода раствором тиосульфата натрия.

Выполнение анализа. Навеску средства, содержащую около 
130 мг активного йода, вносят в титровальную колбу и доводят объ­
ем дистиллированной водой до 30 см3. Полученный раствор йодо- 
фора титруют ОД н раствором тиосульфата натрия в присутствии 
индикатора -  2 см3 (0,5 %-гораствора крахмала), добавляемого при 
переходе окраски в светло-желтый цвет. Иногда титрование йодак­
тивных соединений ведут в отсутствии крахмала до обесцвечива­
ния раствора.

Обработка результатов. Массовую долю активного йода X в 
процентах вычисляют по формуле:

Х = у * т ш х т
т

, где

V — объем раствора тиосульфата натрия концентрации 
точно с (Na2S20 3 ■ 5Н20 ) = ОД моль/дм3 (ОД н), из­
расходованный на титрование, см3;

0,01269 -  масса активного йода, соответствующая 1 см3 рас­
твора тиосульфата натрия концентрации точно с 
(Na2S20 3 ■ 5Н20) = 0,1 моль/дм3 ОД н, г/см 3; 

ш — масса анализируемой пробы, г.
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4.2.2 Методы определения перекисных соединений 
(перекиси водорода, ее комплексов с солями, 

надуксусной кислоты и озона)
Определение активного кислорода. Часто перекисные соедине­

ния анализируются на содержание активного кислорода.
Для количественного определения активного кислорода ис­

пользуют метод йодометрического титрования [35].
Сущность метода заключается в титровании раствором тио­

сульфата натрия свободного йода, выделяющегося при взаимоде­
йствии содержащих активный кислород соединений с йодистово­
дородной кислотой, образующейся из йодистого калия в кислой 
среде.

Выполнение анализа. Навеску средства, содержащую около 8 мг 
активного кислорода, титруют в условиях, описанных в п. 2.1, для 
йодометрического титрования хлорактивных соединений [35].

Обработка результатов. Массовую долю активного кислорода 
X в процентах вычисляют по формуле:

т
, где

V -  объем раствора тиосульфата натрия концентрации 
точно с (Na2S20 3 • 5Н20 ) = 0,1 моль/дм3 (0,1 н), из­
расходованный на титрование, см3;

0,0008 — масса активного кислорода, соответствующая 1 см3 
раствора тиосульфата натрия концентрации точно с 
(Na2S20 3 * 5Н20 ) = ОД моль/дм3 ОД н, г/см 3; 

ш — масса анализируемой пробы, г.
Методы определения перекиси водорода. Для анализа перекиси 

водорода могут быть использованы следующие объемные методы — 
перманганатометрическое, йодометрическое или периметричес­
кое титрование. В литературе описан целый ряд других методов 
анализа перекиси водорода (фотоколориметрический, спектрофо­
тометрический, полярографический и пр.).

Наиболее применяемым из указанных выше методов является 
метод перманганатометрического титрования, описанный в 
ГОСТе на перекись водорода [29].

Выполнение анализа. Навеску средства, содержащую около 
25 мг перекиси водорода, помещают в коническую колбу вмести­
мостью 250 см3, содержащую 25 см3 дистиллированной воды и 
20 см3 раствора серной кислоты (разбавление 1: 4 по объему), пе­
ремешивают и титруют ОД н раствором марганцовокислого калия 
до розовой окраски, не исчезающей в течение минуты.
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Параллельно проводят контрольный опыт в тех же условиях и с 
тем же количеством реактивов, но без добавления перекиси водо­
рода.

Обработка результатов. Массовую долю перекиси водорода 
X в процентах вычисляют по формуле:

V -V .  х0 ,00П хК
Х = --------!----------------- хЮО , где

т

V -  объем раствора марганцовокислого калия концен­
трации с (1/5 КМ п04) = 0 ,1  моль/дм3 (0,1 н), израс­
ходованный на титрование анализируемой пробы,
см3;

Vj — объем раствора марганцовокислого калия концен­
трации точно с (I/5 КМ п04) = 0,1 моль/дм3 (ОД н), 
израсходованный на контрольное титрование, см3;

0,0017 -  масса перекиси водорода, соответствующая 1 см3 
раствора тиосульфата натрия концентрации точно с 
(1/5 КМ п04) =  0,1 моль/дм3 0,1 н, г/см 3;

К — поправочный коэффициент раствора марганцово­
кислого калия концентрации с (I/5 КМ п04) = 
ОД моль/дм3 ОД н;

ш — масса анализируемой пробы, г.

Методы определения надуксусной кислоты. Надуксусная (пе- 
рок-соуксусная) кислота образуется при взаимодействии уксусной 
кислоты с перекисью водорода. Средства на ее основе получаются 
смешиванием этих компонентов, поэтому они практически всегда 
содержат перекись водорода.

Основными методами анализа систем перекись водорода-над- 
уксусная кислота являются методы последовательного перманга- 
натометрически-йодометрического и цериметрически-йодомет- 
рического титрования компонентов в одной и той же анализируе­
мой пробе. Сначала перманганатометрическим или периметричес­
ким титрованием определяют перекись водорода, после чего про­
водят йодометрическое определение надуксусной кислоты. Для 
удаления кислорода, выделяющегося при перманганатометричес­
ком и периметрическом титровании перекиси водорода, к кислому 
титруемому раствору прибавляют карбонаты натрия. Выделяю­
щийся при этом углекислый газ уносит с собой растворенный 
кислород.

Выполнение анализа. К навеске средства, содержащей перекись 
водорода и около 15 мг надуксусной кислоты, прибавляют 90 см3 
10 %-го раствора серной кислоты и проводят титрование перекиси

35



Р 4.2.2643-10

водорода 0,1 н раствором марганцовокислого калия до светло-ро­
зового окрашивания, не исчезающего в течение минуты. К оттит­
рованной пробе прибавляют 1 г карбоната или бикарбоната на­
трия, колбу взбалтывают в течение 2 мин, после чего прибавляют 
10 см310 %-го раствора йодида калия и выдерживают 10 мин в тем­
ном месте.

Выделившийся йод титруют ОД н водным раствором тиосуль­
фата натрия до светло-желтой окраски, прибавляют 1 см3 1 %-го 
водного раствора крахмала и продолжают титровать до обесцвечи­
вания раствора.

Обработка результатов. Массовую долю перекиси водорода в 
смеси ее с надуксусной кислотой вычисляют по формуле, приве­
денной выше в подразделе «Методы определения перекиси водо­
рода».

Массовую долю надуксусной кислоты X в процентах вычис - 
ляют по формуле:

Х  = Гх0,0038хЛ' х10()
т

, где

V — объем раствора тиосульфата натрия концентрации с 
(Na2S20 3 • 5Н20) = ОД моль/дм3 (ОД н), израсходо­
ванный на титрование, см3;

0,0038 — масса надуксусной кислоты, соответствующая 1 см3 
раствора тиосульфата натрия концентрации точно с 
(Na2S20 3 * 5Н20 ) = ОД моль/дм3 ОД н, г/см 3;

К — поправочный коэффициент раствора тиосульфата 
натрия концентрации с (Na2S20 3 ■ 5Н20 ) =
ОД моль/дм3 (ОД н); 

m — масса анализируемой пробы, г.

Методы определения озона. Наиболее доступны и применяемы 
в настоящее время методы количественного определения озона с 
помощью газоанализаторов.

Для анализа озона в жидких средах используют измеритель 
концентрации озона ИКО-3.

Принцип действия измерителя заключается в фотоколоримет- 
рическом определении озона по собственной полосе поглощения 
при длине волны 253,7 нм.

Диапазон измеряемой концентрации растворенного озона от 
ОД до ЗОмг/л.

Выполнение измерений проводят согласно инструкции по 
применению прибора.

Для анализа озона в воздухе могут быть использованы газоана­
лизаторы озона -  измеритель концентрации озона в газе ИКО-1,
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оптический газоанализатор озона «Циклон-5.51» и хемилюминис- 
центный газоанализатор озона модели «3.02П-Р».

Принцип действия ИКСЫ и оптического газоанализатора за­
ключается в фотоколориметрическом определении озона по собст­
венной полосе поглощения при длине волны 253,7 нм.

Диапазон измеряемых концентраций озона прибором 
ИКО-1 -  от 1 до 150 мг/л, газоанализатором «Циклон-5.51» -  от 
0 до 100 мг/м3.

Принцип действия газоанализатора озона модели «3.02П-Р» — 
в эффекте гетерогенной хемилюминисценции, возникающей в ре­
зультате экзотермической реакции озона с окисляемыми химичес­
кими веществами композиции. Интенсивность свечения компози­
ции пропорциональна концентрации озона в газовой смеси, изме­
ряется и преобразуется в цифровой сигнал, отображаемый на мо­
ниторе анализатора.

Диапазон измеряемых концентраций -  0—500 мкг/м 3.
Выполнение измерений указанными газоанализаторами озона 

проводят согласно руководствам по их эксплуатации.
Альдегиды, входящие в состав дезинфицирующих средств, 

анализируют в основном следующими методами: объемными (тит- 
риметрическими) — бисульфитным (2 варианта), сульфитным и с 
использованием гидроксиламина и гидроксиламина солянокисло­
го. В последние годы для их анализа стали использовать методы 
ГЖХ и ВЭЖХ, которые приводятся в инструкциях по применению 
дезинфицирующих средств.

Сущность бисульфитного метода заключается в образовании 
бисульфитного производного при взаимодействии альдегидов с 
бисульфитом натрия с последующим определением альдегидов ме­
тодом йодометрического титрования. В первом классическом ва­
рианте метода используется обратное титрование прибавляемого 
избытка йода раствором тиосульфата натрия. Второй вариант 
предусматривает прямое титрование раствором йода.

В основе сульфитного метода — образование при взаимодей­
ствии альдегидов с сульфитом натрия гидроокиси натрия, титруе­
мой растворами серной или соляной кислот.

При применении в анализе свободного гидроксиламина в 
спиртовой среде происходит оксимирование, и содержание альде­
гида определяется разностью объемов соляной кислоты, израсхо­
дованных на титрование в контрольном опыте и при титровании 
анализируемой пробы.

Сущность метода с использованием гидроксиламина соляно­
кислого заключается в том, что при взаимодействии альдегидов с 
ним образуются альдоксимы с выделением эквивалентного коли­
чества соляной кислоты, которая титруется раствором гидроокиси
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натрия, либо потенциометрически до pH в интервале от 3 до 4, либо 
с индикатором бромфеноловым синим.

Ниже приводится в обобщенном виде наиболее часто приме­
няемый метод количественного определения альдегидов с исполь­
зованием гидроксиламина солянокислого на примере глутарового 
альдегида.

Выполнение анализа. Навеску или аликвоту навески средства, 
содержащие около 250 мг глутарового альдегида, вносят в коничес­
кую колбу с притертой пробкой, прибавляют 10 см3 дистиллиро­
ванной воды и 0,1 см3 0,1 %-го водного раствора бромфенолового 
синего.

В случае кислой реакции полученного раствора (раствор в при­
сутствии индикатора окрашивается в желтый цвет) прибавляют 
0,5 н раствор гидроокиси натрия до появления синего окрашива­
ния. В случае щелочной реакции раствора (раствор окрашивается в 
синий цвет) прибавляют 0,5 н раствор соляной кислоты до свет­
ло-желтого окрашивания и затем 0,5 н раствор гидроокиси натрия 
до появления синего окрашивания. Затем вносят 25 см3 7 %-го вод­
ного раствора гидроксиламина солянокислого, закрывают колбу 
пробкой, оставляют на 20—30 мин при комнатной температуре, 
после чего образовавшийся раствор желтого цвета титруют 0,5 н 
раствором гидроокиси натрия до появления синего окрашивания.

Обработка результатов. Массовую долю глутарового альдеги­
да X в процентах вычисляют по формуле:

* ,L ? w r e * .£ xl(W
т

, где

V — объем раствора гидроокиси натрия концентрации с 
NaOH = 0,5 моль/дм 3 (0,5 н), израсходованный на 
титрование, см3;

0,0025 — масса глутарового альдегида, соответствующая 1 см3 
раствора тиосульфата натрия концентрации точно с 
NaOH = 0,5 моль/дм 3 (0,5 н), г/см3;

. К -  поправочный коэффициент раствора гидроокиси 
натрия концентрации с NaOH = 0,5 моль/дм 3 
(0,5 н);

m -  масса анализируемой пробы, г.
4.2,4. Методы определения четвертичных аммониевых солей
Анализ четвертичных аммониевых солей (ЧАС) из ряда катион­

ных ПАВ в дезинфицирующих средствах проводят с использовани­
ем методов двухфазного и аргентометрического титрования, фото- 
кол ориметрического, спектрофотометрического и других методов.
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В большинстве случаев для анализа ЧАС применяют методики 
анализа, основанные на методе двухфазного титрования.

Существует много вариантов метода двухфазного титрования 
ЧАС, отличающихся по величине pH титруемого раствора и по ис­
пользуемым индикаторам. Для анализа дезинфицирующих средств 
применяют щелочное и кислотное титрования с использованием 
индикаторов бромфенолового синего, метиленового голубого, 
смешанных индикаторов метиленового голубого и эозина Н, а так­
же димидиум бромида и дисульфина голубого.

В основе метода количественного определения ЧАС двухфаз­
ным титрованием лежит взаимодействие катионоактивных ЧАС с 
анионоактивным додецилсульфатом натрия.

Указанные варианты двухфазного титрования позволяют ко­
личественно определять ЧАС с большой степенью точности. Они 
описаны в технических условиях и инструкциях по применению 
дезинфицирующих средств, содержащих ЧАС.

Ниже приведена методика анализа алкилдиметилбензиламмо- 
ний хлорида методом двухфазного титрования в щелочной среде с 
использованием индикатора бромфенолового синего.

Приготовление щелочного буферного раствора с pH  1L 50 г суль­
фата натрия и 3,5 г карбоната натрия растворяют в 500 см3 дистил­
лированной воды.

Выполнение анализа. В цилиндр или коническую колбу вносят 
навеску или аликвоту раствора навески средства, содержащие око­
ло 15 мг алкилдиметилбензиламмоний хлорида, 30 см3 буферного 
раствора с pH ] 1, 20 см3 хлороформа и 8—12 капель 0,1 %-го водно­
го раствора индикатора бромфенолового синего. Титруют 0,004 н. 
раствором додецилсульфата натрия с интенсивным встряхиванием 
в закрытой емкости до появления отчетливого фиолетового окра­
шивания в верхней водной фазе.

Обработка результатов. Массовую долю алкилдиметил-бен- 
зиламмоний хлорида X в процентах вычисляют по формуле:

х  = К- - - ’00- ^ Х-А: х too 
т

, где

V -  объем раствора додецилсульфата натрия концентра­
ции с (C12H250 S 0 3Na) “  0,004 моль/дм3 (0,004 н), из­
расходованный на титрование, см3;

0,0038 — масса алкилдиметилбензиламмоний хлорида, соот­
ветствующая 1 см3 раствора додецилсульфата на­
трия концентрации точно с (C12H250 S 0 3Na) *  
0,004 моль/дм3 (0,004 н), г/см3, при средней молеку­
лярной массе ЧАС 357, г/см3;
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К -  поправочный коэффициент раствора додецилсуль- 
фата натрия концентрации с (Na2S20 3 ■ 5Н20) — 
0,1 моль/дм3 (ОД н); 

m -  масса анализируемой пробы, г.

Данный метод не избирателен в присутствии ПГМГ.
4.2.5. Методы определения производных гуанидина 
(солей полигексаметиленгуанидина гидрохлорида 

и хлоргексидина биглюконата)
Методы определения полигексаметиленгуанидин гидрохло­

рида и полигексаметиленгуанидин фосфата. В настоящее время 
для анализа солей полигексаметиленгуанидина в дезинфицирую­
щих средствах часто используют фотоколориметрический метод с 
использованием красителя эозина Н. Для анализа солей полигек­
саметиленгуанидина в составе дезинфицирующих средств разрабо­
тан также метод двухфазного титрования.

Разные модификации этих методов описаны в инструкциях по 
применению средств, содержащих соли полигексаметиленгуани­
дина.

Ниже приведен один из вариантов фотоколориметрической 
методики анализа полигексаметиленгуанидин гидрохлорида 
ПГМГ.

Данная методика может быть использована только при отсу­
тствии в составе средства других азотсодержащих органических со­
единений (ЧАС, аминов и др.).

Сущность метода заключается в фотометрическом определе­
нии оптической плотности ионных ассоциатов, образуемых в рас­
творах при взаимодействии ПГМГ с эозином Н.

Приготовление буферного раствора. Готовят два раствора:
Раствор 1 -  0,1 н водный раствор соляной кислоты с использо­

ванием фиксанала.
Раствор 2 — 0,75 г глицина и 0,59 г хлористого натрия растворя­

ют в мерной колбе вместимостью 100 см3 с доведением объема дис­
тиллированной водой до метки.

Для приготовления буферного раствора в мерную колбу вмес­
тимостью 100 см3 вносят 92,5 см3 раствора 2 и объем жидкости до­
водят до метки раствором 1. Значение pH буферного раствора дол­
жно быть 3,5 ± 0,1, что необходимо контролировать с помощью 
рН-метра.

Построение градуировочного графика. График строят в интерва­
ле концентраций от 0,4 до 1,6 мкг/см3. Для этого в мерные колбы 
вместимостью 25 см3 вносят 1, 2, 3 и 4 см3 раствора, содержащего 
10 мкг/см3 стандартного образца ПГМГ, и доводят объемы во всех
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колбах до 10 см3 прибавлением соответственно 9, 8, 7 и 6 см3 дис­
тиллированной воды. Затем прибавляют 1 см3 0,05 %-го водного 
раствора эозина Н, 10 см3 глицинового буферного раствора с 
pH 3,5 и доводят объем дистиллированной водой до метки. После 
перемешивания растворы фотометрируют относительно образца’ 
сравнения при длине волны 540 нм в кюветах с толщиной поглоща­
ющего слоя 50 мм.

Образец сравнения готовят внесением в мерную колбу вмести­
мостью 25 см310 см3 дистиллированной воды, 1 см3 0,05 %-го рас­
твора эозина Н, 10 см3 буферного раствора с доведением объема 
дистиллированной водой до метки.

Выполнение анализа. Навеску средства, содержащую 20—30 мг 
ПГМГ, разводят или растворяют в мерной колбе вместимостью 
100 см3 с доведением объема дистиллированной водой до метки.

1 см3 приготовленного раствора разводят дистиллированной 
водой в мерной колбе вместимостью 100 см3 до метки. Берут 10 см3 
раствора второго разведения, вносят в мерную колбу вместимос­
тью 25 см3 и далее прибавляют раствор эозина Н, буферный рас­
твор и проводят определение оптической плотности в указанных 
выше для построения градуировочного графика условиях.

Обработка результатов. Массовую долю ПГМГ X в процен - 
тах вычисляют по формуле:

v  CxFxPxlOO Сх2,5Х = ----------- -—  = -------- , где
mxlO^ т

С /и н  — концентрация ПГМГ, обнаруженная по градуиро­
вочному графику в анализируемой пробе, г/см3;

V — объем раствора анализируемой пробы, равный 
100 см3;

Р — кратность разведения раствора анализируемой про­
бы, равная 250 см3;

ш — масса анализируемой пробы, г.

Методы определения полигексаметиленбигуанидина гидрохлори­
да. Полигексаметиленбигуанидин гидрохлорид, называемый бигу- 
анидом, олигомером бигуанида или полигексаметиленбигуани- 
дом, может быть количественно определен фотоколориметрически 
по методике, описанной выше для солей полигексаметиленгуани- 
дина.

Кроме того, для его анализа может быть использован спектро­
фотометрический метод с проведением измерений при длине вол­
ны 233—237 нм.

Методы определения хлоргексидина биглюконата. Количествен­
ное определение хлоргексидина биглюконата в дезинфицирующих
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средствах проводят с использованием следующих методов: метода 
безводного титрования хлорной кислотой, фотоколориметричес- 
кого метода, основанного на окрашивании хлоргексидина биглю­
коната гипобромитом натрия, спектрофотометрического метода и 
метода ВЭЖХ. Описание последних двух методов дается в ряде 
инструкций по применению дезинфицирующих средств.

Приводим описание спектрофотометрического метода анали­
за хлоргексидина биглюконата.

Выполнение анализа. Навеску средства, содержащую около 1 мг 
хлоргексидина биглюконата, помещают в мерную колбу вмести­
мостью 100 см3, объем доводят дистиллированной водой до метки 
и перемешивают.

Измеряют оптическую плотность полученного раствора на 
спектрофотометре при длине волны 253 нм в кювете с толщиной 
поглощающего слоя 1 см.

В качестве раствора сравнения используют дистиллированную 
воду.

Обработка результатов. Массовую долю хлоргексидина биг­
люконата X в процентах вычисляют по формуле:

Р х Ж  
330 х т

,где

D -  оптическая плотность испытуемого раствора;
330 — удельный показатель поглощения хлоргексидин 

биглюконата;
m — масса анализируемой пробы, г.

4.2.6. Методы определения третичного алкиламина —
N^-бисЗ-аминопропилдодециламина

Для количественного определения указанного третичного ал­
киламина в дезинфицирующих средствах используют метод кис­
лотно-основного титрования, в т. ч. потенциометрическое титро­
вание в спиртовой среде. Кроме того, могут быть использованы ме­
тод неводного титрования хлорной кислотой в присутствии инди­
катора кристаллического фиолетового и метод ГЖХ.

В случае отсутствия в средствах кислых и щелочных компонен­
тов анализ третичного амина проводят описанным ниже методом 
кислотно-основного титрования в водной среде.

Сущность метода заключается в титровании амина раствором 
соляной кислоты, с которой амин реагирует с образованием соот­
ветствующей соли.
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Выполнение анализа. В титровальную колбу вносят навеску сре­
дства, содержащую около 100 мг третичного амина, доводят объем 
дистиллированной водой до 30 см3, вносят 1,0 см3 0,1 % водного 
раствора индикатора бромтимолового синего и титруют 0 Д н рас­
твором соляной кислоты до перехода синей окраски в желтую.

Обработка результатов. Массовую долю N,N-6Hc(3aMHHon- 
ропил)-додециламина (X) в процентах вычисляют по формуле;

Х  = ™ щ * * к х т
т

, где

V -  объем раствора соляной кислоты концентрации с 
НС1 = 0,1 моль/дм 3 (0,1 н), израсходованный на 
титрование, см3;

0,00998 — масса К,К-бисЗ-аминопропилдодециламина, со - 
ответствующая 1 см3 раствора соляной кислоты 
концентрации точно с НС1 = ОД моль/дм 3 (ОД н), 
г/см3;

К — поправочный коэффициент раствора соляной кис­
лоты с НС1 = 0,1 моль/дм 3 (0,1 н); 

m -  масса анализируемой пробы, г.

4,2,7. Методы определения низших жирных спиртов 
этилового, изопропилового и н-пропилового

Для анализа низших жирных спиртов каждого в отдельности и 
их смесей используют газохроматографические методы, в основе 
которых лежит метод, описанный для парфюмерно-косметических 
изделий [32].

Количественная оценка спиртов — методом «внутреннего эта­
лона», в качестве которого для этилового и изопропилового спир­
тов может быть использован н-пропиловый спирт, для н-пропило­
вого спирта — изопропиловый или этиловый спирт.

Средства измерений. Хроматограф лабораторный газовый с 
пламенно-ионизационным детектором; колонка из нержавеющей 
стали длиной 200 см и внутренним диаметром 0,3 см, насадка-по- 
лисорб-1 с частицами размером ОД—0,3 мм.

Условия хроматографирования
Газ-носитель............................................................... азот
Температура термостата........................................... 30 вС
Температура испарителя...........................................  200 °С
Температура детектора..............................................  200 °С
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Предел измерения по току, А .................................. 5 х10~ 8
Объемный расход газа-носителя, см3/м и н ........... 40
Объемный расход водорода, см3/мин * * .............. 60
Объемный расход воздуха, см3/ м и н .......................300
Скорость движения ленты самописца, мм/ч ■ * • * 240 
Объем п р о б ы ................................................ (0,6—1,0) см~3.

Определение калибровочного коэффициента. готовят две иску­
сственные смеси взвешиванием равных количеств анализируемого 
спирта и внутреннего эталона. Каждую из них хроматографируют 
10 раз.

Относительный калибровочный коэффициент рассчитывают 
по формуле:

m xS 3T 
ntэт х5

5 где

m и шэт -  массы определяемого спирта и внутреннего эталона 
с учетом чистоты, г;

s и s3T -  площади пиков определяемого спирта и внутренне­
го эталона, мм2.

Выполнение анализа. К анализируемому образцу прибавляют 
внутренний эталон в количестве, примерно равном определяемому 
компоненту. Готовят две пробы анализируемого образца и каждую 
из них хроматографируют 3 раза.

Обработка результатов. Массовую долю спирта х в процен - 
тах вычисляют по формуле:

X  =
тЭТ x S x K  

m xS 3T
xlOO , где

m -  масса анализируемого образца, г; 
т эт -  масса внутреннего эталона с учетом чистоты, г; 

s -  площадь пика определяемого спирта, мм2; 
s3T — площадь пика внутреннего эталона, мм2; 
к — относительный калибровочный коэффициент.

Для количественной оценки спиртов применяют также метод 
абсолютной градуировки.
4.2.8. Метод определения соединений фенольного ряда [2-бифенилола, 

2-бензил-4-хлорфенола, 5-хлор-2-гидроксидифенил-метана, 
5-хлор-2-2,4-дихлорфеноксифенола]и др.

Для определения о-фенилфенола, о-бензил-р-хлорфенола, 
2-фенокси-этанола, 2-феноксипропанола, 5-хлор-2(2,4-дихлор-
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фенокси)фенола триклозана в дезинфицирующих средствах мо - 
гут быть применены спектрофотометрические и хроматографичес­
кие методы в зависимости от состава и концентраций дв, а также 
вспомогательных веществ рецептурного состава средства.

Спектрофотометрические методы определения фенольных 
соединений проводят с прямым определением вещества по со­
бственному поглощению или в виде окрашенных комплексов.

Спектрофотометрический метод определения фенольных сое­
динений по собственному поглощению основан на измерении 
оптической плотности раствора средства при длине волны 
260—290 нм относительно растворителя с применением градуиро­
вочного графика или молярных и удельных коэффициентов пога­
шения.

Метод может быть применён для серийного анализа в условиях 
производства.

Метод не избирателен в присутствии компонентов рецептур­
ного состава средства, поглощающих в указанной области длин 
волн, несколько фенольных соединений при совместном прису­
тствии определяются суммарно.

Подготовка пробы к анализу зависит от рецептурного состава 
средства.

Так при определении о-фенилфенола по собственному погло­
щению в дезинфицирующем средстве на основе водного раствора 
пропилового и этилового спиртов пробу готовят разбавлением сре­
дства в этиловом спирте [21] и измеряют оптическую плотность 
при длине волны 286 нм, раствор сравнения — этиловый спирт.

При определении триклозана по собственному поглощению в 
антибактериальном туалетном мыле подготовка пробы включает 
экстракционное извлечение триклозана гексаном [22] для устране­
ния мешающего влияния компонентов рецептурного состава, из­
мерение оптической плотности проводят при длине волны 286 нм, 
раствор сравнения — гексан.

В случае совместного присутствия в дезинфицирующем сре­
дстве наряду с фенольными соединениями другого ДВ, характери­
зующегося значительно меньшими, чем у фенольных ДВ коэффи­
циентами погашения, например 2-феноксипропанола и катион­
ных ПАВ с ароматическими циклами, применяют большое разбав­
ление исследуемого раствора (от 1 : 100 до 1: 5 000) [1].

Спектрофотометрическое определение триклозана в антибак­
териальном мыле может быть проведено по поглощению окрашен­
ных продуктов его взаимодействия с 4-аминоантипирином в при­
сутствии гексацианоферрата калия при X =  490 нм [21]. При этом 
градуировочные смеси для построения градуировочного графика
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необходимо готовить путем добавления известных количеств трик- 
лозана в водный раствор такого мыла, не содержащего триклозан.

При использовании градуировочного графика в координатах 
«оптическая плотность — содержание вещества в аликвотной части 
раствора, мкг» массовую долю определяемого ДВ (X, %) вычисля­
ют по формуле общего вида:

Х  =
ах10~3 хК,

хЮО
т

, где

а — содержание ДВ в аликвотной части раствора, най­
денное по градуировочному графику, мг;

10“3 — фактор пересчета из мг в г;
V, — объем раствора средства или экстракта, мл; 
m -  масса средства, взятая на анализ, г.

При использовании значений молярных (ех) или удельных 
(гХ9\ )  коэффициентов погашения массовую долю определяемого 
ДВ X, % вычисляют по формуле общего вида:

v  Dk x M x V l x V 3 1ЛЛ
X  = —̂  -хЮО

exV2 x m x l
, где

Dx — оптическая плотность анализируемого раствора при 
длине волны X, нм;

М — молярная масса определяемого вещества ДВ, 
г/моль;

Vj — объем раствора или экстракта, мл;
V3 -  объем фотометрируемого раствора, л; 

е — молярный коэффициент (ех), г/моль х см, или 
удельный коэффициент (гх%х) погашения для опре­
деляемого вещества ДВ при длине волны X;

m — масса средства, взятая для анализа, г;
V2 — объем отобранной аликвотной части раствора или 

экстракта, л;
1 — толщина поглощающего слоя кюветы, см.

В [19, 21] приведены оценочные значения молярных коэффи­
циентов погашения некоторых фенольных соединений при длине 
волны измерения X, ех, л/моль ■ см: о-фенилфенол е289 = 11 000; 
о-бензил-р-хлорфенол е285 = 5 300; 5-хлор-2(2,4-дихлорфенок- 
си)-фенол е280 =  4 500; 2-феноксипропанол е270 =  2 000.

Приборы, реактивы и растворы. Для выполнения анализа при­
меняют спектрофотометр СФ-26, СФ-46; электрофотоколориметр
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типа КФК-2, стандартную стеклянную мерную посуду, весы ана­
литические; примененный растворитель, реактивы для получения 
окрашенных соединений.

Хроматографические методы определения фенольных соедине­
ний. Проблемы анализа фенольных соединений, в т. ч. раздельного 
определения нескольких фенольных соединений при совместном 
присутствии, успешно решаются методами ГЖХ с применением 
пламенно-ионизационного детектирования и ВЭЖХ с примене­
нием спектрофотометрического детектирования. Современные 
хроматографы, снабженные программой управления, сбора и об­
работки хроматографических данных на базе персонального ком­
пьютера, позволяют достаточно быстро подбирать оптимальные 
условия анализа, гибко изменять программу температурных усло­
вий хроматографирования или создавать градиентный режим элю­
ирования, проводить обработку хроматограмм в расширенном диа­
пазоне концентраций определяемых веществ.

При анализе фенольных соединений методом ВЭЖХ приме­
няют хроматографические колонки для обращенно-фазной ВЭЖХ 
типа Zorbax ODS, Zorbax Eclipse—XDB C8 3,5 мкм, Nucleosil 100 10 
C18, LiChrospher 100 RP 18 5 мкм, Intersil ODS-2 и др. В качестве 
подвижной фазы наиболее часто используют: для изократического 
хроматографирования — растворы в соотношении по объему мета­
нол : вода (90 : 10), ацетонитрил : вода (35 : 65), ацетонитрил : 
0,2 %-й водный раствор ортофосфорной кислоты (68:32); для гра­
диентного хроматографирования элюенты — метанол и 0,2 %-й 
водный раствор хлорной кислоты, ацетонитрил и 1 %-й водный 
раствор уксусной кислоты, ацетонитрил и 0,2 %-й водный раствор 
ортофосфорной кислоты и др.

Для разделения фенольных соединений в ГЖХ применяют на­
садочные стандартные колонки длиной 1 м, внутренним диамет­
ром 0,2—0,4 мм, в качестве неподвижной фазы используют СКТФ 
и силиконы SE-30 и ХЕ-60, при содержании 3—5 % к весу твердого 
носителя — силанизированного хроматона N- AW-DMCS и инер­
т н а  AW-DMCS, зернением 0,20—0,25 мм, для анализа 2-фенок- 
сипропанола и 2-феноксиэтанола известно использование в ка­
честве сорбента также карбосфера, пропитанного 0,1 % АТ-100 и 
др.

Разделение смеси действующих веществ 4-хлор-З-метилфено- 
ла и о-фенилфенола и глутарового альдегида получено на капил­
лярной колонке (50 м х 0,32 мм) с неподвижной фазой CP Sil 5 СВ, 
толщиной слоя 1,2 мкм в режиме программирования температуры 
от 100 до 250 °С при скорости нагрева 10 °С/мин; время удержива­
ния глутарового альдегида составило 6,4 мин, 4-хлор-З-метилфе- 
нола 13,4 мин и о-фенилфенола 16,8 мин.
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Выбор режима хроматографирования — изотермического или 
программирования температуры — зависит от содержания, состава 
ДВ, а также вспомогательных компонентов рецептурного состава 
дезинфицирующего средства.

Количественную оценку определяемого вещества проводят с 
использованием абсолютной градуировки, которая целесообразна 
для выборочного единичного анализа, или с применением внут­
реннего эталона, рекомендуемого при выполнении массовых ру­
тинных анализов, например, в условиях производственного кон­
троля.

Газохроматографическое определение 2-феноксиэтанола в кож­
ном антисептике в виде геля [23] проводят с применением пламен­
но-ионизационного детектирования, изотермического хроматог­
рафирования раствора пробы после разрушения структуры геля и 
использованием абсолютной градуировки или внутреннего этало­
на, в качестве которого применяют 1-тетрадеканол (спирт тетраде- 
циловый).

Приборы, реактивы и растворы. Газовый хроматограф снабжен­
ный пламенно-ионизационным детектором, стандартной колонкой 
(1 м х 3 мм), заполненной силанизированным хроматоном 
N-AW-DMCS с 5 % неподвижной фазы ХЕ-60; стандартная стек­
лянная мерная посуда; микрошприц типа МШ вместимостью 1 мкл; 
спирт этиловый ректификованный с объемной долей не менее 96 %; 
аналитический стандарт 2-феноксиэтанола; 1-тетрадеканол; газ-но­
ситель -  азот, водород из баллона, воздух от компрессора.

Выполнение анализа. К 50 г анализируемого средства добавля­
ют около 0,25 г хлористого натрия, смесь перемешивают и образо­
вавшийся раствор отфильтровывают через бумажный фильтр. Око­
ло 20 г фильтрата взвешивают с точностью до четвертого десяти­
чного знака, добавляют 5 мл раствора тетрадецилового спирта и 
после перемешивания вводят в хроматограф.

Градуировочные смеси и анализируемую пробу хроматогра­
фируют при следующих условиях: расход газов — азот 45 мл/мин, 
водород 30 мл/мин, воздух 300 мл/мин; температура колонки 
(140 ± 3) °С, испарителя 250 °С; объем вводимой дозы 1 мкл.

Приготовление градуировочных смесей с внутренним эталоном. 
Для определения градуировочного коэффициентата 2-феноксиэ- 
танола по веществу — внутреннему эталону готовят три градуиро­
вочные смеси и раствор вещества-эталона: 0,14, 0,17 и 0,20 г 2-фе­
ноксиэтанола растворяют в 20 г этилового спирта; 4 г тетрадецило­
вого спирта растворяют в 100 мл этилового спирта в мерной колбе. 
Результаты взвешиваний записывают с точностью до четвертого 
десятичного знака. К каждой градуировочной смеси 2-феноксиэ­
танола добавляют по 5 мл раствора тетрадецилового спирта, тща-
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тельно перемешивают и вводят в хроматограф не менее трех раз. Из 
каждой хроматограммы определяют площадь хроматографических 
пиков 2-феноксиэтанола, тетрадецилового спирта в градуировоч­
ной смеси и вычисляют градуировочный коэффициент К по фор -
муле:

m xS3T
тэт x S

, где

ш — масса 2-феноксиэтанола в градуировочной смеси, г; 
шэт — масса вещества-эталона в 5 мл раствора тетрадеци­

лового спирта, г;
S3T и S3T — площади пиков 2-феноксиэтанола и вещества-эта­

лона.
За градуировочный коэффициент (К) принимают среднее ариф­

метическое результатов всех определений, расхождения которых от 
средней величины не превышают 20 %.

Обработка результатов. Массовую долю 2-феноксиэтанола в 
средстве X, % вычисляют по формуле:

тЭТ x S x K  
m xS 3T

xlOO , где

К -  градуировочный коэффициент 2-феноксиэтанола;
S и S3T -  площади пиков 2-феноксиэтанола и вещества-эта­

лона в анализируемой пробе;
m и шэт — масса средства, взятая на анализ, и масса вещес­

тва-эталона в 5 мл раствора тетрадецилового спирта, г.

Газохроматографическое определение о-фенилфенола и о-бен- 
зил-р-хлорфенола, З-метил-4-хлорфенола с применением пламен­
но-ионизационного детектирования, хроматографирования в ре­
жиме программирования температуры и использованием абсолют­
ной градуировки.

Приборы, реактивы и растворы. Газовый хроматограф снаб­
женный пламенно-ионизационным детектором, стандартной ко­
лонкой (1 м х 3 мм), заполненной силанизированным хроматоном 
N-AW-DMCS с 5 % неподвижной фазы ХЕ-60; стандартная стек­
лянная мерная посуда; микрошприц типа МШ вместимостью 
1 мкл; ацетон; аналитические стандарты о-фенилфенола и о-бен- 
зил-р-хлорфенола; азот из баллона, водород из баллона, воздух от 
компрессора.

Выполнение анализа [24]. Около 3,3 г средства, взвешенного с 
точностью до четвертого десятичного знака, растворяют в ацетоне
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в мерной колбе вместимостью 25 мл и после перемешивания вво­
дят в хроматограф.

Градуировочные смеси и анализируемую пробу хроматогра­
фируют при следующих условиях. Расход газов: азот
30—40 мл/мин, водород 25—30 мл/мин, воздух 250—300 мл/мин; 
температура испарителя и детектора 250 °С;'температура колонки 
начальная 70 °С, нагрев со скоростью 15 °С/мин до 190 °С; объем 
вводимой дозы 1 мкл. Порядок выхода определяемых веществ: 
о-бензил-р-хлорфенол, о-фенилфенол.

Градуировочные смеси готовят с массовой концентрацией по 
4—4,5 мг/мл о-фенилфенола и о-бензил-р-хлорфенола в ацетоне.

Обработка результатов. Массовую долю определяемого ве­
щества в средстве X, % вычисляют по формуле:

X = S x C rc x a x V  
Src хт

, где

SHSrc — площади хроматографических пиков определяемого 
вещества в анализируемой пробе и градуировочной 
смеси;

Сгс — массовая концентрация аналитического стандарта 
определяемого вещества в градуировочной смеси, 
мг/мл;

а -  массовая доля основного вещества в аналитическом 
стандарте, %;

V -  объем раствора пробы, мл;
ш — масса средства, взятая на анализ, мг.

4.2.9. Метод определения кислот и щелочей
Количественное определение кислот и щелочей проводят ме­

тодом кислотно-основного титрования с использованием индика­
торов кислотно-основного титрования, из которых наиболее часто 
применяются метиловый оранжевый, фенолфталеин, метиловый 
красный, бромфеноловый синий и др.

Приводится обобщенный метод количественного определе­
ния кислот на примере серной кислоты.

Сущность метода — в проведении реакции нейтрализации сер­
ной кислоты щелочью путем титрования раствором гидроокиси на­
трия в присутствии индикаторов кислотно-основного титрования.

Выполнение анализа. Навеску средства, содержащую около 
50 мг серной кислоты, помещают в коническую колбу, прибавляют 
дистиллированную воду до 30 см3, необходимый объем раствора 
индикатора и титруют ОД н раствором гидроокиси натрия до соот­
ветствующего перехода окраски индикатора.
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Обработка результатов. Массовую долю серной кислоты X в 
процентах вычисляют по формуле:

z  = KxO0049x^xl()0
т

j где

V -  объем раствора гидроксида натрия концентрации с 
NaOH = 0,1 моль/дм 3 (0,1 н), израсходованный на 
титрование, см3;

0,0049 -  масса серной кислоты, соответствующая 1 см3 рас­
твора гидроокиси натрия концентрации точно с 
NaOH =  0,1 моль/дм 3 0,1 н, г/см 3;

К — поправочный коэффициент раствора гидроокиси 
натрия концентрации с NaOH = ОД моль/дм 3 
(ОД н);

ш — масса анализируемой пробы, г.

Приводится обобщенный метод количественного определе­
ния щелочей на примере гидроокиси натрия.

Сущность метода в проведении реакции нейтрализации гид­
роокиси натрия кислотой путем титрования ОД н водным раство­
ром соляной кислоты в присутствии индикаторов кислотно-основ­
ного титрования.

Выполнение анализа. Навеску средства, содержащую около 
40 мг щелочи, помещают в коническую колбу, прибавляют дистил­
лированную воду до 30 см3, необходимый объем раствора индика­
тора и титруют ОД н раствором соляной кислоты до соответствую­
щего перехода окраски индикатора.

Обработка результатов. Массовую долю гидроокиси натрия 
X в процентах вычисляют по формуле:

^ ^ 0 , 0040 ^ 0
т

, где

V — объем раствора соляной кислоты концентрации с 
НС1 = ОД моль/дм 3 (ОД н), израсходованный на 
титрование, см3;

0,0040 — масса гидроокиси натрия, соответствующая 1 см3 
раствора соляной кислоты концентрации точно с 
НС1 = 0,1 моль/дм 3 0,1 н, г/см 3;

К — поправочный коэффициент раствора соляной кис­
лоты концентрации с НС1 = ОД моль/дм 3 ОД н; 

m — масса анализируемой пробы, г.
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4.2.10. Методы анализа анионных и неионогенных ПАВ
Количественное определение анионных ПАВ проводят с ис­

пользованием метода двухфазного титрования в присутствии сме­
шанного индикатора метиленового голубого и эозина БА или эози­
на Н, а также фотоколориметрическим методом, основанным на 
образовании окрашенного комплекса с азуром 1 с фотоколоримет­
рическим измерением оптической плотности его хлороформного 
экстракта, согласно ГОСТам на указанные методы [39].

Для анализа неионогенных ПАВ (оксиэтилированных высших 
спиртов и алкилфенолов) может быть использован метод, сущ­
ность которого в осаждении неионогенного ПАВ избытком фос­
форномолибденовой кислоты и последующим потенциометричес­
ким титрованием ее избытка раствором диантипирилметана с ка­
тодно-поляризованным платиновым электродом [40].

4.2.11. Методы анализа метасиликата натрия
Анализ Метасиликата натрия проводят фотоколориметричес­

ким методом, основанным на образовании окрашенного комплек­
са с молибденовокислым аммонием и гравиметрическим методом, 
сущность которого в осаждении кремниевой кислоты с определе­
нием ее массы. Описание этих методов приводится в ГОСТах на 
методы анализа силиката натрия [25].

4.3. Методы исследования дезинсекционных средств
Дезинсекционные средства включают инсектицидные, акари- 

цидные, инсектоакарицидные и репеллентные средства.
В инсектицидных средствах в качестве действующих веществ 

ДВ используют пиретроиды, фосфорорганические соединения 
ФОС, карбаматы, регуляторы развития насекомых и некоторые 
вещества из других классов химических соединений в основном 
сложного химического строения, например, фипронил, тиаметок- 
сам, имидаююприд, гидраметилнон.

В акарицидных и инсектоакарицидных средствах в качестве 
ДВ применяют пиретроиды и фосфорорганические соединения.

В репеллентных средствах действующими веществами в 
основном являются диметилфталат, N , N -диэтил-м-толуамид 
ДЭТА и этил-З-К-бутил-ацетамино-пропионат ИР3535.

Формами применения дезинсекционных средств являются: 
жидкие (лосьоны, эмульсии, шампуни, концентраты эмульсий, 
растворы в беспропеллентных аэрозольных упаковках БАУ; 
твёрдые (смачивающиеся порошки, дусты, карандаши, таблетки, 
шашки); гели; кремы; аэрозольные баллоны, электрофумигирую- 
щие средства (пластины, спирали, жидкости); свечи; а также бума-
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га, ткани, салфетки, пропитанные инсектицидными составами, 
идр.

К основным показателям качества дезинсекционных средств, 
контролируемым при регистрации и сертификации, относятся: 
внешний вид, определяемый визуально, запах, оцениваемый орга­
нолептически, и массовая доля ДВ; к дополнительным при харак­
теристике водно-спиртовых лосьонов и шампуней -  показатель 
активности водородных ионов pH, определяемый потенциомет - 
рически по ГОСТ Р 50550-93 [33].

Для идентификации и количественного определения ДВ в дез­
инсекционных средствах используются методы газо-жидкостной 
хроматографии ГЖХ, высокоэффективной жидкостной хрома - 
тографии ВЭЖХ и спектрофотометрический.

Универсальным и наиболее доступным методом анализа ДВ в 
дезинсекционных средствах является метод ГЖХ, поскольку его 
можно использовать для количественного определения практичес­
ки всех применяемых ДВ (за исключением имидаклоприда, гидра- 
метилнона, определяемых методом ВЭЖХ, и азаметифоса, тиаме- 
токсама, определяемых спектрофотометрическим методом).

Преимуществом метода ГЖХ является возможность эффек­
тивно разделять смеси ДВ в одном средстве, что затруднено при 
анализе спектрофотометрическим методом. Метод ГЖХ обладает 
высокой чувствительностью (0,01—0,05 мг/см3), что позволяет 
определять самые низкие концентрации ДВ в различных формах 
применения.

По1решность метода определения Д В методом ГЖХ не превы­
шает 5 % относительных.

4.3.1. Метод газо-жидкостной хроматографии ГЖХ 
для идентификации и количественного определения действующих 

веществ в дезинсекционных средствах
Определение массовой доли ДВ включает следующие опера­

ции: подготовку анализируемой пробы (часто приходится выде­
лять ДВ из некоторых форм применения методом экстракции); 
идентификацию и количественное определение ДВ методом ГЖХ.

Способы подготовки пробы при анализе различных форм примене­
ния. Способы подготовки пробы при анализе ДВ зависят от вида 
форм применения дезинсекционных средств. В случае безводных 
жидких форм, в которых растворителями являются органические 
растворители, или концентрированных водных растворов пробу 
готовят простым разведением средства. В случае же разбавленных 
жидких водных растворов, эмульсий, порошков и других твердых 
форм применения обязательной начальной стадией анализа явля­
ется выделение ДВ путем экстракции его из анализируемых средств
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органическими растворителями. При этом степень извлечения ДВ 
зависит от состава средства — массовой доли ДВ и сопутствующих 
компонентов. Чем сложнее состав средства и чем ниже концентра­
ция в нём ДВ, тем коэффициент извлечения их ниже.

Способы выделения ДВ из различных форм применения дез­
инсекционных средств приведены в табл. 4.1.

Таблица 4.1
Способы выделения действующих веществ 

из различных форм применения
Форма

применения
Действующее 
вещество, %

Способ подготовки 
анализируемой пробы

1 2 3
1. Концентраты 
эмульсии к.э.

— перметрин -  5—25;
— циперметрин — 25;
— альфа-ципермет- 
рин— 10; 
-ф ен о тр и н - 10;
— дельтаметрин — 2,5;
— фентион — 25;
— хлорпирифос — 48;
— малатион — 50—57;
— пропоксур — 20

Разведение концен­
трата эмульсии по­
лярным или неполяр­
ным растворителем 
до необходимой кон­
центрации

2. Водно-спиртовые 
лосьоны:
— педикулицид;
— антимольный спир­
товой раствор в БАУ;
— репеллентный 
спиртовой раствор в

-  перметрин -  0,5;
-  перметрин -  0,55;

-- ИР3535 — 12,0

Разведение лосьона 
полярным раствори­
телем, удаление сле­
дов воды прокалён­
ным осушителем

3. Смачивающийся 
порошок

— альфаципермет- 
рин— 5,0;
— фентион — 40,0;
— азаметифос — 50,0

Экстракция неполяр­
ным растворителем 
при перемешивании 
на магнитной мешал­
ке в течение 1—3 ч; 
К _  =  90-95 %

4. Твёрдые формы:
— таблетки, шашки; 
-дусты;
— мелок, карандаш

— перметрин — 13,0 
таблетка, шашка;
— перметрин — 0,25 
дуст;
— Д ЭТА- 17,5 (ка­
рандаш);
— альфа-ципермет­
рин -  0,3 карандаш

Измельчение, экс­
тракция неполярным 
растворителем при 
перемешивании на 
магнитной мешалке 
в течение 1—3 ч;
К _  = 90-95%
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Продолжение табл. 4.1

1 2 3
5. Аэрозольные 
баллоны

-  пралле — 0,32;
— альфа-ципермет- 
рин~  0,20;
— пропеллент 
УВП-5 0 ;
-  цифенотрин -  0,2;
— тетраметрин — 0,1;
-  УВП -  60,0 [40]

Удаление углеводо­
родного лропеллента 
УВП методом испа - 
рения, разведение со­
става соответствую­
щим растворителем 
до необходимой кон­
центрации;
b w  = 85-90%

6. Гели, пасты -  хлорпирифос -  0,6, 
гель;
— ДЭТА— 17,5, 
крем-гель;
~ пропоксур — 2,0, 
приманка

Экстракция неполяр­
ным растворителем; 
удаление следов воды 
прокалённым осуши­
телем;
К _  = 80-85%

7. Ткани, импрегни- 
рованные составом 
перметрина 
— бумага, пропитан­
ная хлорпирифосом

— перметрин -  0,5;
— хлорпирифос — 0,6

Экстракция неполяр­
ным растворителем; 
экстракция неполяр­
ным растворителем

Идентификация и количественное определение действующих ве­
ществ методом газожидкостной хроматографии. Сущность метода 
заключается в разделении смеси веществ на хроматографической 
колонке. Входным сигналом хроматографа является концентрация 
или масса определяемого компонента на входе в хроматограф.

Выходным сигналом хроматографа являются: амплитуда в 
максимуме хроматографического пика (высота пика) или площадь 
хроматографического пика и время удерживания определяемого 
компонента. По времени удерживания ДВ осуществляется его 
идентификация; по высоте хроматографического пика или площ а­
ди рассчитываются концентрация и массовая доля ДВ.

Средства измерения:
-  хроматографы лабораторные разных марок (ЛХМ -80, 

«Цвет», «Кристалл» или другой аналогичный) с пламенно-иониза­
ционным детектором ПИД;

-  аналитическая колонка (металлическая или стеклянная) 
длиной 100 или 200 см и внутренним диаметром 0,3 см;

-  наполнитель — хроматон N-AW -HM DS с 5 % SE-30 или 
хромосорб W -HP с 3 % OV-210.
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Выполнение анализа. Анализ дезинсекционного средства вклю­
чает следующие операции:

-  приготовление градуировочных растворов точной концен­
трации (0,5—2,0 мг/см3) для градуировки хроматографа (построе­
ние графика зависимости высоты площади хроматографического 
пика от концентрации ДВ;

-  приготовление раствора анализируемой пробы (разведени­
ем или экстракцией средства);

-  хроматографирование анализируемого раствора параллель­
но с градуировочным раствором определённой концентрации в 
аналогичных условиях.

Условия хроматографирования:
Скорость газа-носителя азота, см 3/мин.............. 30—35
Скорость водорода, см3/м и н .................................. 30—35
Скорость воздуха, см3/ м и н ..................................... 300
Чувствительность шкалы электрометра.............. 5"10хЮ ‘ 10А
Концентрация анализируемого и стандартного
растворов, мг/см3 ......................................................0,5—2,0
Температура колонки, °С*........................................  170—260
Температура детектора, °С........................................  190—270
Температура испарителя, ° С ..................................  190—280

На хроматограммах измеряются высоты или площади хрома­
тографических пиков.

Обработка результатов анализа раздел 4.3.2.

4.3.2. Метод ГЖХ для определения пиретроидов

В настоящее время известны около 18 пиретроидов, использу­
емых в качестве Д В в составе различных дезинсекционных средств. 
Распределение пиретроидов по назначению: в качестве педикули- 
цидов используют фенотрин и перметрин (0,3—0,5 %); инсекто- 
акарицидов ~  циперметрин и альфа-циперметрин (0,20—0,25 %); 
инсектицидов с высоким «нокдаун-эффектом» в составе аэрозоль­
ных баллонов -  тетраметрин (0,1—1,0 %) и имипротрин 
(0,1—0,2 %) в сочетании с другими пиретроидами (перметрин, ци­
перметрин, фенотрин, цифенотрин) или ФОС сумитрин; элек - 
трофумигирующих средств — изомеры аллетрина (биоаллетрин, 
эсбиотрин) и праллетрин (10—20 мг/см3); в противомольных сре­
дствах — вапортрин, перметрин.

* Температурные интервалы заданы для всех инсектицидов.
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Из пиретроидов отобраны 11 (табл. 4.2.3) наиболее востребо­
ванных, для 10 из которых зарегистрированы субстанции (техни­
ческие продукты).

В качестве примера использования метода ГЖХ для количес­
твенного определения пиретроидов приведён анализ технического 
продукта перметрина.

Массовую долю перметрина определяют методом ГЖХ с ис­
пользованием пламенно-ионизационного детектирования и коли­
чественной оценки перметрина методом абсолютной градуировки 
по стандартному образцу ГСО 7715—99.

Для анализа используют аналитический газовый хроматограф, 
снабженный ПИД, металлической колонкой длиной 100 см и диа­
метром 0,3 см, заполненной силанизированным хроматоном 
N-AW-DMCS 0,20—0,25, пропитанным 5 % неподвижной фазы 
SE-30.

С целью определения зависимости высоты (площади) хро­
матографических пиков от концентрации анализируемых рас­
творов разово готовят и хроматографируют рабочие градуиро­
вочные растворы с концентрацией ДВ 0,5; 1,0; 1,5 и 2,0 мг/см3 в 
четыреххлористом углероде.

После установления линейной зависимости в изучаемой об­
ласти концентраций анализ перметрина технического проводят 
следующим образом.

Выполнение анализа. Анализируемый раствор готовят раство­
рением 0,25 г технического продукта в четыреххлористом углероде 
в мерной колбе вместимостью 50 см3 с последующим разведением 
аликвоты полученного раствора в 5 раз тем же растворителем.

Приготовленный анализируемый раствор вводят в хромато­
граф не менее 3 раз параллельно с рабочим градуировочным кон­
центрации 1,0 мг/см3.

Условия хроматографирования:

Температура колонки, ° С ........................................250
Температура детектора, ° С ..................................... 260
Температура испарителя, ° С .................................. 260
Чувствительность шкалы электрометра.................10х10_шА
Объём вводимой пробы, м к л .............. * .................1
Время удерживания перметрина.............................3 мин 30 с

Обработка результатов. Массовую долю перметрина X в 
процентах рассчитывают по формуле:

„  Н у xC rT xVX  = —̂ ^ -----хЮО
Н  гт  х m

> где
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Нхи Н ст — высоты хроматографических пиков перметрина в 
анализируемом и рабочем градуировочном раство­
рах, мм;

Сст — концентрация перметрина в градуировочном рас­
творе, мг/см3;

V — объём анализируемого раствора, см3; 
ш — масса навески субстанции (перметрина техническо­

го), мг;
За результат анализа принимают среднее арифметическое зна­

чение из 3 определений, абсолютное расхождение между которыми 
не превышает 0,5 %.

Ниже в табл. 4.2 представлен метод анализа различных форм 
применения пиретроидов в обобщённом виде. При этом для каж­
дого пиретроида приведены наиболее распространённые формы 
применения, условия их хроматографирования, метод количес­
твенной оценки (абсолютная градуировка с использованием стан­
дартного образца определяемого вещества или метод «внутреннего 
эталона»), растворитель для разведения или экстракции ДВ из дез­
инсекционного средства и коэффициент извлечения ДВ.

Таблица 4.2
Газохроматографический метод определения пиретроидов 
___________в различных формах применения_______________

Название ДВ, 
формы применения

Способ приготовле­
ния анализируемой 

пробы

Условия
хроматографирова­

ния
1 2 3

1. ПЕРМЕТРИН
3 -Феноксибензил 
(lRS)-uHC,TpaHc-3-(2, 
2-дихлорви­
нил)-2, 2-диметил- 
цикло-пропанкар- 
боксилат
— Субстанция «Пер- 
метрин технический»
не менее 92,0 % (со­
отношение цис- 
транс-изомеров 
25:75)

Растворение в непо­
лярном растворителе

Метод ГЖХ с ПИД;

количественная 
оценка — методом 
абсолютной градуи­
ровки;
растворитель — че­
тырёххлористый 
углерод;
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1 2 3

Сст= С,«=1.0 мг/см5;
температура колон­
к и -2 5 0  °С;
температура детекто­
ра -  260 вС;
температура испари­
теля — 260 °С;
время удерживания 
перметрина -  3 мин 
30 с

Формы применения:
— Педикулицидные 
лосьоны
перметрин — 0,5 %

Разбавление поляр­
ным растворителем 
до необходимой кон­
центрации, удаление 
следов воды про­
калённым осушите­
лем

— Педикулицидные- 
шампуни 
перметрин — 0,3 %

Экстракция гепта­
ном, удаление следов 
воды прокалённым 
осушителем

— Концентраты 
эмульсий
перметрин — 5—25 %

Разведение неполяр­
ным растворителем 
до определённой кон­
центрации

— Мыло Экстракция гептаном
перметрин -  0,5 %
— Аэрозольные бал­
лоны
перметрин — 0,2 %

Удаление пропеллен- 
та путём испарения, 
разведение состава 
неполярным раство­
рителем до необходи­
мой концентрации

— Таблетки, шашки 
перметрин —13,0 %

Экстракция неполяр­
ным растворителем
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1 2 3
— Растворы, 
БАУперметрин -  
0,55%

— Кремы
перметрин -1 ,0  %

Разведение поляр­
ным растворителем 
до необходимой кон­
центрации, удаление 
следов воды про­
калённым осушите­
лем
Экстракция смесью 
полярного и неполяр­
ного растворителей 
в соотношении 1:4, 
удаление следов воды 
прокалённым осуши­
телем

2. ЦИПЕРМЕТРИН
Альфа-циано-З-фе- 
ноксибензил 1RS- 
цис, транс-3-(2,2- 
дихлорвинил)-2,2-ди- 
метилциклолропан- 
карбоксилат
— Субстанция «Ци- 
перметрин техничес­
кий», не менее 95,0 % 
(соотношение цис-, 
транс- изомеров 
50:50)

Растворение в непо­
лярном растворителе

Метод ГЖХ с ПИД;
количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­
ки;
растворитель — че­
тырёххлористый 
углерод;

= Са1|=1,0 мг/см3;
температура ко­
лонки -  250 °С;
температура детекто­
ра -  260 °С;
температура испари­
теля -  260 "С; 
время удерживания 
циперметрина -  
4 мин 30 с
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Формы применения:
— Концентраты 
эмульсий 25,0 % к.э. 
циперметрина

— Смачивающийся 
порошок
циперметрин -  2,9 %; 
малатион — 14,0 %
Твёрдые формы: 
дуст (циперметрин — 
0,24 %),
меловой карандаш — 
циперметрин —
0,24%

Разбавление поляр­
ным растворителем до 
необходимой концен­
трации, удаление сле­
дов воды прокалён­
ным осушителем
Экстракция неполяр­
ным растворителем

Экстракция неполяр­
ным растворителем

— Аэрозольные бал­
лоны
циперметрин — 0,1 %; 
имилротрин — 0,08 %; 
МГК 264-0 ,8  %; 
УВП -  50,0 %

Удаление пропеллен- 
та путём испарения, 
разведение состава 
неполярным раство­
рителем до необходи­
мой концентрации

— Гели Экстракция неполяр-
циперметрин — 0,1 % ным растворителем

З.АЛЬФА-
ЦИПЕРМЕТРИН
(сумма 2 цисизомеров 
циперметрина)
— Субстанция
«Альфа-циперметрин 
технический», не 
менее 95,0 %

Растворение в непо­
лярном растворителе

Метод ГЖХ сПИД; 
количественная оцен­
ка — методом абсо­
лютной градуировки; 
растворитель — че­
тырёххлористый 
углерод;
с „ =  С„н = 1,0 мг/см3;
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1 2 3

Формы применения:
-  Аэрозольные бал­
лоны
алъфа-ципермет- 
ри н-0 ,15  %; 
перметрин -  0,2 %
-  Растворы, БАУ 
альфа-ципермет- 
рин -  0,22 %

Гели
альфа-ципермет- 
рин — 0,2 %

Удаление пропеллен- 
та путём испарения, 
разведение состава 
неполярным раство­
рителем

Разбавление поляр­
ным растворителем 
до необходимой кон­
центрации, удаление 
следов воды про­
калённым осушите­
лем
Экстракция неполяр­
ным растворителем

температура ко­
лонки -  250 °С; 
температура детекто­
р а -2 6 0  °С;
температура испари­
теля — 260 вС;
время удерживания 
альфа-циперметри- 
на — 4 мин 30 с

4. ДЕЛЬТАМЕТРИН
S-альфа-циа - 
но-3-феноксибензил 
(1R, 3 Я)-3~(2,2-диб- 
ромвинил)'2,2-(ди­
метил) -циклопропан- 
карбоксилат
-  Субстанция, содер­
жащая не менее 
98,0 % основного ве­
щества

Растворение в непо­
лярном растворителе

Метод ГЖХ сПИД; 
количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­
ки;
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1 2 3

Формы применения:
— Концентраты 
эмульсий
дельтаметрин -  2,5 %
Твёрдые формы: 
-Д уст
дельтаметрин —
0,025 %;
фентион — 0,40 %; 
мелокдельтаметрин — 
0,1 %;
зетациперметрин -  
0,05%
— Аэрозольные бал­
лоны
дельтаметрин — 
0,02%

Экстракция неполяр­
ным растворителем

Экстракция неполяр­
ным растворителем

Удаление пропеллента 
путём испарения, экс­
тракция из состава не­
полярным растворите­
лем, удаление следов 
воды прокалённым 
осушителем

растворитель — че-
тырёшшрйетай
углерод;
с с,=  С,„= 1,0 мг/см3; 
температура колон­
к и -2 5 0  °С; 
температура детекто­
ра -  260 °С; 
температура испари­
теля -  260 °С;
время удерживания 
дельтаметрина —
6 мин 30 с

5. ЭСБИОТРИН
lRS-Aiuuui-2-Me - 
тил-4-оксо-цикло- 
пент-2-енил-(Ш, 
3R)- 2,2-диметил- 
3-(2-метил-лроп-1 -
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1 2 3
енил)-циклопропан-
карбоксилат
-  Субстанция Растворение в поляр- Метод ГЖХ с ПИД;
«Эсбиотрин», сум- ном растворителе количественная
марное содержание оценка -  методом аб­
ДВ в техническом солютной градуиров­
продукте не менее ки или методом
93,0 % «внутреннего этало­

Ф о р м ы  п р и м е н е н и я :
Электрофумигирую- Разведение поляр­

на» по дибутилфта- 
лату;
растворитель — аце­
тон;
с„ =  С1Н= 1,0 мг/см3;
температура колон­
к и -2 0 0  ЙС;
температура детекто­
р а -2 5 0  °С;
температура испари­
теля — 250 °С;
время удерживания 
эсбиотрина -  2 мин 
20 с

щие средства: ным растворителем
— Электрофумигатор 
жидкостной 
эсбиотрин — 3,0 %
— Элекгрофумигатор Измельчение, экс­
с пластинами от ко­ тракция полярным
маров растворителем
эсбиотрин —
20,0 мг/на пластину
— Свеча Экстракция поляр­
эсбиотрин -  0,16 % ным растворителем
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1

6. ПРАЛЛЕТРИН 
ЭТОК S-2-ме - 
тил-4-оксо-3-проп-2- 
инил-диклопент-2-
енил-111-2,2-диме - 
диметил-3-(2-метил- 
проп-1-енил)-цик- 
л опроп ан кар - б окси - 
лат

— Субстанция ЭТОК 
с содержанием дей­
ствующего вещества в 
техническом продук­
те не менее 93,0 %

Формы применения:

— Электрофумигиру- 
ющее средство в фор­
ме пластины содер­
жание праллетрина — 
10 мг на пластину

2

Растворение в поляр­
ном растворителе

Измельчение пласти­
ны, экстракция по­
лярным растворите­
лем

3

Метод ГЖХ сПИД;

количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­
ки или методом внут­
реннего эталона по 
дибутил фталату;

растворитель — аце­
тон;

с„= С„ =  1,0мг/см3;

температура колон­
ки -  200 вС;

температура детекто­
ра -  250 “С;

температура испари­
теля — 250 °С;

время удерживания 
праллетрина -  2 мин 
20 с-
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1 2 3
7. НЕОПИНАМИН 
ФОРТЕ (d-TETPA- 
МЕТРИН) 3,4,5,6- 
Т етрашдро-фталими- 
дометил-1 R-цис, 
транс-хризантемат
— Субстанция содер- Растворение в непо- Метод ГЖХ сПИД;
жит минимум 92,0 % лярном растворителе количественная
активных d-транс оценка — методом аб­
изомеров солютной градуиров­

ки или методом 
«внутреннего этало­
на» по дибутилфтала- 
ту;
растворитель — аце­
тон;

Формы применения:

С „=С та = 1,0мг/см3;
температура колон­
к и -2 5 0  °С; 
температура детекто­
р а -2 7 0  °С; 
температура испари­
теля — 260 °С; 
время удерживания 
тетраметрина -  2 мин 
30 с;
программирование 
температуры от 200 
до 250 °С

— Аэрозольные бал­ Удаление пропеллен-
лоны (для летающих та путем испарения,
и ползающих насеко­ разведение состава
мых) неполярным раство­
лерметрин — 0,2 %; 
циперметрин — 0,2 %; 
тетраметрин — 0,2 %; 
П П Б -1 ,0% ;
УВП — 40,0 %

рителем
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Твёрдые формы: 
-Д уст
тетраметрин -  
0,05 %\
перметрин — 0,45 %; 
фенвалерат -  0,15 %

Экстракция неполяр­
ным растворителем

8. ПРАЛЛЕ (50,0 % 
ИМИПРОТРИН)
[2,5-Диоко-3-(2-про- 
пинил)-1 -имидазоли- 
динил]-метил 1RS- 
цис, транс-хризанте- 
мат
— Субстанция 
ПРАЛЛЕ (50 % имип- 
ротрин)

Формы применения:
Аэрозольные баллоны:
-  Инсектицидное 
средство

Растворение в непо­
лярном растворителе

Удаление пропеллен- 
та путем испарения, 
разведение состава 
полярным раствори­
телем

Метод ГЖХ сПИД; 
количественная 
оценка методом абсо­
лютной градуиров- 
киили методом «внут­
реннего эталона» по 
дифенил фталату; 
растворитель — аце­
тон;
с с = с ™. = Ъ0мг/см3; 
температура колон­
к и -  190-260 °С;
температура детекго- 
р а -2 6 0  °С;
температура испари­
теля -  260 °С;
время удерживания 
имипротрина — 2 мин 
15 с
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имипротрин -  0,1 %;
d-цифенотрин -
0,3 %;
УВП — 40,0 %
— Акарицидное сред­
ство
пралле -  0,32 %;
альфащшерметрин -  
0,2 %;
УВП -  50 %

Удаление пропеллен- 
та путем испарения, 
разведение состава 
полярным раствори­
телем

9. ГОКИЛАТ-S 
ЦИФЕНОТРИН
RS-Альфа-циано- 
3-феноксибензил- 
Ш-цис,транс-хри - 
зантемат

— Субстанция 
ГОКИЛАТ-S 
ЦИФЕНОТРИН -  
технический продукт 
с содержанием основ­
ного вещества — 
96,0%

Растворение в поляр­
ном растворителе

Метод ГЖХ сПИД; 
количественная 
оценка методом абсо­
лютной градуировки; 
растворитель — четы­
реххлористый угле­
род;
Сст=  Сш,=2,0 мг/см3; 
температура колонки, 
детектора и испарите­
ля -  250 °С; 
время удерживания 
цифенотрина — 2 мин 
30 с

Формы применения:
Аэрозольные баллоны
-  Инсектицидное 
средство
цифенотрин — 0,2 %;

Удаление пропеллен- 
та путем испарения, 
разведение неполяр­
ным растворителем
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d-тетраметрин —
ОД %;
УВП -  60,0 %

— Концентрат эмуль­
сии
цифенотрин -  10 %

Разведение неполяр­
ным растворителем 
до необходимой 
концентрации

10. d- Ф Е Н О Т Р И Н  
С У М И Т Р И Н
З-Феноксибен- 
зил-1 RS-цис ,транс- 
2,2-диме-
тил-3-(2,2-диметил~
винил)-циклопро-
панкарбоксилат

— Технический про­
дукт с содержанием 
основного вещества 
93,7%

Формы применения:

Аэрозольные баллоны:

Растворение в непо­
лярном растворителе

Удаление пропеллен- 
та путем испарения,

Метод ГЖХ с ПИД; 
количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­
ки или методом 
«внутреннего этало­
на» по диоктилфтала- 
ту;
растворитель — че­
тырёххлористый 
углерод;
С„= С,„=1,0мг/см3; 
температура 
колонки -  230 °С; 
температура детекто­
ра — 250 °С; 
температура испари­
теля — 250 °С; 
время удерживания 
d-фенотрина — 4 мин 
15 с-
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1 2 3
Инсектицидное сре­
дство
d-фенотрина — 0Д5 %;
d-тетраметрин — 
0,15%
Ловушки:
— Инсектицидное 
средство, ловушка от 
муравьёв
фенотрин — 0,1 %; 
аттракгант — 98,6 %
— Концентрат эмуль­
сии
фенотрин —10,0 %

разведение неполяр­
ным растворителем

Экстракция неполяр­
ным растворителем

Разведение неполяр­
ным растворителем 
до нужной концен­
трации

11. ВАПОРТРИН 
ЭМПЕНТРИН
RS -1 -Этинил-2-ме- 
тилпент-2-енил- 
lR -цис, транс-хри - 
зантемат
— Субстанция вапор- 
трина
технический продукт 
с содержанием основ­
ного вещества не ме­
нее 93,0 %

Растворение в поляр­
ном растворителе

Метод ГЖХ с ПИД; 
количественная 
оценка — методом 
абсолютной градуи­
ровки;
растворитель — аце­
тон;
Сст= Сан = 1,0мг/см3; 
температура 
колонки -  170 °С; 
температура детекто­
ра -  250 °С; 
температура испари­
теля — 250 °С; 
время удерживания 
вапортрина —
2 мин Юс
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1 2 3

Формы применения:
-  Инсектицидное 
средство, в виде бу­
мажных пластин, 
пропитанных раство­
ром вапортрина; 
вапортрин -  8,6 %

Экстракция поляр­
ным растворителем

— Инсектицидное 
средство от мух в виде 
жидкости с содержа­
нием вапортрина

Разведение поляр­
ным растворителем

вапортрин — 2,8 %

4,3.3. Методы определения фосфорорганинеских соединений

Основными фосфорорганическими соединениями, использу­
емыми в качестве ДВ в составе различных инсектицидов и акаро- 
инсектицидов в настоящее время, являются: хлорпирифос, хлоро­
фос, малатион карбофос, фентион сульфидофос, сумитион (фе 
нитротион), диазинон и азаметифос.

В качестве субстанций зарегистрированы: хлорофос, хлорпи­
рифос и фентион технический сульфидофос.

Анализ хлорофоса осуществляют методом ВЭЖХ, анализ аза- 
метифоса проводится спектрофотометрическим методом при дли­
не волны 295 нм.

Остальные пять фосфорорганинеских соединений определяют 
методом ГЖХ/ПИД при температуре колонки 190—210 °С, темпе­
ратуре испарителя и детектора 200—230 °С.

В качестве внутреннего стандарта используют дибутилфталат 
или дифенил.

В табл. 4.3 представлены методы количественного определе­
ния фосфорорганинеских соединений в обобщённом виде для раз­
личных форм применения.

Подробно условия хроматографирования при использовании 
метода ГЖХ приведены в п. 4.3.2.
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Таблица 4.3
Методы определения фосфорорганических соединений

Действующие 
вещества, препара­

тивные формы
Способ подготовки 

анализируемой пробы
Условия хроматогра­

фирования

1 2 3

1. Х Л О Р П И Р И -  
Ф О С О ,  О-Диэтил- 
0-(3,5,6-трихлор- 
2-пиридинил)~тио- 
фосфат
— Технический про- Растворение в непо- Метод ГЖХ сПИД;

дукт субстанция с лярном растворителе количественная
содержанием основ- оценка — методом
ного продукта 97,0 % абсолютной градуи­

ровки;
растворитель— четы­
реххлористый угле­
род;
С„ =  с .„.= 2>° м г / с м 3; 
температура 
колонки -1 8 0  °С; 
температура детекто­
р а -  190 °С; 
температура испари­
теля -  210 вС; 
время удерживания 
хлорпирифоса —
3 мин 40 с

Ф о р м ы  п р и м е н е н и я :
-  Концентрат эмуль­ Разбавление смесью
сии (хлорпирифос — ацетонитрила и че­
20 %) в форме микро- тырёххлористого
капсулированной углерода (2 : 3), уда­
суспензии ление следов воды

-  48,0 % к.э. хлорпи-

прокалённым осуши­
телем
Разбавление непо­

рифоса лярным растворите­

-  Гели
лем
Экстракция смесью

гель от тараканов полярного и непо­
хлорпирифос — 0,6 % лярного растворите-
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-  Инсектицидное 
средство в виде геле­
образной пасты хлор- 
пирифос — 0,5 %

— Приманки, ловуш­
ки-приманки от тара­
канов
хлорпирифос — 0,6 %;

бумага от моли, хлор­
пирифос — 2,9 %;
порошок-приманка 
хлорпирифос —
2,0%;

антимоль, хлорпири­
ф ос— 0,6 г на ленту

л е й (1 : 1), удаление 
следов воды про­
калённым осушите­
лем
Экстракция поляр­
ным растворителем

Экстракция смесью 
полярного и непо­
лярного растворите­
лей (1 : 1)

Экстракция поляр­
ным растворителем
Экстракция неполяр­
ным растворителем

Экстракция неполяр­
ным растворителем

2. ФЕНТИОН (Суль- 
фидофос) 0 ,0-Д име- 
тил-О- (4-метил- 
тио-м-толил)- тио- 
фосфат

Технический про­
дукт субстанция 
«Фентион техничес­
кий» с содержанием 
основного вещества 
не менее 90 %

Растворение в непо­
лярном растворителе

Метод ГЖХ с ПИД; 
количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­
ки;
растворитель -  че­
тырёххлористый 
углерод;
Q t ”  Сан. = 2,0 мг/см3;
температура 
колонки — 190 °С;
температура детекто­
р а -2 5 0  °С;
температура испари­
тел я-2 5 0  °С;
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1 2 3

время удерживания 
фентиона — 2 мин 
50 с

Формы применения;
-  Концентраты 
эмульсий
25 % к.э. фентиона

Разбавление непо­
лярным растворите­
лем

— Смачивающийся 
порошок
40 % с.п. фентиона

Экстракция неполяр­
ным растворителем

— Гели
Средство инсекти­
цидное в форме геля 
фентион -  0,24 % 
альфа-цилермет- 

рин -  0,03 %

Экстракция неполяр­
ным растворителем

— Твёрдые формы 
дуст фентион — 0,4 %; 
дельтаметрин -  
0,025 %

Экстракция неполяр­
ным растворителем

3. ХЛОРОФОС
0,0-Диметил-
(1-окси-2,2,2-трихло-
рэтил)-фосфонат
-  Т ехнический про­
дукт субстанция с 
содержанием хлоро­
фоса 98,0 %

Разбавление элюен- 
том: метанол — 0,3 % 
водный раствор орто- 
фосфорной кислоты 
55:45

Метод ВЭЖХ с 
УФ-детектированием 
при длине волны — 
220 нм;
сорбент — IP, элю- 
ент — метанол-орто- 
фосфорная кислота 
55:45;
количественная 
оценка — методом 
абсолютной градуи­
ровки

Инсектицидное сред­
ство
хлорофос -  80,0 % 
с.п.

Экстракция элюен- 
том
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4. МАЛАТИОН 
КАРБОФОС
0 ,0 -Диметил-S- 
[ 1,2-ди(этоксикарбо- 
нил)этилдитио]-фос­
фат

Формы применения:

— Концентраты 
эмульсий
малатион — 57 % к.э.; 
малатион — 10,0 %;

Разбавление непо­
лярным растворите­
лем

Метод ГЖХ сПИД;
количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­

циттерметрин —
20,0 %;
— малатион — 50,0 % 

к.э.

ки;
растворитель — че­
тырёххлористый 
углерод;
С„= С.„. = 2,0 мг/см3;
температура колонки 
-1 9 0  ‘С;
температура детекго- 
р а -2 0 0  °С;
температура испари­
теля-2 2 0  °С;
время удерживания 
малатиона — 2 мин 
30 с

Твёрдые формы:
таблетка малатион — 
8,0%;

Экстракция неполяр­
ным растворителем

альфа-ципермет- 
рин -  20 %

— Инсектицидное 
средство в виде по­
рошка
малатион — 14,0 %, 
циперметрин- 2,9 %

Экстракция неполяр­
ным растворителем
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5. ДИАЗИНОН
0,0-Диэтил-0-(2-
изопропил-(4-ме-
тил-пирими-
дил-6)-тиофосфат

Гели, ловушки: Экстракция неполяр- Метод ГЖХ сПИД;
нсектицидное сред- ным растворителем количественная
ство в форме таблет- оценка — методом
ки абсолютной градуи­
диазинон -  6,0 % ровки;

растворитель — четы­
реххлористый угле­
род;
Сст= С„ = 2,0 т /см 1;
температура 
колонки -  170 “С;
температура детекто­
ра — 200 "С;

— Инсектицидное Экстракция неполяр­

температура испари­
теля — 220 “С;
время удерживания 
диазинона — 2 мин 
Юс

средство в форме геля ным растворителем
диазинон -  0,2 %; 
хлорпирифос -  0,3 %
— Инсектицидное Экстракция неполяр­
средство в форме ным растворителем
гель-пасты 
диазинон — 0,3 %;
альфациперметрин — 
0,05%
— Инсектицидное Экстракция поляр­
средство форме геля ным растворителем
диазинон -  0,225 %; 
циперметрин — 
0,075 %
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6. ФЕНИТРОТИОН 
СУМИТИОН
0,0-Диме-
тил-0-(4-ни-
тро-м-толил)-тио-
фосфат

Формы применения:

Аэрозольные баллоны:
-  Аэрозольный бал­
лон для нелетающих 
насекомых 
фенитротион ™ 1,0 %; 
тетраметрин- 0,1 %; 
УВД -  55 %

Удаление лропеллен- 
та путем испарения, 
разбавление неполяр­
ным растворителем

Метод ГЖХ с ПИД;
количественная 
оценка -  методом 
абсолютной градуи­
ровки;
растворитель — четы­
реххлористый угле­
род;
с „ =  Св„= 2,0 мг/см5; 
температура 
колонки — 200 °С;
температура детекго- 
р а -2 5 0  °С;
температура испари­
теля -  250 °С;
время удерживания 
фенитротиона —
2 мин 30 с

-  Аэрозольный бал­
лон для летающих на­
секомых 
тетраметрин —
0,075 %;
перметрин — 0,04 %; 
фенитротион — 0,3%; 
синергист-пиперо- 
нилбутоксид 
П П Б -0 ,3 % ;
УВП-бутан -  67,5 %

Удаление пропеллен- 
та путем испарения, 
разбавление неполяр­
ным растворителем
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3_________1__________________ 2________
7. АЗАМЕТИФОС
0,0-диметил-8-(2- 
оксо-6-хлор-пиридо- 
оксазолил-3-метил)- 
тиофосфат
— Инсектицидное Экстракция неполяр- 
средство «Альфакрон ным растворителем 
50 % с.п.»

— Инсектицидное 
средство в форме по­
рошка
альфакрон — 0,4 % 
или азаметифос — 
0,2 %

Приманка для мух в 
виде пластины 
азаметифос —1,0 мг 
на пластину

Экстракция неполяр­
ным растворителем

Экстракция неполяр­
ным растворителем

Спектрофотометри­
ческий метод (длина 
волны — 295 нм)

4.3.4. Метод ГЖХдля определения карбаматов
За последние 5 лет нашли применение средства с двумя ДВ из 

класса карбаматов — метомилом и пропоксуром.
В нижеследующей табл. 4.4 приведены методики количествен­

ного определения указанных ДВ в средствах на основе карбаматов. 
Подробно условия хроматографирования приведены в п. 4.3.2.

Таблица 4А
М е т о д и к и  о п р е д е л е н и я  к а р б а м а т о в

Действующие вещес­
тва, формы примене­

ния
Способ подготовки 

анализируемой пробы
Условия хроматогра­

фирования

1 2 3
1. МЕТОМИЛ
1-Метилтиоаце- 
таль-дегида 0-(Г4-ме- 
тил-карбамоил)оксим
— Технический про­
дукт

Растворение в непо­
лярном растворителе

Метод ГЖХ с ПИД; 
количественная 
оценка методом
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Субстанция «Мето- 
мил» с содержанием 
основного вещества 
не менее 98,0 %

— Приманка от мух
Инсектицидное сре­
дство в виде гранули­
рованной приманки 
для мух
метомил -1 ,0  %

Экстракция неполяр­
ным растворителем

абсолютной градуи­
ровки;
растворитель -  че­
тырёххлористый 
углерод;
Ссг.= С.».= 2,0 мг/см3; 
температура колонки 
-1 0 0  °С;
температура детекто­
р а -2 0 0  42;
температура испари­
теля -  200 °С;
время удерживания 
метомила —
2 мин 20 с

2. ПРОПОКСУР
0-(2-Изопропок- 
си-карбонилпро- 
пен-1-ил-2)-0~ме- 
шл-М-этил амвдо - 
тио-фосфат
-  Концентрат эмуль­
сии (Пропоксур,
20 % к.э.)

Разведение поляр­
ным растворителем

Метод ГЖХ с ПИД;
количественная 
оценка методом абсо­
лютной градуировки; 
растворитель — че­
тырёххлористый 
углерод;
С„= с „, =  2,0 мг/см3;
температура 
колонки—180 °С;
температура детекто­
р а -2 3 0  °С;
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— Приманка для 
уничтожения тарака­
нов (пропоксур —
2,0 %)

Экстракция поляр­
ным растворителем

температура испари­
теля -  230 °С; 
время удерживания 
пропоксура -  
2 мин 20 с

4.3.5. Метод ГЖХдля определения регулятора размножения 
тараканов — S-гидропрена

Метод ГЖХ для определения регулятора размножения тарака­
нов -  S-гидропрена представлен в табл, 4.5.

Подробно условия хроматографирования приведены в п. 4.3.2.
Таблица 4.5

Метод ГЖХ для определения регулятора размножения 
тараканов S-гидропрена

Действующие вещес­
тва, формы примене­

ния
Способ подготовки 

анализируемой пробы
Условия хроматогра­

фирования

S- Г и д р о п р е н
— Средство инсекти­
цидное
регулятор размноже­
ния тараканов 
«S-Гидропрен» с со - 
держанием основного 
вещества не менее 
99,1%

Растворение в непо­
лярном растворителе

Метод ГЖХ сПИД; 
количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­
ки;
растворитель — гек­
сан;
С„= с ак =  2.° мг/см]; 
температура 
колонки — 200 °С; 
температура детекто­
р а -2 5 0  °С;
температура испари­
теля -  250 °С; 
время удерживания 
S-гидропрена -  
3 мин 5 с
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4.3.6. Методы идентификации и количественного 
определения действующих веществ в репеллентных средствах
Основными репеллентами, широко применяемыми в сфере 

медицинской дезинсекции, являются диметилфталат ДМФ, 
К,1Ч-диэтил-мета-толуамид ДЭТА, N-гексилоксиметилкапро - 
лактам акреп, этил-3-1Ч-бутилацетамино-пропионат (репел 
лент ИР3535), 1 -(1-метилпропокси-шрбонил)-2-(2~гтроксиэт- 
лен)-пиперидин (КБР).

Основные формы применения — аэрозольные баллоны, рас­
творы в беспропеллентной упаковке БАУ, лосьоны, .эмульсии, 
кремы, карандаши, салфетки.

Наиболее востребованным репеллентом является ДЭТА. В со­
ставе аэрозольных баллонов, предназначенных для уничтожения 
кровососущих насекомых, его содержание — 10,0—20,0 %, в соста­
ве аэрозольных баллонов, предназначенных для защиты от кле­
щей — 30—32 %. Часто ДЭТА комбинируют с другими репеллента­
ми, например, в составе лосьонов с ДМФ, в сочетании с репеллен­
том ИР3535 в спреях или в сочетании с альфа-циперметрином в 
акароинсезсгицидных средствах в форме аэрозольных баллонов.

Акреп — р е п е л л е н т  о т е ч е с т в е н н о г о  п р о и з в о д с т в а  — используется 
для изготовления эмульсий, как правило, в сочетании с ДМФ.

В качестве субстанций в настоящее время зарегистрированы 
репеллент ИР3535 производства фирмы «Мерк» Германия и 
ДЭТА производства фирмы «МакЛафлин Гормли Кинг» США.

Анализ всех репеллентов осуществляют методом ГЖХ на хро­
матографе с ПИД и количественной оценкой ДВ методом абсолют­
ной градуировки или методом «внутреннего эталона» по дипро­
пил фталату или по дифенилу.

Основная задача при анализе различных репеллентных 
средств заключается в количественном выделении ДВ из препа­
ративной формы путём подбора оптимальных условий выделе­
ния: растворителя для экстракции ДВ, времени экстракции, тем­
пературного режима. Наименьший коэффициент извлечения 
(85—90 %) достигается при анализе кремов, что обусловлено их 
сложным составом.

В табл. 4.6 представлен анализ репеллентов в обобщённом 
виде для различных препаративных форм. Для каждого репеллента 
приведены наиболее распространённые формы применения, ДВ в 
препаративной форме, условия хроматографирования, раствори­
тель для экстракции и коэффициент извлечения ДВ.

Подробно условия хроматографирования приведены в п. 4.3.2.

81



Р  4.2.2643-10

Таблица 4.6
Г а з о х р о м а т о г р а ф и ч е с к и й  м е т о д  а н а л и з а  р е п е л л е н т о в  

в  р а з л и ч н ы х  ф о р м а х  п р и м е н е н и я

Название ДВ, 
формы применения

Способ подготовки 
анализируемой пробы

Условия хроматогра­
фирования

1 2 3
1. ДМФ
Диметил фталат
Формы применения:
— Репеллентное сре- Разведение этиловым Метод ГЖХ с ПИД;
дство спиртом количественная
лосьон (ДМФ — 30 %) оценка -  методом

— Репеллентное сред­ Разведение этиловым

абсолютной градуи­
ровки [18] или мето­
дом «внутреннего 
эталона» по децило- 
вому спирту; 
растворитель — эти­
ловый спирт;
С„= с .„. = 2>° мг/см3; 
температура 
колонки —160 °С;
температура детекто­
р а -1 7 0  °С;
температура испари­
теля -  160 °С; 
время удерживания 
ДМФ — 2 мин 30 с

ство в виде вод­ спиртом
но-спиртового рас­
твора в БАУ 
ДЭТА-14,0% ; 
ДМФ -  9,0 %
-  Репеллентное сре­ Разведение этиловым Количественная
дство в форме эмуль­ спиртом оценка методом
сии «внутреннего этало­

на» подигфопилфта- 
лату;
время удерживания 
ДМФ — 3 мин 30 с;
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Продолжение табл. 4.6
1 2 3

Д М Ф -20,0% ; 
акреп — 20,0 %

время удерживания 
акрепа — 5 мин 55 с

2. ДЭТА
НМ-диэтил-мета-то-
луамид
Формы применения:
Репеллентное сре­
дство в аэрозольной 
упаковке 
ДЭТА — 25,0 %

— Инсектицидно-ре- 
пеллентное средство 
в аэрозольной упа­
ковке
ДЭТА 15,0 %; 
альфа-ципермет- 
рин — 0Д8 %
-  Инсекто акаридид- 
ное средство 
(ДЭТА -  30,0 %)в 
форме аэрозольного 
баллона

Удаление пропеллен- 
та путем испарения, 
разбавление состава 
растворителем

Удаление пропеллен- 
та путем испарения, 
разбавление состава 
растворителем

Метод ГЖХ с ПИД; 
количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­
ки или методом 
«внутреннего этало­
на» по дибутилфтала- 
ту;
растворитель — эти­
ловый спирт;
С„ = С„„ = 2,0 мг/см3; 
температура 
колонки — 170 °С; 
температура детекто­
р а-1 8 0  ’С; 
температура испари­
теля—190 °С; 
время удерживания 
ДЭТА — 3 мин 30 с

— Репеллентное сре­
дство в форме вод­
но-спиртового

Разведение поляр­
ным растворителем
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Продолжение табл. 4.6

1 2 3
раствора БАУ 
ДЭТА — 10,0 %
— Репеллентное сре- Экстракция поляр-
дство в виде каранда- ным растворителем
ша
ДЭТА» 17,5%
— Средство репеллен- Экстракция этило-
тное в виде каранда- вым спиртом
ша
ДЭТА-15 ,0%
— Репеллентное сре- Экстракция смесью
дство в виде ацетон : четырёх-
крем-геля хлористый углерод
ДЭТА-1 7 ,5 % (1:1)

3. ИР3535
Этил-3-(N-бутил-
адетамидо)-пропио-
нат
Субстанция «ИР Растворение в непо­ Метод ГЖХ с ПИД;
3535» — технический лярном растворителе количественная
продукт, содержащий оценка — методом аб­не менее 98,0 % солютной градуиров­основного вещества ки;

Формы применения:
— Репеллентное сре­ Разбавление этило­

растворитель — че­
тырёххлористый 
углерод;
с„= С„„ = 2,0 мг/см3; 
температура 
колонки — 150 °С; 
температура детекто­
р а -2 1 0  °С;
температура испари­
теля -  210 °С;
время удерживания 
ИР3535 — 2 мин 30 с

дство антикомари- вым спиртом
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Продолжение табл. 4.6

1 2 3
ный спрей для детей, 
в форме БАУ 
ИР3535 — 12,0 %

— Репеллентное сре­
дство антикомари- 
ный спрей для взрос­
лых
ИР3535 -  4,0 %; 
Д Э ТА -5,0% ; 
гександиол — 5,0 %

Разбавление этило­
вым спиртом

Температура 
колонки —
130-160 °С; 
температура детекто­
ра и испарителя — 
230 °С;
время удерживания:
гександиола -  2 мин 
20 с;
ДЭТА — 6 мин 23 с; 
ИР 3535 -  6 мин 45 с

4. КБР
1 -Пипервдинкарбо- 
новая кисло­
та, 2-(2-гидроксиэ- 
тил)-1 -метилпропи- 
ловый эфир

Формы применения:

Лосьоны:
— Репеллентное сре- 
дстволосьон в форме 
водно-спиртового 
раствора БАУ
КБР -  20,0 %

Разведение этиловым 
спиртом

Метод ГЖХ сПИД; 
количественная 
оценка — методом аб­
солютной градуиров­
ки;
растворитель — эти­
ловый спирт;
С„ =  С„н =  2,0 мг/см5; 
температура 
колонки —160 °С; 
температура детекто­
ра -  200 “С;
температура испари­
теля — 200 °С; 
время удерживания 
КБР — 3 мин 50 с
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Продолжение табл. 4.6
1 2 3

— Репеллентное сре­
дство молочко для 
защиты от летающих 
насекомых в форме 
эмульсии 
К Б Р -10 ,0%
Крем:
— Репеллентное сре­
дство крем для защи­
ты от летающих насе­
комых
КБР -1 0 ,0  %

Разведение этиловым 
спиртом

Разведение этиловым 
спиртом

ЗАКРЕП
N - (Гексилоксиме- 
тил) -капролактам
Формы применения:
Репеллентное сре­
дство в форме эмуль­
сии
акреп -  22,0 %; 
Д М Ф -18,0%

Экстракция неполяр­
ным растворителем

Метод ГЖХ с ПИД;
количественная оцен­
ка — методом абсолют­
ной градуировки или 
методом «внутреннего 
эталона» по дипро- 
пилфталату или по ди­
фенилу;
растворитель — эти­
ловый спирт;
С„= = 2,0 мг/см3; 
температура колон­
к и - 1 6 0 -  190 °С;
температура детекто­
р а -2 3 0  °С;
температура испари­
теля — 230 °С; 
время удерживания 
акрепа — 5 мин 55 с 
Метод «внутреннего 
эталона» по дифенил- 
фталату
к**, -0 ,9 0 -0 ,9 5
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4.4. Методы исследований дератизационных средств
В средствах для медицинской дератизации применяют дей­

ствующие вещества ДВ различной химической природы и раз - 
личного механизма действия. В настоящее время в России зарегис­
трированы родентицвдные ДВ, представляющие собой яды остро­
го типа действия и яды пролонгированного действия -  антикоагу­
лянты индандионового и кумаринового ряда.

Острые яды, такие как фосфид цинка, глифтор и нафтилтио- 
мочевина, имеют ограниченное применение. Наибольшее приме­
нение получили ДВ пролонгированного действия -  антикоагулян­
ты индандионового (дифенацин, этилфенацин, изопропилфена- 
цин, хлорфасинон) и кумаринового ряда (зоокумарин и его натрие­
вая соль, бромадиолон, бродифакум, дифетиалон, дифенакум, 
куматетралил).

Дератизационные средства выпускают в различных препара­
тивных формах: в виде ДВ (индивидуальных и смесевых) с содер­
жанием основного вещества от 30 до 99,8 %, жидких и диспергиро­
ванных твердых порошки концентратов с содержанием ДВ от 0,25 
до 2,5 %, а также в виде отравленных приманок на пищевой основе 
с содержанием ДВ от 0,0025 до 3 %.

Специфическими требованиями к выпускаемым препаратив­
ным формам дератизационных средств являются обязательное до­
бавление интенсивных красителей и горечи (бензоат натрия, бит- 
рекс), которые обеспечивают отличие отравленных приманок от 
пищевых продуктов и предохраняют от случайного отравления на 
этапах производства и применения дератизационных средств. Ис­
ключение составляют фосфид цинка и 1-нафтилтиомочевина, соб­
ственная окраска которых не требует дополнительного предупре­
дительного окрашивания.

Основными показателями, которые позволяют идентифици­
ровать средство, являются внешний вид, цвет и содержание ДВ. 
Внешний вид и цвет определяют визуально. Выбор метода опреде­
ления ДВ зависит от его физико-химических свойств и уровня со­
держания, а также состава инертных компонентов в рецептуре 
средства.

Разнообразие физико-химических свойств ДВ, применяемыхв 
дератизационных средствах, обусловливает возможность примене­
ния различных методов их определения: химических — титрование, 
и физико-химических инструментальных методов — спектрофото­
метрия, газовая хроматография, высокоэффективная жидкостная 
хроматография.

87



Р 4.2.2643-10

4.4.1. Методы определения фосфида цинка в дератизационных 
субстанциях и средствах

Фосфид цинка Zn3P2 представляет собой порошок темно-се­
рого цвета. Действующим веществом является фосфин (фосфорис­
тый водород) — РН3, выделяющийся при гидролизном расщепле­
нии фосфида цинка. В качестве примесей технический фосфид 
цинка может содержать металлический цинк, оксиды цинка и ок­
сиды железа.

Анализ ДВ в техническом продукте фосфида цинка проводят 
объемным волюмометрическим методом [27] или титриметри - 
ческим методом. Указанные методы применимы для анализа фос­
фида цинка и в препаративных формах дератизационных средств.

Поскольку ратицидная активность фосфида цинка определя­
ется именно токсичностью фосфина, образующегося при кислот­
ном гидролизе фосфида цинка, его определение является предпоч­
тительным для оценки качества дератизационного средства.

. Объемный волюмометрический метод определения фосфида 
цинка основан на кислотном гидролизе фосфида цинка и измере­
нии объема выделившегося фосфина с применением водного рас­
твора сернокислой меди.

Содержание Д В может быть охарактеризовано по фосфидному 
фосфору или по фосфидному цинку, которые вычисляют по ре­
зультатам измерения объема фосфина.

Метод избирателен, примеси в техническом продукте и другие 
компоненты рецептурного состава в дератизационных средствах не 
мешают определению.

Приборы, реактивы и растворы. Специальный прибор для из­
мерения объема выделившегося фосфина, в котором последова­
тельно соединены капельная воронка вместимостью 50 мл, кругло­
донная колба вместимостью 25—30 мл, измерительная ячейка 
вместимостью 100 мл, снабженная водяной рубашкой и уравни­
тельным сосудом с затворной жидкостью -  раствором хлористого 
натрия; поглотительный сосуд с раствором сернокислой меди; 
весы аналитические; 20 %-й раствор соляной кислоты; 5 %-й рас­
твор сернокислой меди — поглотительная жидкость; насыщенный 
раствор хлористого натрия -  затворная жидкость; азот газообраз­
ный; вода дистиллированная.

Выполнение анализа. Масса средства для анализа берется из 
расчета 20—80 мг фосфидного фосфора или 80—400 мг фосфидно- 
го цинка в пробе. Анализируемую пробу средства, взвешенную в 
граммах с точностью до четвертого десятичного знака (около 0,15 г 
фосфида цинка или около 4 г зерновой приманки), помещают в 
круглодонную колбу, присоединяют к коммуникациям прибора и,
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заполнив измерительную бюретку затворной жидкостью, продува­
ют слабым потоком азота в течение двух минут, после чего в ка­
пельницу при закрытом кране наливают около 20 мл раствора со­
ляной кислоты. Затем по каплям подают раствор в круглодонную 
колбу, содержащую анализируемое средство, для разложения фос­
фида цинка. Постепенно нагревают содержимое колбы до кипе­
ния. По окончании реакции газ, оставшийся в колбе, вытесняют в 
измерительную бюретку насыщенным раствором хлористого на­
трия. После охлаждения газа в бюретке замеряют его объём. Затем с 
помощью прибора проводят поглощение фосфина раствором 
сернокислой меди. Объём выделившегося фосфина определяют по 
разности объёма газа до и после его поглощения.

Обработка результатов. Измеренный объём фосфина приво­
дят к нормальным условиям (V0, мл) по формуле:

V х273- Р - р

V — объем фосфина, измеренный в опыте, мл;
Р -  атмосферное давление, Па (мм рт. ст.); 
р -  упругость водяных паров над насыщенным раство­

ром хлористого натрия, Па (мм рт. ст.);
Р0 — нормальное атмосферное давление, равное 

10 325 Па (760 мм рт. ст.); 
t -  температура газа, °С.

Массовую долю фосфина в средстве (X) в процентах вычисля­
ют по формуле;

v 0,001518хКо хЮОX  = -----------------------  , где
т

0,001518 -  масса фосфина, содержащаяся в 1 мл газообразного 
фосфина, г;

m — масса средства, взятая для анализа, г.

Для того чтобы вычислить массовую долю фосфидного фосфо­
ра в техническом продукте, измеренный объем фосфина пересчи­
тывают на фосфидный фосфор (AW) в процентах по формуле:

X фф

0,001318хК0 хЮО
---------------2-------  , где

т
0,001318 — масса фосфидного фосфора, содержащаяся в 1 мл 

газообразного фосфина, г.
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Массовую долю фосфидного цинка (ХФЦ) в процентах вычис­
ляют из соотношения:

X  ф ц  —  4 , 1 6  х ^ ф ф  j  г д е

4,16 -  масса фосфида цинка, соответствующая 1 г фосфид­
ного фосфора, определяемая из отношения молеку­
лярной массы фосфида цинка к массе двух атомов 
фосфора 258,06 г/2 х 31 г.

Титриметрический метод определения фосфидного цинка в 
техническом продукте субстанции [27] основан на раздельном 
титровании общего и свободного металлического цинка. Содер - 
жание фосфидного цинка определяют по разности полученных ре­
зультатов.

Приборы, реактивы и растворы. Весы аналитические; бюретка 
и стеклянная мерная посуда; точно 0,1 н раствор тиосульфата на­
трия; 10 %-й раствор йодистого калия; 1 М раствор гидроокиси на­
трия; аммиачно-хлоридный буфер с pH 10,0—10,5; 0,1 М раствор 
уксусной кислоты; 2 М раствор серной кислоты; 0,1М раствор сер­
нокислой меди; точно 0,1 н раствор трилона Б; 1 %-й раствор крах­
мала индикатор; эриохром черный Т индикатор.

Выполнение анализа*
Определение металлического цинка.
В мерную колбу вместимостью 25 см3 вносят навеску фосфи­

да цинка массой 0,1 г, взвешенную с точностью до 0,0002 г, или 
эквивалентное количество отравленной приманки. Приливают 
5 см3 0,1 М раствора сульфата меди. Смесь оставляют на 30 мин, 
периодически встряхивая. Затем раствор отфильтровывают через 
бумажный фильтр, осадок промывают на фильтре дважды по 5 см3 
дистиллированной воды, приливают к фильтрату 1 см3 0,1 М 
уксусной кислоты, 5 см3 10 %-го раствора йодистого калия. Выде­
лившийся йод титруют 0,1 н раствором тиосульфата натрия до сла­
бо-желтой окраски. Аналогично титруют 5 см3 0,1 М раствора суль­
фата меди после прибавления 1 см3 0,1 М уксусной кислоты и 5 см3 
10 %-го раствора йодистого калия холостую пробу.

Обработка результатов. Массовую долю металлического цин­
ка в средстве Zn, % вычисляют по формуле:

VQ- V  хО,00327x100
Zn = -----------------------------  , где

т
0,00327 — масса цинка, соответствующая 1 мл точно 0,1 н рас­

твора тиосульфата натрия, г;

90



Р 4.2.2643-10

Vfl -  объем 0,1 н раствора тиосульфата натрия, израсхо­
дованный на титрование холостой пробы, см3;

V — объем 0,1 н раствора тиосульфата натрия, израсхо­
дованный на титрование холостой пробы, см3; 

m — масса средства, взятая на анализ, г.

Определение массовой доли основного вещества. К навеске тех­
нического образца фосфида цинка массой ОД г, взвешенной с точ­
ностью до 0,0002 г, или к эквивалентному количеству отравленной 
приманки прибавляют 5—10 см3 5 М серной кислоты. 25 см3 дис­
тиллированной воды и кипятят в течение 15 мин. Смесь охлаждают 
и нейтрализуют 1 М раствором гидроксида натрия до pH 3—5, при­
ливают 5 см3 аммиачно-хлоридного буфера с pH 10—10,5 и титру? 
ют раствором трилона Б с применением индикатора эриохрома 
черного Т до перехода окраски от красно-фиолетовой до синей.

Обработка результатов. Содержание фосфидного цинка в сре­
дстве (Zn3P2) в процентах определяют по формуле:

Zn3P2 КхО,00863x100 
т

-Zn , где

0,00863 -  масса Zn3P2, соответствующая 1 см3 точно 0,1 н рас­
твора трилона Б, г;

Zn -  массовая доля металлического цинка в пробе, опре­
деленная при титровании тиосульфатом натрия, %;

V -  объем 0,1 н раствора трилона Б, израсходованный на 
титрование, см3;

m -  масса средства, взятая на анализ, г;
(Vx 0,00863 х 100/ш) -  суммарное содержание фосфидного и 

металлического цинка, найденное при титровании 
тиосульфатом натрия, %.

4.4.2. Методы определения 1-1-нафтил-2-тиомочевины 
в дератизационных субстанциях и средствах

4.4.2Л. Спектрофотометрические методы определения 
1-1-нафтил-2-тиомочевины

Определение 1-1-нафтил-2-тиомочевины НТМ спектро 
фотометрическим методом по собственному поглощению в ультра­
фиолетовой области спектра основано на измерении оптической 
плотности растворов НТМ при длине волны в диапазоне 
280-300 нм.

Определению могут мешать вещества, поглощающие в указан­
ном волновом диапазоне. Метод может использоваться при серий­
ном анализе в условиях производства.
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Приборы и реактивы. Для выполнения анализа применяется 
спектрофотометр СФ-26, СФ-46 или другой марки; стандартная стек­
лянная мерная посуда; весы аналитические; этиловый спирт 96 %.

Выполнение анализа. Подготовка пробы к спектрофотометри­
ческому измерению включает растворение технического продукта 
в этиловом спирте для последующего фотометрирования. Из пре­
паративной формы средства в виде приманки проводят извлечение 
ДВ 96 % этиловым спиртом при повышенной температуре (60 °С) в 
течение 15 мин. Оптическую плотность приготовленного раствора 
измеряют при длине волны 285 нм в кювете с толщиной поглощаю­
щего слоя 1 см. В качестве раствора сравнения используют экс­
тракт, полученный в таких же условиях из «холостой» пробы (не со­
держащей НТМ).

Обработка результатов. Массовую долю ДВ в средстве X в 
процентах вычисляют по формуле:

v D х202,3 х AT х F  х 100X ---------- -̂----------------- , где
exwjx/

D — оптическая плотность раствора;
202,3 — молекулярная масса НТМ;

К — кратность разведения экстракта;
V -  объем экстракта, л;

е =  8400 — значение молекулярного коэффициента поглоще­
ния НТМ при 285 нм, л/моль ■ см;

m — масса анализируемой пробы, г.
1 — толщина поглощающего слоя, см.

Применение справочного значения молярного коэффициента 
поглощения НТМ при длине волны 285 нм позволяет исключить 
построение калибровочного графика.

Для определения НТМ в дератизационных средствах приме­
няют также спектрофотометрический метод, основанный на изме­
рении оптической плотности раствора азосоединения, образующе­
гося при взаимодействии НТМ и сульфанилата диазония, при 
длине волны 490 нм.

Метод избирателен.
Приборы, реактивы и растворы. Для выполнения анализа при­

меняется спектрофотометр СФ-26, СФ-46 или электрофотоколо­
риметр КФК-2; стандартная стеклянная мерная посуда, весы ана­
литические; этиловый спирт 96 %, аналитический стандарт НТМ; 
раствор сульфанилата диазония с массовой концентрацией 
5 мг/мл; 0,1М раствор соляной кислоты; 0,1М раствор натрия гид­
роокиси.
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Выполнение анализа. При анализе дератизационного средства 
в виде приманки ДВ извлекают 96 % этиловым спиртом при повы­
шенной температуре (60 °С) и вносят в аликвоту экстракта реак­
тивы, необходимые для получения азосоединения: раствор НТМ с 
концентрацией ОД мг/мл; раствор сульфанилата диазония с кон­
центрацией 5 мг/мл и ОД М раствор соляной кислоты. Смесь вы­
держивают в течение 5 мин, затем добавляют ОД М раствор гидро­
окиси натрия и фотометрируют при длине волны 490 нм относи­
тельно «холостого» раствора калибровочного графика. Для по­
строения калибровочного графика готовят калибровочные рас­
творы азосоединения, эквивалентные содержанию в пробе 20, 40 
и 60 мкг НТМ.

Обработка результатов. Массовую долю действующего вещес­
тва X в процентах вычисляют по формуле, используя калибро - 
вочный график:

v яхЮ-6 XjSTx F х ЮО

а -  содержание НТМ в аликвоте, найденное по калиб­
ровочному графику, мкг;

10‘6 -  коэффициент пересчета из мкг в г;
К — кратность разведения пробы; 
ш — масса средства, взятая на анализ, г;

1 — толщина поглощающего слоя, см.
4.4.2.2. Хроматографический метод определения 

1-1-нафтил-2-тиомочевины
Анализ НТМ в зерновой приманке проводят методом высоко­

эффективной жидкостной хроматографии с применением спек­
трофотометрического детектирования, градиентного режима хро­
матографирования и использованием абсолютной градуировки.

Метод избирателен, компоненты рецептурного состава сре­
дства не мешают определению.

Приборы, реактивы и растворы. Аналитический жидкостный 
хроматограф, снабженный спектрофотометрическим детектором, 
градиентной системой, инжектором с дозирующей петлей 
5—10 мкл, программой обработки хроматографических данных на 
базе персонального компьютера; весы аналитические; магнитная 
мешалка; ротационный испаритель; стандартная стеклянная мер­
ная посуда, НТМ — аналитический стандарт; рабочая градуировоч­
ная смесь НТМ в ацетонитриле с массовой концентрацией 
0,1 мг/мл; ацетонитрил градации для жидкостной хроматографии; 
хлористый метилен ч.д.а.; вода бидистиллированная.
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Выполнение анализа. Подготовка пробы к анализу предусмат­
ривает извлечение ДВ из средства хлористым метиленом в течение 
4 ч с помощью магнитной мешалки. Из отфильтрованного экс­
тракта под разрежением отгоняют растворитель, сухой остаток рас­
творяют в ацетонитриле и хроматографируют. Предварительно 
хроматографируют рабочую градуировочную смесь. Из получен­
ных хроматограмм определяют удерживаемый объём и площади 
хроматографических пиков НТМ в градуировочной смеси и в ана­
лизируемом растворе.

Хроматографирование проводят на колонке для обращен- 
но-фазной хроматографии типа ACCUBOND ODS 5 мкм. В качес­
тве элюентов используют ацетонитрил и воду. Градиент по ацето­
нитрилу от 40 до 100 %. Длина волны измерений 290 нм.

Обработка результатов. Массовую долю НТМ в средстве X в 
процентах вычисляют по формуле:

S xC  x a x V  
Х = ---- -£----------  , где

StB*m
S и Sprc — площади хроматографических пиков определяемого 

вещества в анализируемой пробе и рабочей градуи­
ровочной смеси;

Сргс — массовая концентрация аналитического стандарта 
определяемого вещества в рабочей градуировочной 
смеси;

а — массовая доля основного вещества в аналитическом 
стандарте, %;

V — объем анализируемого раствора, мл;
m — масса средства, взятая на анализ, мг.

4А З. Методы определения индандионов в дератизационных 
субстанциях и средствах

Особенности химико-аналитических исследований дератиза­
ционных ДВ субстанций для производства препаративных форм 
определяются их составом: содержанием основного вещества, 
уровнем примесей и содержанием технологических добавок. Для 
анализа применяют титрование раствором гидроокиси натрия, 
спектрофотометрические методы с прямым фотометрированием 
определяемого вещества и в виде окрашенных комплексов, высо­
коэффективную жидкостную хроматографию со спектрофотомет­
рическим детектированием в ультрафиолетовой области спектра.

4.4.3Л. Титриметрический метод определения дифенацина, 
этилфенацина и изопропилфенацина

Определение содержания ДВ в субстанциях дифенацина, 
этилфенацина и изопропилфенацина и концентратах титриметри-
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ческим методом [41] основано на титровании индандиона раство­
ром гидроокиси натрия в среде органического растворителя (диок- 
сан, этанол, ацетон) с добавлением индикатора (бромтимоловый 
синий, феноловый красный) или с применением потенциометри­
ческих измерений.

Метод не избирателен, определению могут мешать вещества, 
титруемые гидроокисью натрия, в связи с этим метод не применим 
для определения действующего вещества в таких технических про­
дуктах как трифенацин, тетрафенацин.

Метод может быть рекомендован для рутинных анализов в 
условиях производства.

Приборы, реактивы и растворы. Весы аналитические; бюретка 
вместимостью 25 мл; стандартная стеклянная мерная посуда; ди- 
оксан; 0,1 М раствор гидроокиси натрия; спиртовый раствор бром- 
тимолового синего индикатор; иономер универсальный ЭВ-74 со 
стеклянным и каломельным электродами.

Выполнение анализа. Анализируемую пробу растворяют в диок- 
сане и титруют с помощью раствора гидроокиси натрия в прису­
тствии индикатора бромтимолового синего с визуальным или по­
тенциометрическим определением конца титрования.

Обработка результатов. Массовую долю определяемого ве­
щества X в процентах вычисляют по известной формуле:

v КхГхЮОX - -------------  , где
т

V -  объем точно ОД М раствора гидроокиси натрия, из­
расходованный на титрование пробы, мл;

Т -  масса определяемого вещества, соответствующая 
1 мл точно ОД М раствора гидроокиси натрия, г/мл;

m — масса анализируемой пробы, г.

4.4.3.2. Спектрофотометрические методы определения дифенацина, 
этилфенацина и изопропилфенацина

Определение дифенацина, этилфенацина, изопропилфенаци­
на, хлорфасинона в дератизационных субстанциях (технический 
продукт, жидкие и диспергированные твердые концентраты) и в 
препаративных формах проводят спектрофотометрическим мето­
дом с прямым определением вещества или в виде окрашенных 
комплексов.

Спектрофотометрический метод прямого определения изо­
пропилфенацина основан на измерении оптической плотности 
индан-1,3-диона, в растворе органического растворителя при дли­
не волны 325 и 340 нм относительно растворителя с применением
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градуировочного графика или молярных коэффициентов поглоще­
ния.

Метод избирателен в отсутствии компонентов рецептурного 
состава средства, поглощающих в указанной области длин волн. Не 
избирателен в присутствии нескольких веществ индандионового 
рада, которые определяются суммарно.

Метод может бьггь применён для серийного анализа в условиях 
производства.

Приборы, реактивы и растворы. Для проведения анализа ис­
пользуют спектрофотометр типа СФ-46; стеклянную мерную посу­
ду; этиловый спирт.

Выполнение анализа. Подготовка пробы к анализу заключается 
в выделении ДВ в раствор. Способ выделения определяемого ве­
щества зависит от рецептурного состава средства. Технический 
продукт растворяют; из концентратов и приманок ДВ извлекают 
жидкостной экстракцией с применением этилового спирта и фото- 
метрируют на спектрофотометре при двух длинах волн.

Обработка результатов. Содержание индан-1,3-диона опреде­
ляют, используя калибровочный график в координатах: оптичес­
кая плотность—содержание вещества, мг.

При использовании значений молярных коэффициентов по­
глощения определяемого индан-1,3-диона содержание ДВ X в 
процентах вычисляют по формуле:

_  -®325 — -®340 Х К х Ж х Ю О  

1,10 ̂  хш х/

(Д325—Д340) — разница оптической плотности анализируемого рас­
твора при разных длинах волн;

М  — молекулярная масса определяемого индан-1,3-дио- 
на, г/моль;

V -  объем раствора или экстракта, л;
1,10-4 — разность молярных коэффициентов поглощения 

индан-1,3-диона при 325 и 340 нм, л/моль ■ см. 
т -  масса анализируемой пробы, г;
/ — толщина поглощающего слоя, см.

Спектрофотометрический метод определения дифенацина, 
этилфенацина и изопропилфенацина в виде окрашенных ком­
плексов основан на образовании водорастворимых окрашенных 
комплексов ионов железа III с индандионами и измерении их 
оптической плотности при длине волны 490 нм с применением ка­
либровочного графика или молярных коэффициентов поглоще­
ния.
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Метод избирателен в отношении традиционно применяемых 
красителей и других экстрагируемых компонентов рецептурного 
состава средства. Не избирателен в присутствии нескольких ве­
ществ индандионового ряда, которые определяются суммарно.

Метод может быть применён для серийного анализа в условиях 
производства.

Приборы, реактивы и растворы. Для проведения анализа ис­
пользуют электрофотоколориметр типа КФК или спектрофото­
метр типа СФ-46; стеклянную мерную посуду; диоксан; 6 %-й рас­
твор железа треххлористого.

Выполнение анализа. Подготовка пробы к анализу заключается 
в выделении ДВ в раствор. Способ выделения определяемого ве­
щества зависит от рецептурного состава средства. Технический 
продукт растворяют; из концентратов и приманок действующие 
вещества извлекают жидкостной экстракцией с применением ди- 
оксана.

Навеску технического продукта из расчета получения моляр­
ной концентрации раствора 2—4 * 10 ~4 М растворяют в смешива­
ющемся с водой растворителе (диоксан, ацетон) с добавлением не­
большого количества воды (до 5%) и 6 %-го водного раствора 
FeCl3 - 6Н20 . Оптимальная концентрация Felll 2 • 10 _3М. Рас­
твор фотометрируют при 490 нм. Содержание определяемого ин­
дан-1,3-диона вычисляют, используя калибровочный график или 
молярный коэффициент поглощения комплекса определяемого 
индан-1,3-диона с железом.

Обработка результатов. Содержание индан- 1,3-диона опреде­
ляют, используя калибровочный график в координатах: оптичес­
кая плотность—содержание вещества, мг.

При использовании значений молярных коэффициентов по­
глощения комплекса определяемого индан-1,3-диона с железом 
содержание действующего вещества X в процентах вычисляют по 
формуле:

D -D 0 x M x V x  100
х = -------- --------------------

e x m x K x l
(D—D0) — разница оптической плотности анализируемого и 

контрольных растворов;
М  — молекулярная масса определяемого индандиона, 

г/моль;
V — объем раствора или экстракта, л; 
е — молярный коэффициент поглощения комплекса 

железа III с индандионом, л/моль ■ см;
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m — масса пробы, взятой на анализ, г;
К — коэффициент, учитывающий разбавление фотомет- 

рируемого раствора водой и солью железа;
/ — толщина поглощающего слоя, см.

Экспериментально установлены значения молярных коэффи­
циентов поглощения комплекса железа III для некоторых ве - 
ществ: дифенацин 1 300 ± 60; хлорфасинон 1 260 ± 80; изопропил- 
фенацин 1 100 ± 80; этилфенацин 960 ± 80.

4.4.3.3. Хроматографические методы определения антикоагулянтов 
индандионового ряда

Определение антикоагулянтов индан-1,3-дионового ряда (ди­
фенацин, изопропилфенацин, хлорфасинон, этилфенацин) в суб­
станциях (технические продукты, жидкие и порошковые концен­
траты) и различных препаративных формах дератизационных 
средств проводят методом прямой или обращено-фазной высоко­
эффективной хроматографии с применением спектрофотометри­
ческого детектирования. Для идентификации и хроматографичес­
ких измерений антикоагулянтов индан-1,3-дионового ряда приме­
няют спектро-фотометрические детекторы на диодной матрице 
для измерений в области 190—400 нм и детекторы для измерений 
при одной длине волны. Надежность идентификации ДВ, характе­
ризующихся близкими спектрами поглощения в ультрафиолето­
вой области, достигается использованием двух критериев: 
1) спектр поглощения в области 190—400 нм; 2) время удержива­
ния в заданных условиях хроматографических измерений.

При анализе технических продуктов (трифенацин, тетрафена- 
цин), представляющих собой малоочищенную технологическую 
смесь, в которой содержится несколько индавдионов с разным со­
держанием, применение диодноматричного детектора позволяет 
записать спектры поглощения каждого пика хроматограммы в диа­
пазоне 190—400 нм и идентифицировать индандионы по спектрам 
поглощения в рабочей градуировочной смеси и испытуемой пробе.

Специфические условия подготовки пробы для анализа обуслов­
ливаются содержанием действующего вещества и свойствами ингре­
диентов рецептуры средства (технологические и функциональные до­
бавки, в т. ч. натуральные пищевые аттракганты).

Технические продукты и жидкие концентраты растворяют в 
растворителе, совместимом с хроматографической подвижной фа­
зой. Из порошковых концентратов и пищевых приманок требуется 
выделение действующего вещества в органическую фазу с по­
мощью экстракции. При этом из-за низкого уровня содержания 
ДВ в пищевых приманках на фоне сложного рецептурного состава 
и пищевой основы повышаются требования к селективному выде-
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лению действующего вещества и условиям эффективного хрома­
тографического разделения компонентов пробы.

Хроматографический метод определения индандионов с при­
менением прямофазной высокоэффективной хроматографии ос­
нован на применении УФ-детектирования, хроматографировании 
пробы на аминной колонке в изократическом режиме с использо­
ванием абсолютной градуировки. В качестве элюента (подвижной 
фазы) применяют смесь ацетонитрил: вода в соотношении 80 : 20 
по объему.

Избирательность метода. Метод избирателен в присутствии 
нескольких ДВ индан-1,3-дионового рада. Определению не меша­
ют технологические примеси в техническом продукте.

Приборы. Аналитический жидкостный хроматограф «Стайер» 
или другого типа, снабженный спектрофотометрическим детекто­
ром на диодной матрице или детектором для измерений при одной 
длине волны в ультрафиолетовой области спектра, термостатируе- 
мой колонкой, изократической системой микронасосов, инжекто­
ром типа «Реодайн» (или другого типа) с дозирующей петлей объе­
мом от 5 до 20 мкл, программой управления оборудованием и обра­
ботки хроматографических данных на базе персонального компью­
тера; хроматографическая колонка, как правило, заводского запол­
нения сорбентом, с соответствующей предколонкой; микрошприц 
вместимостью 100—250 мкл для ручного ввода пробы в инжектор и 
промывки инжектора; фильтрующее устройство с фильтром 
0,45 мкм; ультразвуковая ванна для дегазации элюентов и подготов­
ки пробы; общелабораторное оборудование (аналитические весы с 
точностью взвешивания до 0,1 мг; мерная стеклянная посуда).

Реактивы и растворы. Ацетонитрил градации для жидкостной 
хроматографии (210—230 нм), вода бидистиллированная или очис­
тки cynep-q на оборудовании «Миллипор». Подвижная фаза (элю- 
ент) — ацетонитрил : вода (80 : 20 по объему), дегазированная пе­
ред использованием с помощью ультразвуковой ванны или потока 
гелия. Сорбенты для прямофазной хроматографии типа сепарон 
SGX NH2, лихросорб NH2.

jВыполнение анализа. Точную навеску технического продукта 
около 0,05—0,1 г (0,5—0,7 г жидкого концентрата) или аналитичес­
кого стандарта определяемого вещества помещают в мерную колбу 
вместимостью 25 мл и растворяют в 5—7 мл хлороформа, затем 
проводят разбавление приготовленного раствора элюентом (из 
расчета получения концентрации в рабочей градуировочной смеси 
и испытуемом растворе 0,010—0,005 мг/мл) и 4 мкл приготовлен­
ного раствора вводят в хроматограф. Условия хроматографирова­
ния: колонка типа сепарон SGX NH2 5 мкм (150 х 3,3 мм); ско-
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рость элюента — 0,4 мл/мин; температура колонки 60 °С. Спектро­
фотометрические измерения проводят при длине волны 288 нм.

Из полученных хроматограмм рабочей градуировочной смеси 
определяют время удерживания и площадь хроматографического 
пика определяемого вещества в рабочей градуировочной смеси. По 
совпадению времени удерживания на хроматограммах градуиро­
вочной смеси и хроматограммах анализируемой пробы проводят 
идентификацию веществ и вычисляют площади их хроматографи­
ческих пиков в пробе.

Обработка результатов. Вычисление массовой доли ДВ в сре­
дстве X в процентах с применением абсолютной градуировки 
проводится по формуле:

_ S x C TC x a x V x k

S  и StA — площади хроматографических пиков определяемого 
вещества в испытуемой пробе и рабочей градуиро­
вочной смеси;

Сгс — массовая концентрация аналитического стандарата 
определяемого вещества в рабочей градуировочной 
смеси, мг/мл;

а — массовая доля основного вещества в аналитическом 
стандарте, %;

V — объем раствора пробы, мл; 
к -  кратность разведения раствора пробы; 
т — масса анализируемой пробы, мг.

В отсутствие стандартных образцов определяемых веществ 
при анализе дератизационных субстанций в виде малоочищенной 
технологической смеси (трифенацин, тетрафенацин) в качестве 
аналитического стандарта может быть принят стандарт дифенаци- 
на, имеющий квалификацию государственного стандартного об­
разца. Массовую долю ДВ вычисляют по сумме площадей всех хро­
матографических пиков, характеризующихся спектрами ин- 
дан-1,3-дионов.

При вычислении содержания примесей в техническом про­
дукте может быть применен метод нормализации площадей.

Хроматографический метод определения индандионов с при­
менением обращенно-фазной высокоэффективной хроматогра­
фии основан на применении УФ-детекгирования, хроматографи­
ровании пробы в градиентном режиме и использовании абсолют­
ной градуировки.
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Хроматографирование проводят на колонках, заполненных 
сорбентом типа сепарон С18, ультрасфер ODS партисил ODS 2; в 
качестве элюента используют смеси растворителей, приготавли­
ваемые по объёму: метанол : изопропанол : 0,1 %-й раствор фос­
форной кислоты в соотношении 65:15: 20, ацетонитрил: 0,2 %-й 
раствор фосфорной кислоты в соотношении 75 : 25, а также при­
меняют другие хроматографические системы сорбент-элюент для 
обращенно-фазной хроматографии.

Метод избирателен. Спектрофотометрическому измерению 
дифенацина, этилфенацина, изопропилфенацина и хлорфасинона 
не мешают технологические и функциональные добавки, типич­
ные для рецептурного состава приманок: битрекс, бензоат натрия, 
красители. В зависимости от состава пищевой основы эксперимен­
тально подбирают условия экстракционного выделения ДВ и 
очистки экстракта с помощью тест-пробы.

Выполнение анализа.
Подготовка пробы. В навеску зерновой приманки массой 

10—20 г добавляют 100 мл органического растворителя и проводят 
экстрагирование с помощью ультразвуковой ванны в течение 
30—50 мин. В качестве экстрагента может быть применен ацето­
нитрил; ацетонитрил, подкисленный уксусной кислотой (1 % об.); 
ацетонитрил: метанол в соотношении 1:1 и др. После отстаивания 
отбирают аликвоту экстракта, фильтруют через фильтр 0,45 мкм и 
хроматографируют в градиентном режиме обращенно-фазной хро­
матографии.

При анализе зерновой приманки в виде парафинированного 
брикета может быть использована последовательная экстракция 
растворителями разной полярности. Сначала проводят экстракцию 
небольшими порциями гексана при интенсивном перемешивании 
на магнитной мешалке. Экстракцию повторяют несколько раз, про- 
экстрагированный гексаном образец подсушивают до воздушно-су­
хого состояния, после чего проводят экстракцию ацетонитрилом с 
помощью ультразвуковой ванны в течение 30 мин. В гексановый 
экстракт добавляют сорбент -  оксид алюминия и после выдержива­
ния в течение 20—30 мин фильтруют. Осадок на фильтре промыва­
ют ацетонитрилом, полученный фильтрат вносят в подсушенный 
образец и проводят экстракцию ацетонитрилом с помощью ультраз­
вуковой ванны в течение 30 мин. После отстаивания отбирают алик­
воту экстракта, фильтруют через фильтр 0,45 мкм и хроматографи­
руют в градиентном режиме обращенно-фазной хроматографии.

Условия хроматографирования: колонка типа LUNA С18 
3 мкм (150x3,3 мм); элюентА — ацетонитрил; элюентБ — 0,16 %-й 
раствор фосфорной кислоты. Градиент по ацетонитрилу от 60 до 
85 % за 10 мин; скорость подвижной фазы 0,4 мл/мин; температура
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колонки -  комнатная; объем хроматографируемой дозы 10 мкл. 
Примерное время удерживания хлорфасинона 8,9 мин, дифенаци- 
на 10,2 мин.

Идентификацию определяемого вещества проводят сравнени­
ем времени удерживания в градуировочной смеси и анализируемой 
пробе при одной длине волны в интервале 250—280 нм, дополни­
тельно могут быть использованы спектры поглощения в области 
190—400 нм в исследуемой пробе и градуировочной смеси.

Обработка результатов. Массовую долю ДВ в приманке X в 
процентах с применением абсолютной градуировки вычисляют с 
учетом фактора извлечения 0 по формуле:

„  S x C TC x a x V x kX  = ------^ -----------  , где
STC х т х в

S и ST с — площади хроматографических пиков определяемого 
вещества в анализируемой пробе и рабочей градуи­
ровочной смеси;

Сг с — массовая концентрация анализируемого стандарата 
определяемого вещества в рабочей градуировочной 
смеси, мг/мл;

а -  массовая доля основного вещества в аналитическом 
стандарте, %;

V -  объем раствора пробы, мл;
к — кратность разведения раствора пробы;
т -  масса пробы, взятая на анализ, мг;
0 — фактор извлечения устанавливают по контрольному 

образцу с известным содержанием определяемого 
вещества, 0 = т/тКотр.

4А  А. Методы определения антикоагулянтов кумаринового ряда
4.4.4.1. Спектрофотометрические методы определения 

зоокумарина и бромадиолона
Определение зоокумарина и бромадиолона в дератизацион­

ных средствах спектрофотометрическим методом может быть про­
ведено по собственному поглощению в ультрафиолетовой части 
спектра и по измерению оптической плотности растворов 
натриевой соли.

Спектрофотометрический метод определения зоокумарина и 
бромадиолона по собственному поглощению в ультрафиолетовой 
части спектра основан на измерении оптической плотности рас­
твора пробы в органическом растворителе с использованием мо­
лярного коэффициента поглощения определяемого вещества.
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Приборы, реактивы и растворы. Спектрофотометр СФ-26 или 
другого типа; весы аналитические; ротационный испаритель; стек­
лянная мерная посуда; 2 %-й раствор натрия гидроокиси; хлоро­
форм; диоксан; этанол; оксид алюминия для хроматографии.

Выполнение анализа. Зоокумарин (3 %) из навески порошково­
го средства массой около ОД г экстрагируют 25 мл диоксана с по­
мощью магнитной мешалки и разбавляют диоксаном в 10 раз, по­
сле фильтрования проводят измерение оптической плотности рас­
твора при длине волны 310 нм.

Обработка результатов. Содержание зоокумарина в средстве 
X в процентах вычисляют по формуле:

D - D 0 x308,2xFx 10x100
х = ---------------------- --------------  , где

е х т х /

D и D0 — оптические плотности анализируемого раствора и 
раствора «холостой» пробы средства, не содержащей 
зоокумарина;

308,2 — молекулярная масса зоокумарина, г/моль;
V — объем фотометрируемого раствора, мл;

10 — кратность разведения экстракта;
0 — молярный коэффициент поглощения зоокумарина в 

диоксане, равный 14 500 л/моль ■ см; 
т — масса средства, г;

/ — толщина поглощающего слоя, см.

При определении бромадиолона (0,25 %) в концентрате навес­
ку средства массой около 0,04 г растворяют в 5 мл этанола. Измере­
ния проводят при длинах волн 320 и 340 нм. При вычислении со­
держания бромадиолона применяют разность молярных коэффи­
циентов поглощения бромадиолона при 320 и 340 нм, равную 
7 800 л/моль ■ см.

Метод не избирателен в присутствии растворимых веществ ре­
цептурного состава средства, поглощающих в указанных областях 
спектра. Метод может быть применен для серийных анализов в 
условиях производства.

Спекгрофотометрический метод определения зоокумарина по 
поглощению его натриевой соли основан на измерении при 
306—308 нм оптической плотности раствора натриевой соли зооку­
марина, получаемой с помощью 2 %-го раствора гидроокиси натрия.

Метод не избирателен в присутствии веществ в пробе, погло­
щающих при длине волны измерения 306—308 нм. Метод может 
быть применен для серийных анализов в условиях производства.
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Выполнение анализа. При анализе технического продукта про­
бу растворяют в 2 %-м растворе гидроокиси натрия и измеряют 
оптическую плотность при 306—308 нм.

При анализе препаративных форм проводят извлечение хло­
роформом, при необходимости -  сорбционную очистку экстракта 
на колонке с окисью алюминия. Растворитель отгоняют и раство­
ряют сухой остаток в 2 %-м растворе гидроокиси натрия. После 
фильтрования измеряют оптическую плотность при 308 нм, ис­
пользуя в качестве раствора сравнения «холостую пробу». Количес­
тво ДВ измеряют по калибровочному графику в интервале 25, 50, 
100 и 200 мкг, для построения которого применяют стандартный 
раствор натриевой соли зоокумарина 0,1 мг/мл.

Обработка результатов. Массовую долю зоокумарина в сре­
дстве X в процентах вычисляют по формуле:

Х  = С хУ
У{ х/ихЮ6

хЮ О , где

С — содержание зоокумарина, найденное по калибро­
вочному графику, мкг;

V -  объем раствора средства, мл;
Vx — объем раствора, взятый для анализа, мл; 
т — масса средства, взятая для анализа, г;

106 — коэффициент пересчета мкг в г.

4.4.4.2. Хроматографические методы определения антикоагулянтов 
оксикумаринового рада

Определение антикоагулянтов кумаринового ряда (бродифаку- 
ма, бромадиолона, дифетиалона, зоокумарина, куматетралила, фло- 
кумафена) в субстанциях (технических продуктах, жидких и порош­
ковых концентратах) и различных препаративных формах дератиза­
ционных средств проводят методом прямой или обращенно-фазной 
высокоэфекгивной хроматографии с применением спектрофото­
метрического детектирования. Для идентификации и хроматогра­
фических измерений антикоагулянтов оксикумаринового ряда при­
меняют спектрофотометрические детекторы для измерений при од­
ной длине волны, а также детекторы на диодной матрице для изме­
рений в области 190—400 нм, которые позволяют повысить надеж­
ность идентификации веществ за счет использования двух критери­
ев: 1) спектр поглощения в области 190—400 нм; 2) время 
удерживания в заданных условиях хроматографических измерений.

Специфические условия подготовки пробы и спектрофотомет­
рического детектирования обуславливаются содержанием ДВ и со-
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ставом ингредиентов рецептуры средства (технологические и функ­
циональные добавки, в т. ч. натуральные пищевые аттрактанты).

Субстанции (технические продукты и жидкие концентраты) 
растворяют в растворителе, совместимом с хроматографической 
подвижной фазой. Определение ДВ проводят в условиях прямой 
или обращенно-фазной высокоэффективной хроматографии. При 
анализе технического продукта определяют содержание основного 
вещества с использованием абсолютной градуировки или «внут­
реннего эталона», для количественной оценки примесей при­
меняют метод нормализации площадей.

Из порошковых концентратов требуется выделение ДВ в орга­
ническую фазу жидкостной экстракцией.

Из пищевых приманок также извлекают ДВ с помощью жид­
костной экстракции. При этом из-за низкого уровня содержания 
ДВ (3—10 %) в пищевых приманках на фоне сложного рецептурно­
го состава и пищевой основы повышаются требования к селектив­
ному выделению ДВ и условиям эффективного хроматографичес­
кого разделения компонентов пробы.

Метод избирателен. Определению бродифакума, бромадиоло- 
на, дифетиалона, зоокумарина, куматетралила, флокумафена не 
мешают технологические примеси в техническом продукте.

Приборы. Аналитический жидкостный хроматограф «Стайер» 
или другого типа, снабженный спектрофотометрическим детекто­
ром на диодной матрице или детектором для измерений при одной 
длине волны в ультрафиолетовой области спектра, термостатируе- 
мой колонкой, изократической системой микронасосов, инжекто­
ром типа «Реодайн» (или другого типа) с дозирующей петлей объе­
мом от 5 до 20 мкл, программой управления оборудованием и обра­
ботки хроматографических данных на базе персонального компью­
тера.

Хроматографическая колонка, как правило, заводского за­
полнения сорбентом, с соответствующей предколонкой. Мик­
рошприц вместимостью 100—250 мкл для ручного ввода пробы в 
инжектор и промывки инжектора. Фильтрующее устройство с 
фильтром 0,45 мкм. Ультразвуковая ванна для дегазации элюен- 
тов и подготовки пробы. Общелабораторное оборудование (ана­
литические весы с точностью взвешивания до 0,1 мг, мерная 
стеклянная посуда).

Реактивы и растворы. Ацетонитрил градации для жидкостной 
хроматографии (210—230 нм); уксусная кислота х.ч.; вода бидис- 
тиллированная или очистки cynep-q на оборудовании «Милли- 
пор». Сорбенты для прямофазной и обращенно-фазной хроматог­
рафии типа сепарон SGX NH2, лихросорб NH2, MAX RP С12, зор- 
бакс ODS, лихросорб RP 18 и др.
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Элюент (подвижная фаза) — ацетонитрил: вода в соотношении 
80:20 (по объему); ацетонитрил: вода: уксусная кислота в соотно­
шении 80:20:1 (по объему), дегазированные перед использовани­
ем с помощью ультразвуковой ванны или потока гелия.

Выполнение анализа. Точную навеску технического продукта 
0,05 г или аналитического стандарта определяемого вещества рас­
творяют в мерной колбе вместимостью 50—100 мл в соответству­
ющем органическом растворителе (ацетонитрил, этиловый спирт 
и др.) с помощью ультразвуковой ванны, затем проводят последо­
вательное разбавление исходного раствора ацетонитрилом или 
элюентом (из расчета получения концентрации в рабочей градуи­
ровочной смеси и испытуемом растворе 0,010—0,005 мг/мл) и 
хроматографируют в условиях прямофазной или обращенно-фаз- 
ной высокоэффективной хроматографии. Из полученных хрома­
тограмм рабочей градуировочной смеси определяют время удер­
живания и площадь хроматографического пика определяемого 
вещества в рабочей градуировочной смеси. Из хроматограмм ис­
пытуемой пробы проводят идентификацию определяемого ве­
щества по совпадению времени удерживания и вычисляют пло­
щадь хроматографического пика в испытуемой пробе. Примене­
ние диодноматричного детектора позволяет записать и сравнить 
спектры поглощения хроматографического пика определяемого 
вещества в диапазоне 190—400 нм в рабочей градуировочной сме­
си и испытуемой пробе. Близким характером спектров поглоще­
ния характеризуются зоокумарин и куматетралил, бродифакум и 
бромадиолон.

Условия хроматографирования при прямофазной и обращен- 
но-фазной высокоэффективной хроматографии приведены в 
табл. 4.7.

В указанных условиях бродифакум и бромадиолон детектиру­
ются двумя пиками стереоизомеров. Примерное относительное 
время удерживания действующих веществ по основному пику 
бромадиолона приведено в табл. 4.8.

Обработка результатов. Вычисление массовой доли основно­
го вещества X в процентах в техническом продукте с применени - 
ем абсолютной градуировки проводится по формуле:

„  S x C x a x V x k

S  и УР г.с. — площадь хроматографического пика определяемого 
вещества в анализируемой пробе и рабочей градуи­
ровочной смеси;
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С — массовая концентрация анализируемого стандарата 
определяемого вещества в рабочей градуировочной 
смеси, мг/мл;

а — массовая доля действующего вещества в аналити­
ческом стандарте, %;

V — объем раствора пробы, мл; 
к — кратность разведения пробы; 
т — масса средства, мг.

Определение ДВ в порошковых и жидких концентратах осно­
вано на разбавлении или экстракционном извлечении Д В, разделе- 
______________________________________________ Таблица 4.7

Параметры
Прямофазная

высокоэффективная
хроматография

Обращенно-фазная
высокоэффективная

хроматография

Подвижная
фаза Ацетонитрил: вода 

80:20

Ацетонитрил: вода: 
уксусная кислота

80 : 20 :1
Скорость
подвижной
фазы

0,5 мл/мин 0,5 мл/мин

Колонка Сепарон NH2 5 мкм 
(150x3,3 мм)

Max RP (С12) 4 мкм 
(250 х 4 мм)

Температура
колонки 37 °С 37 “С

Хроматографи­
руемая доза 20 мкл 20 мкл

Таблица 4.8

Действующее
вещество

Прямофазная Обращенно-фазная
высокоэффективная высокоэффективная

хроматография хроматография

Дифетиалон 1,5 0,7
Бродифакум 1,4 0,8
Бромадиолон 1,0 1,0
Куматетралил 0,9 1,8
Зоокумарин 0,8 2,9
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нии компонентов пробы в хроматографической системе сорбент - 
подвижная жидкая фаза элюент в изократическом режиме и по - 
следующем спектрофотометрическом измерении в элюате опреде­
ляемого вещества с применением абсолютной градуировки.

Метод избирателен. Спектрофотометрическому измерению 
бродифакума, бромадиолона, дифетиалона, зоокумарина, кума- 
тетралила, флокумафена не мешают технологические и функцио­
нальные добавки, типичные для рецептурного состава концентра­
тов: битрекс, бензоат натрия, красители (например метиленовый 
голубой, красный темный) и растворители (например этиловый и 
пропиловый спирт, триэтиленгликоль, пропиленгликоль).

Выполнение анализа.
Подготовка пробы. Масляный концентрат (около 0,1 г) раство­

ряют в ацетонитриле в мерной колбе вместимостью 25 мл, затем 
20 мл полученного раствора вносят в мерную колбу вместимостью 
25 мл и добавляют до метки элюент (смесь ацетонитрил : вода в 
соотношении 80: 20), после перемешивания хроматографируют.

Гелеобразный жидкий концентрат (около 0,5 г) помещают в 
мерную колбу вместимостью 25 мл и растворяют в 2,5 мл диметил- 
формамида при периодическом перемешивании или с помощью 
ультразвуковой ванны, затем добавляют ацетонитрил. После отста­
ивания 2 мл прозрачного раствора вносят в мерную колбу вмести­
мостью 25 мл и добавляют до метки элюент (смесь ацетонитрил: 
вода в соотношении 80 : 20), после перемешивания хроматографи­
руют.

Порошковый концентрат (0,05—0,15 г) экстрагируют 50 мл 
ацетонитрила с помощью ультразвуковой ванны в течение 
20—25 мин, затем центрифугируют и полученный раствор хрома­
тографируют. В качестве экстрагента может быть применен также 
водный ацетонитрил (1: 1), хлористый метилен, насыщенный му­
равьиной кислотой — в этом случае отгоняют экстрагент с по­
мощью ротационного испарителя, сухой остаток растворяют в 
элюенте (метанол : вода : уксусная кислота в соотношении 
94,2 : 5 : 0,8) и хроматографируют. При необходимости проводят 
сорбционную очистку экстракта от красителя на слое целита 545.

Условия хроматографирования при прямофазной и обращен- 
но-фазной высокоэффективной жидкостной хроматографии. Для 
прямофазной высокоэффективной жидкостной хроматографии 
может быть использована хроматографическая система: аминная 
колонка с сорбентом типа сепарон SGX NH2 5 мкм, лихросорб NH2 
5 мкм — элюент ацетонитрил : вода в соотношении 80 : 20. Для об- 
ращенно-фазной высокоэффективной жидкостной хроматогра­
фии — хроматографическая система: колонка с сорбентом типа 
MAX RP С12, зорбакс ODS, нуклеосил С18, лихросорб RP 18 -
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элюент ацетонитрил : вода : уксусная кислота в соотношении 
80 : 20 : 1; метанол : вода : уксусная кислота в соотношении 
94,2 : 5 : 0,8 и др.

Длина волны измерений может быть применена в диапазоне от 
254 до 288 нм. Скорость злюента применяется в интервале от 0,4 до 
2 мл/мин, температура колонки в диапазоне 25—60 °С, объем хро­
матографируемой пробы 5—20 мкл.

Рабочие градуировочные смеси готовят с массовой концентра­
цией определяемых ДВ 0,005 — 0,010 мг/мл. Из полученных хрома­
тограмм рабочей градуировочной смеси определяют время удержи­
вания и площадь хроматографического пика вещества в рабочей 
градуировочной смеси. Из хроматограмм испытуемой пробы про­
водят идентификацию определяемого вещества по совпадению 
времени удерживания и вычисляют площадь хроматографического 
пика в анализируемой пробе. Для идентификации определяемого 
вещества дополнительно могут быть использованы спектры погло­
щения в области 190—400 нм в исследуемой пробе и градуировоч­
ной смеси.

Обработка результатов. Массовую долю ДВ в концентрате 
определяют по известной формуле при применении абсолютной 
градуировки.

Определение ДВ в дератизационных приманках основано на 
его экстракционном извлечении, хроматографическом разделении 
компонентов пробы в градиентном режиме и последующем спек­
трофотометрическом измерении определяемого вещества в элюате 
с применением абсолютной градуировки.

Метод избирателен. Спектрофотометрическому измерению 
бродифакума, бромадиолона, дифетиалона, зоокумарина, куматет- 
р ал ила, флокумафена не мешают технологические и функциональ­
ные добавки, типичные для рецептурного состава приманок: краси­
тели (например метиленовый голубой, красный темный), битрекс, 
бензоат натрия и растворители (например этиловый и пропиловый 
спирт, триэтиленгликоль, пропиленгликоль). Идентификацию 
определяемого вещества проводят сравнением времени удержива­
ния при одной длине волны в интервале 250—280 нм, дополнитель­
но могут быть использованы спектры поглощения в области 
190—400 нм в исследуемой пробе и градуировочной смеси.

Выполнение анализа. Зерновые приманки. Навеску зерновой 
приманки массой 10—20 г экстрагируют ацетонитрилом и обраба­
тывают в ультразвуковой ванне в течение 30 мин. В качестве экс­
трагента может быть применен ацетонитрил, подкисленный уксус­
ной кислотой (1 % об.). После отстаивания отбирают аликвоту экс­
тракта, фильтруют через фильтр 0,45 мкм и хроматографируют в 
градиентном режиме обращенно-фазной хроматографии. Условия
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хроматографирования: колонка с сорбентом нуклеосил С18 
(125 х 3 мм); элюентА— ацетонитрил, элюент Б (0,16 % об.) — рас­
твор ортофосфорной кислоты. Градиент по ацетонитрилу от 40 до 
75 % за 10 мин; 75 % изократика 5 мин; скорость подвижной фазы 
0,4 мл/мин; длина волны 284 нм; объем хроматографируемой дозы 
10 мкл.

Гранулированные приманки. Навеску 20—40 г измельченной гра­
нулированной приманки помещают в коническую колбу вмести­
мостью 500 мл, добавляют 250 мл экстрагента и интенсивно переме­
шивают на магнитной мешалке в течение 20 мин. В качестве экстра­
гента применяют хлористый метилен, насыщенный муравьиной 
кислотой. Затем содержимое колбы количественно переносят на 
фильтр с целитом и трижды промывают экстрагентом порциями по 
50 мл. Фильтрат упаривают с помощью ротационного испарителя. 
К сухому остатку добавляют 10 мл смеси метанол : хлористый ме­
тилен (3; 2) (по объему), центрифугируют и раствор вводят в хрома­
тограф. Условия хроматографирования: колонка с сорбентом для 
обращенно-фазной хроматографии зорбакс ODS 5 мкн (250 х 4,6 
мм); подвижная фаза метанол : вода : уксусная кислота 
(94,2 : 5 : 0,8); скорость 1 мл/мин; длина волны 254 нм; объем хро­
матографируемой дозы 10 мкл. Рабочая градуировочная смесь в 
растворителе — метанол : хлористый метилен (3 : 2) с концентра­
цией определяемого вещества 0,2 мг/мл.

Обработка результатов. Массовую долю ДВ в приманке X в 
процентах с применением абсолютной градуировки вычисляют по 
следующей формуле с учетом фактора извлечения 0:

Х = S x C TC x a x V x k  
Src х т х в

, где

S  и Src -  площади хроматографических пиков определяемого 
вещества в испытуемой пробе и рабочей градуиро­
вочной смеси;

Сгс — массовая концентрация анализируемого стандарта 
определяемого вещества в рабочей градуировочной 
смеси, мг/мл;

а — массовая доля основного вещества в аналитическом 
стандарте, %;

V — объем раствора пробы, мл;
к — кратность разведения раствора пробы;
т — масса пробы, взятая на анализ, мг;
0 — фактор извлечения устанавливают по контрольному 

образцу с известным содержанием определяемого 
вещества, в = ХИСП/ Х Котр,
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Общие положения
Современные дезинфицирующие средства ДС представляют 

собой индивидуальные химические соединения или композицион­
ные составы, включающие одно или несколько действующих ве­
ществ ДВ. Кроме того, в их состав могут входить вспомогательные 
компоненты: стабилизаторы, ингибиторы коррозии, моющие 
вещества, красители, отдушки и др.

В качестве действующих веществ в ДС используют хлорактив- 
ные, кислородакгивные соединения, альдегиды, четвертичные ам­
мониевые соединения, амины, гуанидины, спирты и др.

ДС производятся в форме жидких концентратов, готовых к 
применению жидкостей, порошков, таблеток, гелей, спреев, сал­
феток, биоцидных лакокрасочных материалов и др.
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ДС должны отвечать следующим требованиям [14,21,23,51,66];
-  обладать достаточной антимикробной активностью в отно­

шении патогенных и условно патогенных видов микроорганизмов: 
бактерий, грибов, вирусов, а также споровых форм микроорганиз­
мов;

-  относительно низкой токсичностью для человека;
-  быть экологически безопасными;
-  быть стабильными при хранении;
-  не иметь резкого неприятного запаха;
-  хорошо растворяться в воде;
-  не повреждать обрабатываемые объекты;
-  иметь оптимальное соотношение стоимость-качество.
К некоторым средствам узко целевого назначения дополни­

тельно предъявляют индивидуальные требования, изложенные в 
соответствующих главах.

ДС могут быть универсального назначения, которые рекомен­
дуется применять для дезинфекции многих объектов при разных 
инфекциях, или узко целевого назначения, предназначенные для 
дезинфекции одного конкретного объекта, например, для дезин­
фекции стоматологических оттисков, или воздуха, или поверхнос­
тей и т. д.

Предполагаемая сфера применения ДС определяет объем мик­
робиологических исследований, необходимых для разработки ре­
жимов обеззараживания соответствующих объектов.

Микробиологические исследования начинают только после 
получения результатов химико-аналитических исследований, под­
тверждающих соответствие средства требованиям нормативно­
технической документации НТД; технических условий — на оте - 
чественные средства, спецификации — на зарубежные.

Этапы исследований дезинфицирующих веществ и дезинфи­
цирующих средств. Микробиологические исследования включают 
изучение активности ДВ и изучение эффективности ДС [51,52,66].

При исследовании субстанций, предназначенных для произ­
водства ДС, определяют спектр антимикробного действия в экспе­
риментах in vitro.

Исследование свойств ДС проводят в 3 этапа:
1) определение in vitro спектра антимикробной активности 

ДС и влияния на нее различных факторов: pH, органических ве­
ществ, температуры;

2) эффективность обеззараживания искусственно контами- 
нированных тест-микроорганизмами объектов в лабораторных 
условиях с целью разработки режимов применения ДС в зависи­
мости от концентрации ДВ, времени воздействия, характера объ­
екта, способа обработки и других факторов;
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3) испытание ДС в практических условиях для подтвержде­
ния эффективности разработанных режимов в реальных условиях 
применения в случаях: исследования средства, содержащего новое 
ДВ; нового способа применения, значительного снижения кон­
центрации и времени воздействия по сравнению с ранее разрешен­
ными режимами и пр.

5.1. Методы изучения и оценки бактерицидной активности 
дезинфицирующих средств и их субстанций

5.1.1. Тест-микроорганизмы для изучения бактерицидной 
активности ДС и их субстанций. Требования 

к тест-микроорганизмам
При изучении бактерицидной активности дезинфицирующих 

субстанций и ДС в качестве тест-микроорганизмов используют [66] : 
Escherichia coli (штамм 1257), Pseudomonas aeruginosa (штамм АТСС 
27853), Salmonella typhimurium -  для оценки бактерицидной актив­
ности в отношении грамотрицательных бактерий; Staphylococcus 
aureus (штамм 906) -  для оценки бактерицидной активности в от­
ношении грамположительных бактерий.

При сертификационных испытаниях и экспертной оценке ра­
нее зарегистрированных ДС набор тест-микроорганизмов может 
быть ограничен наиболее устойчивыми представителями каждой 
группы.

Перечень тест-микроорганизмов, если он шире стандартного, 
указан в соответствующих разделах по изучению эффективности 
ДС при обеззараживании отдельных объектов.

Условия культивирования тест-микроорганизмов. Тест-микро­
организмы — Е. coli, S . typhimurium, Р. aeruginosa u S . aureus — куль­
тивируют на следующих питательных средах: казеиновом бульоне, 
мясо-пептонном бульоне, агаре Эндо, казеиновом агаре, мясо- 
пептонном агаре и т. п. при температуре 37 °С в течение 18—24 ч.

Музейные культуры указанных выше микроорганизмов хра­
нят при температуре плюс (3 ± 1) °С в ампулах (после лиофильной 
сушки) или на плотных питательных средах (посев уколом) под 
слоем стерильного вазелинового масла (толщинаслоя 1,5—3 мм), а 
рабочие культуры -  на скошенном агаре или в бульоне.

Тест-микроорганизмы должны иметь типичные биохимичес­
кие, морфологические, тинкториальные, культуральные и фер­
ментативные свойства, присущие данному виду [66], и обладать 
стандартной устойчивостью к эталонным дезинфицирующим сре­
дствам: растворам хлорамина, перекиси водорода, Катамина АБ — 
алкилдиметилбензиламмония хлорида AflBAXg, глутарового аль - 
дегида (табл. 5.1).

114



Р  4.2.2643-10

Таблица 5.]
У с т о й ч и в о с т ь  т е с т -  м и к р о о р г а н и з м о в  

к  д е з и н ф и ц и р у ю щ и м  а г е н т а м

Дезинфицирующее
вещество

Концентрация 
раствора 
поДВ, %

Время гибели тест-микро­
организмов, мин, не менее

Е. coli, . 
шт. 1257

S. aureus, 
шт. 906

Хлорамин
0,020* 5 -

0,200* - 15

АДБАХ 0,025 20 10

Глутаровый альдегид
0,030 10 -

0,060 - 10

Перекись водорода
2,000 10 -

3,000 - 25
* концентрация раствора указана по препарату.

Устойчивость тест-микроорганизмов к эталонным дезинфи­
цирующим средствам определяют методом батистовых тест-объек- 
тов (п. 5.1.2.2).

Проверку устойчивости тест-микроорганизмов проводят не 
реже 1 раза в месяц. При снижении резистентности культур делают 
их пересевы на обогащенные питательные среды до восстановле­
ния устойчивости.

5 Л . 1Л . Методы приготовления суспензии тест-микроорганизмов.
Определение биологической концентрации тест-микроорганизмов 

в бактериальной суспензии

Культуры тест-микроорганизмов подвергают контролю их ка­
чества. В частности, непосредственно перед использованием 
тест-культур для исследовательских целей необходимо убедиться в 
том, что тест-штаммы, выросшие на питательной среде, не загряз­
нены посторонней микрофлорой. Для оценки роста культур 
тест-штаммов визуально просматривают каждую пробирку и учи­
тывают характер и массивность роста, изменение цвета питатель­
ной среды. Проводят микроскопию мазка выросших культур, 
окрашенных по Грамму.

Рабочую суспензию тест-культур готовят из культуры данного 
тест-штамма, выращенного на плотной питательной среде (МПА
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или казеиновый агар) при температуре 37 °С в течение 18—24 ч. Для 
приготовления бактериальной взвеси культуру смывают с агара 
стерильной питьевой водой. Полученную взвесь микробов фи­
льтруют через ватно-марлевый фильтр и разводят стерильной 
питьевой водой до концентрации, соответствующей по мутности 
оптическому стандарту мутности (ФГУН «Государственный на­
учно-исследовательский институт стандартизации и контроля ме­
дицинских биологических препаратов им. Л. А. Тарасевича» Рос­
потребнадзора) № 20 (он соответствует 2 • 109 микробных тел в 
1 мл).

В связи с тем что суспензия может содержать наряду с живыми 
мертвые микроорганизмы, необходимо определять бактериологи­
ческую концентрацию фактического количества живых клеток в 
приготовленной суспензии, чтобы при необходимости внести кор­
рективы и обеспечить требуемые уровни контаминации батистовых 
тест-объектов жизнеспособными микроорганизмами.

Определение биологической концентрации тест^микроорга- 
низмов выполняют методом последовательных десятикратных раз- 
ведений суспензии тест-микроорганизма в стерильной питьевой 
воде с последующим высевом суспензии в чашки Петри с плотной 
питательной средой (казеиновый агар, агар Эндо, МПА). После 
определенного времени инкубации при соответствующей темпера­
туре проводят подсчет выросших колониеобразующих единиц 
КОЕ и определяют количество жизнеспособных бактерий в од - 
ном мл суспензии.

Из практики известно, что суспензия, содержащая такое коли­
чество живых микробов, при контаминации ею батистовых тест- 
объектов обеспечивает требуемые (порядка 1 • 10s—1 * 106КОЕ/см2) 
уровни их обсеменения живыми клетками тест-микроба.

5.1.1.2. Приготовление рабочих растворов ДС и их субстанций

Рабочие растворы ДС и их субстанций готовят непосредствен­
но перед проведением исследований (кроме тех случаев, когда из­
учают стабильность рабочих растворов в процессе хранения).

При изучении средств, производимых в форме гранул, порош­
ков, таблеток и т. п., рабочие растворы используют только после 
полного растворения ДВ дезинфицирующего средства (если не 
указано на возможность выпадения осадка).

Для оценки антимикробного действия субстанций и ДС в ла­
бораторных условиях и исследования эффективности ДС, предназ­
наченных для обеззараживания различных объектов, растворы го­
товят на стерильной питьевой воде. Для этого необходимое коли­
чество сухого ДС или жидкого концентрата вносят в пробирку 
колбу и добавляют расчетное количество воды, тщательно разме -
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шивают и закрывают пробкой. Отмечают время полного растворе­
ния и внешний вид приготовленного рабочего раствора.

Температура растворов ДС должна быть в пределах плюс 
(20 ± 2) °С (если по условиям эксперимента не рекомендована дру­
гая температура) независимо от температуры окружающей среды. 
Для поддержания требуемой температуры используют водяную 
баню.

При испытании ДС в практических условиях рабочие раство­
ры готовят на нестерильной питьевой воде комнатной температуры 
(20 ± 2) °С или при необходимости — умеренно повышенной тем­
пературы 45—50 °С. Навеску средства или отмеренное количество 
жидкого концентрата вносят в соответствующую емкость, добавля­
ют воду, размешивают и закрывают крышкой. Работу с раствором 
начинают после полного растворения ДВ. Рабочие растворы из ДС 
в форме таблеток готовят путем добавления в отмеренный объем 
воды определенного числа таблеток.

Рабочие растворы субстанций и ДС готовят с соблюдением мер 
предосторожности. Если ДВ относится к летучим веществам и 
представляет опасность при ингаляционном воздействии, раство­
ры готовят в вытяжном шкафу или в отдельном помещении, обору­
дованном приточно-вытяжной вентиляцией, в респираторе РУ 
60М или РПГ-67, кожу рук защищают резиновыми перчатками, 
глаза -  защитными очками.

Исследуемые ДС (перед, во время и после исследований) сле­
дует хранить в соответствии с требованиями технических условий 
или спецификации; при отсутствии таковых -  в соответствии с 
СП 3.5.1378-03 [14].

5.7.2. Методы исследований и оценки результатов 
бактерицидной активности ДС и их субстанций in vitro

Целью исследований является определение уровня и спектра 
антимикробной активности ДС и их субстанций.

Субстанции, предназначенные для производства ДС, должны 
соответствовать следующим требованиям:

-  хорошо растворяться в воде или других растворителях;
-  обладать бактерицидной активностью, т. е. убивать бакте­

рии, а не задерживать их рост;
-  иметь удовлетворительные органолептические (по цвету, за­

паху) и физико-химические (по растворимости, биоразлагаемости 
и стабильности при хранении и др.) свойства.

Антимикробную активность ДС и их субстанций изучают сус­
пензионным методом или методом батистовых тест-объектов
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5.1.2.1. Суспензионный метод
Для приготовления растворов ДС в различных концентрациях 

ДВ разводят или растворяют в стерильной питьевой воде, далее по 
4,5 мл разливают в стерильные пробирки, в которые добавляют 
0,5 мл взвеси тест-микроорганизма или бульонной культуры, со­
держащей 1 * 109 к/мл, и тщательно перемешивают. Через опреде­
ленные интервалы времени (5 мин) по 0,5 мл взвеси «тест-микро- 
организм+ДВ» добавляют к 4,5 мл соответствующего нейтрализа­
тора, снова тщательно перемешивают и оставляют на 5 мин. Затем 
по 0,5 мл вносят в пробирку с 4,5 мл стерильной питьевой воды, 
после чего 0,1 мл из этой пробы вносят в пробирки с 5 мл жидкой и 
на поверхность твердой питательной среды. В контрольных опытах 
вместо растворов ДС используют стерильную питьевую воду, а по­
севы делают в среду без нейтрализации или с нейтрализацией.

Температура инкубирования посевов в термостате —37 °С, сро­
ки учета результатов опыта — 24—48 ч. Для подтверждения снятия 
биоцидного действия ДВ из пробирок, в которых отсутствовал рост 
тест-культуры, ежедневно делают пересев по 0,5 мл в 4,5 мл новой 
питательной среды.

Результаты опыта оценивают по наличию или отсутствию рос­
та микроорганизмов в жидкой и на твердой питательной среде. 
Сравнение проводят с контролем опыта, которым является посев 
тест-микроорганизмов в питательную среду без добавления ДС или 
субстанции.

Эффективной считают концентрацию средства, при которой 
трижды повторенный опыт при определенном времени воздей­
ствия дает отрицательный результат (отсутствие роста микроорга­
низмов) при наличии типичного роста тест-культуры в контроле.

5.1.2.2. Метод батистовых тест-объектов

Подготовка батистовых тест -объектов.
Перед приготовлением батистовых тест-объектов кусок батис­

та погружают на 24 ч в холодную воду для удаления аплитуры, крах­
мала. Затем его тщательно стирают с мылом, кипятят, сушат и гла­
дят утюгом. С помощью иглы в приготовленном куске ткани вы­
дергивают нитки в продольном направлении на расстоянии 11 мм 
друг от друга, а в поперечном — на расстоянии 6 мм. По этим лини­
ям батист разрезают ножницами на тест-объекты и по 50 штук рас­
кладывают в чашки Петри, последние заворачивают в бумагу и сте­
рилизуют паровым методом при 132 °С (2,0 кГс/см2) 20 мин.

Контаминация батистовых тест-объектов.
Приготовление суспензии тест-микроорганизмов (Е coli, S. aureus, 

Р  aeruginosa, S. typhimurium) проводят в соответствии с п. 5.1.1.1. Для 
контаминации стерильные батистовые тест-объекты в чашке Пет-
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ри заливают суспензией тест-микроорганизма из расчета 0,5 мл на 
1 тест-объект, равномерно смачивая все тест-объекты. Чашку Пет­
ри закрывают крышкой и оставляют на 20 мин. Затем в асептичес­
ких условиях батистовые тест-объекты, пропитанные суспензией 
тест-микроорганизмов, переносят на поверхность стерильной фи­
льтровальной бумаги (2—4 слоя на дне чашки Петри), прикрывают 
их сверху стерильной фильтровальной бумагой и закрывают чашку 
Петри крышкой. Через 10 мин после удаления избытка жидкости 
тест-объекты переносят на поверхность сухой стерильной фи­
льтровальной бумаги в чашке Петри и сверху прикрывают стериль­
ным листом фильтровальной бумаги, подсушивают в термостате 
при 37 °С в течение 20 мин с приоткрытой крышкой.

Хранят контаминированные батистовые тест-объекты в чаш­
ках Петри в холодильнике при температуре 4 “С.

Срок хранения тест-объекгов, контаминированных Е. coli, S typ - 
himurium, Р. aeruginosa — 1 сутки, S. aureus -  4 суток.

Постановка опыта. При постановке опытов в стерильную про­
бирку пипеткой наливают требуемый объем приготовленного дез­
инфицирующего раствора (из расчета 0,5 мл на каждый тест- 
объект) и, не касаясь краев колбы, опускают в него с помощью 
стерильного пинцета все тест-объекты, используемые в экспери­
менте (по 2 на каждую экспозицию). Легким покачиванием колбы 
достигают смачивания тест-объектов исследуемым раствором. Кол­
бу помещают в водяную баню с температурой 18—20 °С и под­
держивают данную температуру в течение всего эксперимента. При 
постоянной температуре в помещении 18—20 °С эксперименты 
можно проводить без использования водяной бани.

Отсчет времени воздействия эталонного раствора начинают с 
момента смачивания всех тест-объектов раствором. Через опреде­
ленные интервалы времени (5 мин) стерильным пинцетом или 
платиновой петлей извлекают по 2 тест-объекта из раствора и по­
гружают в пробирки с 5 мл стерильного раствора соответствующе­
го нейтрализатора. Через 5 мин тест-объекгы переносят в пробир­
ку со стерильной питьевой водой, а еще через 5 мин каждый из двух 
тест-объектов в отдельности переносят в пробирки с жидкой пита­
тельной средой, необходимой для культивирования изучаемого 
тест-микроорганизма.

Контролем являются 2 тест-объекта, погруженные на весь пе­
риод эксперимента в раствор нейтрализатора, и 2 тест-объекга, по­
груженные на этот же срок в питьевую воду, которые по окончании 
эксперимента переносят в питательную среду. Посевы инкубируют 
в термостате при температуре 37 °С. Результаты оценивают качест­
венно по отсутствию/наличию роста тест-микроорганизма в пита­
тельном бульоне.
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Критерием активности ДС и субстанций является 100 % ги­
бель тест-микроорганизмов (отсутствие роста в опытных пробах) 
при времени дезинфекционной выдержки S. aureus, Е. coli, 
S. typhimurium, Р. aeruginosa — не более 30 мин.

5.1.2.3. Методы исключения бактериостатического действия 
действующих веществ

Для определения микробоцидного и исключения бактериоста­
тического действия ДВ по истечении экспозиции необходимо пре­
кратить воздействие ДВ на тест-культуру. Это достигается путем ис­
пользования следующих методов:

-  применения химического нейтрализатора;
-  посева в большой объем питательной среды;
-  ежедневного пересева на новые питательные среды;
-  биологической пробы на животных.
Применение химического нейтрализатора действующего ве­

щества.
Для нейтрализации действующего вещества, которое может 

быть перенесено с материалом тест-объекта при его посеве в пита­
тельную среду, используют нейтрализатор — вещество, которое 
устраняет нейтрализует действие химического агента на микроб - 
ную клетку, но не убивает и не задерживает рост тест-микроорга­
низма. Тест-объекты после воздействия химического агента про­
мывают в нейтрализаторе или добавляют его непосредственно в 
питательную среду (если установлено, что вносимая концентрация 
нейтрализатора не убивает и не задерживает рост тест-бактерий).

В качестве нейтрализаторов ДВ из различных химических 
групп применяют для:

-  галоидактивных (хлор-, бром- и йодактивные) и кислоро- 
дактивных (перекись водорода, ее комплексы с солями, надуксус­
ная кислота, озон) -  0,1—1,0 %-е растворы тиосульфата натрия;

-  четвертичных аммониевых солей (алкилдиметилбензилам- 
моний хлорид, дидецилдиметиламмоний хлорид и др.), производ­
ных гуанидина (полигексаметиленгуанидин гидрохлорид, хлоргек- 
сидин биглюконат и др.) — 0,1—1,0 %-е растворы лаурилсульфата 
натрия (сульфонол) или растворы лаурилсульфата натрия с 10 % об­
езжиренного молока или универсальный нейтрализатор (см. ниже);

-  альдегидов (глутаровый альдегид, глиоксаль, формальдегид, 
ортофталевый альдегид) -  1,0 %-й раствор пиросульфита (метаби­
сульфита) натрия или универсальный нейтрализатор (см. ниже);

: н-/кислот — щелочи в эквивалентном количестве;
^  щелочей — кислоты в эквивалентном количестве;
-  спиртов -  разведение в воде до не действующей концентра­

ции;
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Схема 5.1. Проведение эксперимента по контролю эффективности 
нейтрализации действия ДС на Е. coli используемым нейтрализатором

-  композиционных средств -  универсальный нейтрализатор, 
содержащий Твин-80 (3 %), сапонин (0,3—3,0 %), гистидин 
(0,1 %), цистеин (0,1 %). Если в состав композиции входят окисли­
тели, в нейтрализатор дополнительно вводят тиосульфат натрия.

Методика контроля полноты нейтрализации действующего 
вещества с использованием культуры бактерий. В целях сокраще­
ния времени на подбор оптимального нейтрализатора, а также объ­
ективного подтверждения того, что ДВ, входящие в состав субстан­
ции или ДС, полностью нейтрализованы, используют культуру 
бактерий, чувствительную к исследуемому ДВ, например, тест- 
штамм Е. coli (штамм 1257) или S. aureus (штамм 906), выращенные, 
как описано в п. 5.1.1.

Поэтому каждый случай проведения испытания ДС должен 
предварительно сопровождаться экспериментальным контролем 
эффективности нейтрализации остаточного действия ДС на мик­
робную клетку, а также на бактерицидное и бактериостатическое 
действие используемой концентрации нейтрализатора.

Для контроля эффективности нейтрализатора и полноты ней­
трализации ДС используют суспензионный метод, предусматрива­
ющий проведение исследования, основные операции которого и 
их назначение приведены на схеме 5.1 и в табл. 5.2.

Критерии отбора действующих веществ (субстанций). Критери­
ем отбора действующего вещества в качестве субстанции для созда­
ния ДС является наличие у него бактерицидной активности.

Гибель тест-микроорганизмов должна составлять 100 % при 
времени действия мин ДС в минимальной концентрации в отно -
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шении бактерий (S. aureus, Е, coli9 S. typhimurium, Р. aeruginosa) не 
более 30 мин.

Таблица 5.2
Назначение операций эксперимента 

по оценке эффективности нейтрализации остаточного действия ДС

№
про­
бы

Назначение
операции

исследования
Процедура выполнения 
операции исследования

Ожидаемый
результат

1
Контроль 
губительного 
действия ДС

к 9 мл суспензии 
тест-культуры 
(103 КОЕ/мл) на диет, 
воде + 1 мл раствора ДС

Рост микроорга­
низмов должен 
отсутствовать

2

Контроль
полноты
нейтрализации
ДС

к 9 мл суспензии 
тест-культуры 
(103 КОЕ/мл) на нейтра­
лизаторе + 1 мл 
раствора ДС

Примерно оди­
наковое коли­
чество колоний 
в посевах проб 
по 0,1 мл на 
плотной пита­
тельной среде

3

Контроль 
отсутствия анти­
микробного 
эффекта у ней­
трализатора

к 9 мл суспензии 
тест-культуры 
(103 КОЕ/мл) на нейтра­
лизаторе + 1 мл раствора 
нейтрализатора

4
Референс- 
контроль коли­
чества бактерий 
(Е. coli)

к 9 мл суспензии 
тест-культуры 
(103 КОЕ/мл) на д.в. + 
1 мл диет, воды

Примечание: спустя 5 мин после постановки опыта из каждой из четырех 
проб производят посев смеси по 0,1 мя как минимум на 3 пробирки со скошенной 
питательной средой, которые инкубируют в термостате при 37 °С, по истечении 
2—3 суток учитывают результаты исследований.

5Л  .2.4. М е т о д ы  и з у ч е н и я  ф а к т о р о в ,  в л и я ю щ и х  
н а  б а к т е р и ц и д н у ю  а к т и в н о с т ь  Д С  и  и х  с у б с т а н ц и й

Исследования включают определение спектра антимикробно­
го действия ДС, а при проведении углубленного изучения — допол­
нительно влияние различных факторов (pH, температура, органи­
ческие вещества) на антимикробную активность растворов ДС. Т а­
кая необходимость возникает при изучении ДС, созданных на 
основе нового, ранее не изученного ДВ.

Изучение спектра антимикробной активности и влияние на 
активность различных факторов проводят методом батистовых 
тест-объекгов (п. 5.1.2.2), контаминированных тест-микроорга­
низмами.
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Изучение зависимости активности ДС от присутствия органи­
ческих веществ проводят при добавлении к суспензии микроорга­
низмов 20 % инактивированной лошадиной сыворотки или сыво­
ротки крупного рогатого скота при контаминации батистовых 
тест-объектов.

Для инактивации нормальной сыворотки ее прогревают на во­
дяной бане при температуре плюс 56 °С в течение 30 мин.

Испытание бактерицидной активности ДС в присутствии ор­
ганических веществ проводят с теми концентрациями, которые 
оказались эффективными при обеззараживании тест-объектов, 
контаминированных тест-микроорганизмами без добавления сы­
воротки.

Если активность средства при таких условиях эксперимента 
не снижается, концентрацию сыворотки увеличивают до 40 %. 
При отсутствии снижения активности ДС и при добавлении 40 % 
белка считают, что в присутствии белка активность средства не 
снижается.

Влияние температуры на активность исследуемого ДС изучают 
при обеззараживании контаминированных батистовых тест-объ- 
ектов растворами средств при различных температурах растворов 
(от -30 до 50 °С). Для этого колбу с исследуемым раствором ДС по­
мещают в водяную баню или холодильную камеру и устанавливают 
необходимую температуру. Температуру раствора доводят до жела­
емого уровня и опускают в него контаминированные тест-микро- 
организмами батистовые тест-объекты. Далее порядок проведения 
опыта такой, как при изучении спектра антимикробного действия 
субстанций (п. 5Л.2.2). Температуру поддерживают в течение за­
данной экспозиции. Если эффективная концентрация одинаковая 
при температуре растворов 18—20 °С и других значениях, то счита­
ют, что температура не влияет на активность ДС и, соответственно, 
если эффективная концентрация увеличивается или уменьшается, 
то считают, что с повышением или понижением температуры эф­
фективность ДС снижается или повышается.

Влияние pH среды на активность исследуемого ДС изучают 
при обеззараживании контаминированных тест-микроорганизма­
ми батистовых тест-объектов в растворах ДС, имеющих различное 
значение pH (5,6—6,0; 7,0; 8,5—9,0). Готовят ряд разведений иссле­
дуемого вещества, искусственно подкисляя или подщелачивая рас­
творы. Для подкисления используют децинормальный раствор со­
ляной или другой кислоты, а для подщелачивания -  децинормаль­
ный раствор щелочи. Порядок проведения опыта такой же, как при 
оценке спектра антимикробного действия субстанций п. 5.1.2,2.

Влияние факторов среды на активность ДС учитывается при 
разработке оптимальных режимов и применении ДС в практике.
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5.1.3. Методы исследования бактерицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания объектов внешней среды, 

контаминированных тест-микроорганизмами
Цель исследования -  разработка режимов применения ДС с 

учетом условий их дальнейшего применения на практике для обез­
зараживании изделий медицинского назначения ИМН, предме - 
тов ухода за больными, игрушек, белья, поверхностей, посуды, вы­
делений и т. п. в зависимости от вида контаминации, концентра­
ции действующего вещества, времени воздействия, нормы расхода, 
характера объекта, наличия на нем органического загрязнения и 
его специфики, температуры, способа и кратности обработки.

5.1.3.1. Исследование бактерицидной эффективности ДС, предназначенных 
для обеззараживания ИМН

При выборе ДС для исследований с указанной целью следует 
учитывать:

-  назначение и кратность применения ИМН (многократного 
или однократного применения);

-  наличие у ДС негативных свойств, например, корродирую­
щего или фиксирующего действия и т. п., ограничивающих воз­
можности его использования или требующих индивидуального ме­
тодического подхода при исследовании;

-  материал материалы, из которого изготовлено ИМН;
-  функциональные особенности изделия и условия его эксплу­

атации, обусловливающие особенности методики проведения экс­
перимента и последующих рекомендаций по технологии их обезза­
раживания.

Исследование эффективности Д С, предназначенных для обез­
зараживания ИМН из различных материалов (кроме эндоскопов). 
В качестве тест-изделий используют стерильные инструменты и 
ИМН (катетеры, микропипетки, пластмассовые шпатели и др.) из 
различных материалов (металлов, резин, стекла, пластмасс) или 
имитирующие их тест-объекты. Перечень инструментов, взятых в 
эксперимент, должен включать не менее трех инструментов, имею­
щих замковые части (щипцы, ножницы, корнцанг), и не менее 
двух, не имеющих замковых частей (пинцеты, шпатели), а также 
стоматологические, в т. ч. вращающиеся, инструменты (не ме­
нее 4) — бор, бурав корневой, зеркало, диск шлифовальный. В ка­
честве тест-изделий из резин, стекла, пластмасс используют фраг­
менты изделий катетеров, микропипеток, шпателей и пр..

В качестве тест-микроорганизмов используют S. aureus, 
Р. aeruginosa. На поверхность тест-изделия (у замковых ИМН — в 
область замка, а при наличии каналов и полостей — также в канал 
изделия) с помощью пипетки наносят по 0,1 мл 1 млрд суспензии
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того или иного вида тест-микроорганизмов, содержащей 40 % 
инактивированной лошадиной сыворотки. Тест-изделия подсу­
шивают до полного высыхания. Мелкие тест-изделия погружают в 
указанную взвесь тест-микроорганизмов на 15 мин, затем их из­
влекают и подсушивают (до полного высыхания). При испытании 
ДС, обладающих фиксирующими свойствами, количество добав­
ляемой сыворотки уменьшают до 5 %.

Дезинфицирующие растворы готовят на стерильной питьевой 
воде. После подсушивания контаминированные изделия полностью 
погружают в раствор испытываемого ДС, заполняя им все каналы и 
полости изделий, избегая образования воздушных пробок. Инстру­
менты, имеющие замковые части, погружают раскрытыми, предва­
рительно сделав ими в растворе ДС несколько рабочих движений 
для лучшего проникновения раствора в труднодоступные участки 
изделий в области замка. Толщина слоя раствора ДС над изделиями 
должна быть не менее 1 см. Параллельно для контроля изделия по­
гружают в воду.

Через определенное время (от 5 до 120 мин) изделия извлекают 
из дезинфицирующего раствора и марлевой салфеткой размером 
5 x 5  см2, пропитанной нейтрализатором, с поверхности изделия 
делают смывы, затем салфетку помещают в пробирку с 10 мл того 
же нейтрализатора и встряхивают с бусами в течение 5—10 мин. 
Канал изделия промывают раствором нейтрализатора. Мелкие из­
делия погружают в раствор нейтрализатора на 5 мин, а затем пере­
носят в пробирки с жидкой питательной средой. Для контроля эф­
фективности обеззараживания смывную жидкость с поверхности 
изделия и из канала засевают на соответствующие питательные 
среды. Посевы выдерживают в термостате при температуре и вре­
мени, оптимальных для роста использованного тест-микроорга­
низма.

Кратность постановки эксперимента должна быть достаточ­
ной для получения статистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация—время—тем­
пература), обеспечивающий гибель тест-микроорганизма на всех 
изделиях. При наличии положительных проб эксперимент повто­
ряют, увеличивая концентрацию или время воздействия.

Критерий эффективности обеззараживания — 100 % гибель 
тест-микроорганизма.

Время обеззараживания ИМН, контаминированных S. aureus, 
Р. aeruginosa, — не более 60 мин.

Исследование бактерицидной эффективности ДС, предназна­
ченных для обеззараживания эндоскопов, включая дезинфекцию 
высокого уровня ДВУ.
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В качестве тест-объектов используют стерильные фрагменты 
эндоскопа или эндоскоп (гибкий — гастроскоп, жесткий — цистос­
коп), а в качестве тест-микроорганизма — S. aureus.

На наружную поверхность тест-объекта наносят по ОД мл 
1 млрд суспензии тест-микроорганизма, содержащей 5 % сыворот­
ки; через канал эндоскопа с помощью пипетки пропускают не ме­
нее 5 мл такой же суспензии. После этого эндоскоп подсушивают в 
течение 20 мин. Затем контаминированное изделие погружают в 
раствор ДС, заполняя полости и каналы эндоскопа. Через опреде­
ленные интервалы времени в течение 5—60 мин изделие извлека­
ют из раствора и делают смыв с наружной поверхности марлевой 
салфеткой, смоченной в растворе нейтрализатора. Канал изделия 
промывают нейтрализатором. Смывную жидкость засевают на со­
ответствующие питательные среды.

Критерий эффективности обеззараживания эндоскопов — 
100 % гибель тест-микроорганизма. Время обеззараживания эн­
доскопов, контаминированных 5. aureus, — не более 60 мин.

5 Л.3.2. Исследование бактерицидной эффективности ДС, 
предназначенных д ля обеззараживания стоматологических оттисков

ДС, предназначенное для обеззараживания стоматологичес­
ких оттисков, должно иметь широкий спектр антимикробной ак­
тивности, не вызывать изменений свойств и размеров оттисков, 
иметь короткое время дезинфекционной выдержки (не более 
30 мин) . '

При разработке режимов обеззараживания стоматологических 
оттисков в качестве тест-микроорганизмов используют S . aureus, 
Р, aeruginosa, в качестве тест-объекгов — оттиски из альгинатных, 
силиконовых или других материалов. Для изготовления оттисков 
слепочную массу, полученную в соответствии с рекомендациями 
изготовителя, помещают в пластмассовую или металлическую 
ложку и делают оттиск с пластмассовых зубных протезов с модели­
рованной десной. На оттиски наносят по 0,1 мл 1 мрлд суспензии 
тест-микроорганизма (с добавлением 40 % инактивированной сы­
воротки), подсушивают их в течение 2—3 мин, затем полностью 
погружают в раствор ДС. При установленном фиксирующем дей­
ствии ДС оттиски перед погружением в дезинфицирующий рас­
твор промывают проточной питьевой водой. Параллельно для кон­
троля контаминированные оттиски погружают в воду. Через опре­
деленное время (5—30 мин) оттиски извлекают из раствора и мар­
левой салфеткой, пропитанной нейтрализатором, делают смывы. 
Салфетки помещают в стерильные пробирки с бусами, содержа­
щие 10 мл нейтрализатора, и встряхивают в течение 10 мин. Затем 
делают посев смывной жидкости на питательные среды для кон-
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троля эффективности обеззараживания. Критерий эффективности 
обеззараживания — 100 %.

5.1.3.3. Исследование бактерицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания предметов ухода за больными, игрушек

В качестве тест-объектов используют предметы ухода за боль­
ными (подкладные клеенки, резиновые грелки, судна, термомет­
ры, пластмассовые наконечники для клизм и др.), игрушки (пласт­
массовые, металлические, деревянные, резиновые, кроме мягких) 
или тест-объекты, их имитирующие. В качестве тест-культур ис­
пользуют S. aureus и Е. c o li.

Перед контаминацией тест-микроорганизмами тест-объекты 
подвергают механической очистке -  моют водой с мылом и щет­
кой. Для имитации загрязнения используется 40 % инактивиро­
ванной лошадиной сыворотки или сыворотки крупного рогатого 
скота. Для этого перед контаминацией объектов к суспензии тест- 
микроорганизмов добавляют необходимое количество сыворотки.

После подсушивания контаминированные тест-объекгы распо­
лагают горизонтально и на них пипеткой наносят взвесь тест-мик- 
роорганизмов из расчета 0,5 мл 2 млрд микробной взвеси на пло­
щадь в 100 см2. Суспензию равномерно распределяют по поверхнос­
ти тест-объектов стеклянным шпателем, подсушивают (до полного 
высыхания) при комнатной температуре 18—20 °С и относительной 
влажности воздуха 50—60 %, затем обрабатывают дезинфицирую­
щим раствором.

Обработку предметов ухода за больными и игрушек проводят 
способами протирания, погружения, а для крупных игрушек — 
способом орошения капельное.

Норму расхода дезинфицирующего раствора при обеззаражи­
вании способами протирания или орошения определяют в зависи­
мости от способа обработки аналогично опытам по обеззаражива­
нию поверхностей (п. 5.1.3.5). Двукратное протирание или ороше­
ние проводят через 5—15 мин после первого.

При обработке способом погружения в дезинфицирующий рас­
твор предметов ухода за больными и мелких игрушек последний 
должен полностью и с избытком покрывать все объекты. При погру­
жении мелких игрушек необходимо препятствовать их всплытию.

Время обеззараживания объектов определяют в интервале от 
15 до 120 мин в зависимости от вида тест-микроорганизма и нали­
чия органического загрязнения.

Контрольные тест-объекты обрабатывают стерильной питье­
вой водой из того же расчета, что и опытные.

Контроль эффективности обеззараживания контаминирован- 
ных тест-объектов проводят следующим образом: марлевой салфет-
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кой (размером 5 x 5  см2), смоченной в растворе нейтрализатора со­
ответствующего для данного ДС, тщательно протирают тест-обьекг 
и погружают ее в 10 мл этого же нейтрализатора, находящегося в 
пробирках с бусами. Время отмьгоа марлевой салфетки 10 мин при 
постоянном встряхивании. Отмывную жидкость сеют на 2—3 чашки 
по 0,2—0,5 мл в каждую на твердые питательные среды.

Посевы помещают в термостат при температуре 37 °С и учиты­
вают результаты через 2 суток.

Критерий эффективности обеззараживания-не менее 100 %.
Время обеззараживания объектов, контаминированных S. au­

reus, — не более 60 мин.
5.1.3.4. Исследование бактерицидной эффективности ДС, предназначенных 

для обеззараживания белья
Эффективность обеззараживания белья ДС определяют с по­

мощью тест-объектов, представляющих собой кусочки ткани из 
бязи размером 2 х 2 см, В качестве тест-культур используют
S. aureus и Е. coli.

При разработке режима обеззараживания загрязненного белья 
к суспензии микроорганизмов перед контаминацией тест-объек­
тов добавляют 40 % инактивированной сыворотки (6 мл 2 млрд 
взвеси тест-культуры смешивают с 4 мл инактивированной сыво­
ротки) или 40 % фекальной эмульсии (6 мл 2 млрд взвеси 
тест-культуры смешивают с 4 мл фекальной эмульсии). Для приго­
товления фекальной эмульсии 8 г фекалий растирают в ступке с 
20 мл воды. Контаминированные тест-объекты подсушивают в 
термостате при 37 °С в течение 20—25 мин или 1,5—2 ч при ком­
натной температуре до полного высыхания.

Стерильные тест-объекты пропитывают 2 млрд взвесью 
тест-микроорганизмов из расчета 20 мл на 10 тест-объектов и под­
сушивают в термостате. Далее контаминированные тест-объекты 
помещают в стерильные бязевые мешочки размером 5 х 8 см по 
2 штуки в каждый.

При разработке режимов обеззараживания белья, не загряз­
ненного выделениями, белье погружают в емкость с дезинфициру­
ющим раствором из расчета 4 л раствора на 1 кг сухого белья. При 
разработке режимов обеззараживания белья, загрязненного выде­
лениями, его погружают в емкость с дезинфицирующим раство­
ром из расчета 5 л раствора на 1 кг сухого белья. Белье погружают в 
раствор последовательно, одну вещь за другой, следя за тем, чтобы 
между вещами не образовывалось воздушных полостей, препят­
ствующих процессу дезинфекции. Мешочки с контаминирован- 
ными тест-объекгами распределяют между слоями белья (сверху, в 
середине, внизу). Через заданное время воздействия ДС (напри-
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мер, 15,30,60 мин) извлекают по 1 мешочку с каждого уровня, сте­
рильным пинцетом вынимают тест-объекты, переносят их в рас­
твор нейтрализатора на 5 мин, затем промывают 5 мин в стериль­
ной питьевой воде, затем помещают в жидкие питательные среды. 
В контрольных опытах вместо дезинфицирующего раствора ис­
пользуют стерильную питьевую воду.

Критерий эффективности — 100 % гибель тест-культуры.
Время обеззараживания белья без видимых загрязнений, кон- 

таминированного S. aureus, Е. coli, — не более 120 мин.
Время обеззараживания белья, загрязненного выделениями и 

контаминированного S. aureus, Е. со//, -  не более 240 мин.
5.1.3.5. Исследование бактерицидной эффективности ДС, 

предназначенных для обеззараживания поверхностей

Исследования проводят в зависимости от вида поверхностей, 
их положения (горизонтальное, вертикальное), способа и кратнос­
ти обработки.

В качестве тест-поверхностей используют поверхности разме­
ром 10 х 10 см из различных материалов: гладкие, шероховатые, 
впитывающие и не впитывающие (деревянные, оштукатуренные, 
поверхности, окрашенные масляной, силикатной, водоэмульсион­
ной или клеевой краской; оклеенные обоями, поверхности из ли­
нолеумных покрытий, поверхности из окрашенного или неокра­
шенного металла -  нержавеющая хром-никелевая кислотостойкая 
сталь, пластика, стекла, искусственной или натуральной кожи, по­
верхности из облицовочной плитки — кафельной и метлахской, фа­
янса и др.), но не менее 5 видов поверхностей. Набор тест-поверх­
ностей для исследований определяется назначением средства.

В качестве тест-микроорганизмов используют S. aureus, Е, coli,
S. typhimurium, Р. aeruginosa.

При разработке режима обеззараживания технологического 
оборудования и поверхностей в помещениях в различных отраслях 
пищевой промышленности в качестве тест-поверхностей исполь­
зуют неокрашенный металл, пластик, облицовочную плитку (ка­
фельная, метлахская, фаянсовая), контаминированные санитар­
но-показательными и специфическими для предприятий данного 
вида промышленности микроорганизмами.

Перед контаминацией тест-культурой поверхности подверга­
ют механической очистке — моют водой с мылом и щеткой (за ис­
ключением поверхностей, оклеенных обоями и окрашенных клее­
вой краской). Последние протирают несколько раз стерильной 
салфеткой, увлажненной стерильной питьевой водой.

Высушенные поверхности располагают горизонтально, и на них 
пипеткой наносят взвесь тест-микроорганизмов из расчета 0,5 мл
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2 млрд микробной взвеси на площадь в 100 см2 и равномерно рас­
пределяют ее по поверхности стеклянным шпателем. Поверхности 
подсушивают (до полного высыхания) при температуре 18—20 *С и 
относительной, влажности воздуха 50—60 %, затем обрабатывают 
дезинфицирующим раствором.

При изучении эффективности обеззараживания линолеум, 
плитку метлахскую, искусственную или натуральную кожу, стекло 
располагают горизонтально, а дерево, окрашенное масляной, си­
ликатной, водоэмульсионной или клеевой красками, поверхности, 
оклеенные обоями, пластик, кафельную и фаянсовую плитки -  
вертикально.

Для имитации загрязнения поверхностей используют белко­
вое или фекальное загрязнение: 40 % инактивированной сыворот­
ки, 40 % фекальная эмульсия (при разработке режимов обеззара­
живания унитазов).

Обработку поверхностей проводят способами протирания или 
орошения крупнокапельное и аэрозольное.

Для определения нормы расхода при однократной обработке 
дезинфицирующий раствор наносят с помощью пипетки на поверх­
ность размером 10 х 10 см при применении способа протирания в 
количестве 1,0, 1,5 или 2,0 мл, а при крупнокапельном орошении 
наносят с помощью дозатора 1,5—3,0 мл. При аэрозольном методе 
обработки изучают эффективность обеззараживания при норме 
расхода 30—50—100 мл/м2 (в зависимости от вида аэрозольного ге­
нератора и применяемой аэрозольной насадки). Многократное 
протирание или орошение проводят с интервалом между обработ­
ками 5—15—30 мин.

Время обеззараживания поверхностей определяют в интервале 
от 5 до 120 мин. Выбор экспозиции зависит от назначения и реко­
мендуемых условий применения ДС,

Контрольные поверхности обрабатывают стерильной питье­
вой водой также и из того же расчета, что и опытные.

Исследования проводят при при температуре 18—20 °С. При 
необходимости оценивают эффективность обеззараживания по­
верхностей при повышенной до 50 °С или пониженной до —30 °С 
температуре (исследования проводят в термо- или холодильной ка­
мере).

Контроль эффективности обеззараживания тест-поверхнос­
тей проводят следующим образом: марлевой салфеткой (размером 
5 x 5  см2), смоченной в растворе соответствующего для данного 
дезинфицирующего средства нейтрализатора, тщательно протира­
ют тест-поверхность, затем ее погружают в 10 мл этого же нейтра­
лизатора, находящегося в пробирках с бусами. Время отмыва мар­
левой салфетки 10 мин при постоянном встряхивании. Отмывную

130



Р 4.2.2643-10

жидкость сеют (на 2—3 чашки по ОД—0,2 мл в каждую) на твердые 
дифференциально-диагностические питательные среды.

В зависимости от вида тест-микроорганизма посевы выращи­
вают в термостате при температуре 37 °С. Учет результатов прово­
дят в течение 1—2 суток путем подсчета количества выросших ко­
лоний, затем рассчитывают плотность контаминации 100 см2 по­
верхности и % обеззараживания, принимая количество колоний, 
снятых с контрольных поверхностей, за 100 %.

Критерий эффективности обеззараживания поверхностей — 
не менее 99,99 % гибели тест-микроорганизмов; время обеззара­
живания при контаминации S. aureus, Е. coli, S. typhimurium, 
Р. aeruginosa — не более 120 мин,

5.1.3.6. Исследование бактерицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания посуды

В зависимости от назначения ДС исследования проводят при 
обеззараживании посуды столовой и кухонной, лабораторной и 
из-под выделений.

В качестве тест-объекгов при разработке режимов обеззаражи­
вания столовой и кухонной посуды используют тарелки, стаканы, 
кружки из различных материалов (фарфор, фаянс, алюминий, 
стекло, пластик, посуда, покрытая эмалью) и столовые приборы — 
ножи, вилки, ложки из различных материалов (нержавеющая 
сталь, алюминий, пластик); лабораторной посуды — предметные и 
покровные стекла, пипетки, чашки Петри, планшеты для иммуно­
логического анализа и др.; посуды из-под выделений — подкладные 
судна, мочеприемники, горшки, плевательницы и т. п. или тест- 
объекты их имитирующие. В качестве тест-микроорганизмов при 
контаминации столовой посуды используют S . aureus, Е. coli.

Для имитации загрязнения чайной посуды используют кисель 
(к 10 г киселя добавляют 1 мл 2 млрд микробной взвеси), лабора­
торной посуды -  40 % инактивированной сыворотки, а посуды 
из-под выделений — 40 % фекальную эмульсию или мокроту, кон- 
таминированные тест-микроорганизмами (на 10 мл -  1 мл 
2 • 109 млрд взвеси).

Перед контаминацией микроорганизмами посуду и столовые 
приборы подвергают механической очистке -  моют водой с мылом 
и щеткой. Посуду располагают горизонтально и на нее пипеткой 
наносят взвесь тест-микроорганизмов из расчета 0,5 мл 2 млрд 
взвеси на площадь в 100 см2 и равномерно распределяют ее по по­
верхности посуды стеклянным шпателем. Столовые приборы для 
контаминации погружают в бактериальную суспензию на 
1—2 мин, оставляя незараженными их ручки.
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Посуду подсушивают (до полного высыхания) при комнатной 
температуре 18—20 ‘С и относительной влажности воздуха 
50—60 %, затем обрабатывают дезинфицирующим раствором.

Для разработки режимов обеззараживания посуды с остатками 
пищи до ее контаминации микробную взвесь смешивают с овся­
ной, манной или другой кашей, сваренной на молоке со сливоч­
ным маслом (к 10 г каши добавляют 1 мл 2 млрд микробной взве­
си).

Обработку столовой, чайной, лабораторной посуды и столо­
вых приборов проводят способом погружения в дезинфицирую­
щий раствор. Растворы готовят на питьевой воде. Температура ис­
пытуемого раствора 18—20 'С. При необходимости изучают эф­
фективность растворов, имеющих температуру 50 °С.

Контролем служит аналогично контаминированная посуда, 
которую погружают в такой же объем стерильной питьевой воды.

Дезинфицирующий раствор должен полностью и с избытком 
покрыть всю посуду и приборы (из расчета не менее 2 л на 1 ком­
плект).

Через определенные интервалы времени (например 15, 30, 
60 мин и т. д.) извлекают из дезинфицирующего раствора по одно­
му предмету (например тарелка, стакан, предметное стекло, нож и 
т. д.) и стерильной марлевой салфеткой (размер 5 x 5  см2), смочен­
ной в растворе нейтрализатора, соответствующего данному ДС, 
тщательно протирают зараженную часть каждого предмета, погру­
жают салфетку в 10 мл этого же нейтрализатора, находящегося в 
пробирках с бусами. Время отмыва марлевой салфетки 10 мин при 
постоянном встряхивании. После отмыва марлевую салфетку по­
гружают в соответствующую жидкую питательную среду. Отмыв- 
ную жидкость сеют на 2—3 чашки по 0,2—0,5 мл в каждую на твер­
дые питательные среды.

Посевы помещают в термостат при температуре 37 °С и учиты­
вают через 2 суток.

Время обеззараживания посуды определяют в интервале от 15 
до 240 мин в зависимости от вида тест-микроорганизма и наличия 
загрязнения.

Критерий эффективности обеззараживания — не менее 100 %.
Время обеззараживания столовой посуды без остатков пшци, 

контамйнированной S. aureus, Е. coli, — не более 60 мин.
Время обеззараживания посуды с остатками пищи, контами- 

нированной S. aureus, Е. coli, S. typhimurium, — не более 120 мин.
Время обеззараживания лабораторной посуды, контаминиро- 

ваннбй S. aureus, Е. coli, — не более 120 мин.
Время обеззараживания посуды из-под выделений, контами- 

нированной Е. coli, S. typhimurium, — не более 120 мин.
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5.1.3.7. Исследование бактерицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания выделений

Дезинфицирующие средства, предназначенные для обеззара­
живания выделений, должны обладать способностью гомогенизи­
ровать органический субстрат (фекалии, мокрота). Препараты, не 
обладающие этим свойством, для обеззараживания выделений не 
пригодны.

Изучение активности ДС при обработке выделений проводят с 
учетом их консистенции и соотношения с дезинфицирующим рас­
твором или сухим препаратом.

В качестве тест-микроорганизмов при разработке режимов обез­
зараживания выделений используют S. aureus, Е. coli, S. typhimurium.

Определение эффективности ДС при обработке мочи прово­
дят следующим образом: берут несколько пробирок, наливают в 
них по 9 мл мочи, прибавляют по 1 мл взвеси тест-микроорганиз­
ма, содержащей 1 ■ 109 КОЕ/мл. Неразведенное ДС иди его раство­
ры добавляют к моче в различных соотношениях (равном, двойном 
и т. д.). По истечении времени воздействия (15, 30,60,90,120 мин) 
пипеткой берут 1 мл опытной смеси и переносят в нейтрализатор 
объемом 9 мл, а затем из нее 1 мл смеси в пробирку с 5 мл бульона. 
После тщательного перемешивания 1 мл переносят во вторую про­
бирку с бульоном, а затем делают посевы по 0,1 мл на твердые пита­
тельные среды как из первой, так и из второй пробирок. Чашки 
Петри с посевами ставят в термостат.

Контролем служат аналогично поставленные опыты с добав­
лением к моче не дезинфицирующего раствора, а стерильной во­
допроводной питьевой воды.

Эффективным считают ДС, обеспечивающее 100 % гибель 
тест-микроорганизмов в 6—8 опытах с совпадающими результа­
тами.

Определение эффективности ДС при обработке фекалий: 20 г 
фекалий растирают в ступке и добавляют 80 мл стерильной питье­
вой воды. Полученную эмульсию фильтруют через двойной слой 
марли, разливают в пробирки по 9 мл и добавляют по 1 мл взвеси 
тест-микроорганизмов, содержащей 1 ■ 109 КОЕ/мл.

Приготовленную эмульсию фекалий заливают равным или 
двойным количеством дезинфицирующего раствора или вносят 
различное количество сухого препарата. После контакта с ДС про­
изводят высевы так же, как и при обеззараживании мочи. Результа­
ты учитывают через двое суток.

При положительных результатах проводят опыты с большим 
количеством оформленных фекалий (200—250 г). Для этого поме­
щают их в сосуд и заливают дезинфицирующим раствором в рав­
ном или двойном количестве по отношению к весу фекалий или за-
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сыпают сухим препаратом. Затем небольшую часть фекальных 
масс стеклянной палочкой перемешивают с жидкостью, а осталь­
ную массу оставляют в виде небольших комочков. Через опреде­
ленные промежутки времени (30, 60, 90 и 120 мин) проводят раз­
дельные высевы жидкой части и комочков.

Жидкую часть фекальных масс набирают пипеткой и произво­
дят посев так же, как мочи. Плотные части фекалий забирают пет­
лей и опускают в 5 мл питательной среды, растерев их о край про­
бирки и тщательно перемешав с бульоном; затем переносят из этой 
пробирки 1 мл смеси во вторую пробирку, также содержащую 5 мл 
бульона. Как из первой, так и из второй пробирки производят по­
сев по 0,1 мл на чашки Петри с плотной питательной средой.

Контролем служат аналогично поставленные опыты с добав­
лением к фекальной эмульсии стерильной воды вместо ДС.

Об эффективности исследуемого ДС судят на основании 
6—8 опытов с совпадающими результатами. Эффективным считают 
ДС, обеспечивающее 100 % гибель тест-микроорганизмов в обезза­
раживаемом материале.

При определении эффективности ДС при обработке фекаль­
но-мочевой взвеси с целью снижения микробной обсемененности 
консервации в качестве тест-микроорганизма используют куль - 
туру Е. coli (штамм 1257). Фекально-мочевую взвесь готовят из рас­
чета: 1 часть фекалий и 4 части мочи. В пробирки разливают по 
4,5 мл фекально-мочевой взвеси и добавляют в каждую пробирку 
по 0,5 мл взвеси тест-культуры, содержащей 1 • 109 КОЕ/мл. Не- 
разведенное ДС или его растворы добавляют к фекально-мочевой 
взвеси в различных соотношениях. По истечении времени возде­
йствия из каждой пробы отбирают по 0,5 мл жидкости и переносят 
в пробирки с 4,5 мл казеинового бульона. Это обеспечивает нейтра­
лизацию ДС. После ряда серийных разведений из каждой пробир­
ки производят высев на чашки Петри с питательным агаром 
(мясо-пептонный, Эндо). Результаты эксперимента учитывают че­
рез 48 ч инкубации при 37 °С. В контрольных пробах вместо препа­
рата применяют стерильную питьевую воду.

Эффективным считают ДС, обеспечивающее снижение мик­
робной обсемененности фекально-мочевой взвеси не менее чем на 
99,9 % и не более чем через 120 мин.

Критерий эффективности обеззараживания выделений — 
100 % гибель тест-микроорганизмов. Время обеззараживания вы­
делений, контаминированных тест-микроорганизмами (S. aureus, 
Е. coli, 5. typhimurium), — не более 6 ч.
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5.1.3.8. Исследование бактерицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания воздуха

Целью исследования является определение эффективности хи­
мических ДС и разработка режимов их применения для обеззаражи­
вания воздуха в помещениях.

Химические ДС применяют для обеззараживания воздуха в 
помещениях в виде аэрозолей или паров растворов ДС, а также га­
зов.

При исследовании эффективности обеззараживания воздуха 
химическими ДС в качестве тест-микроорганизмов используют 
S. aureus.

Исследования проводят в испытательных камерах объемом 
1—2 м3. Предварительно внутреннюю поверхность камеры моют 
раствором моющего средства, остатки которого затем смывают во­
допроводной водой, и включают бактерицидный УФ-облучатель. В 
центре камеры располагают продезинфицированный вентилятор, 
производительностью 15—25 м3/ч, назначение которого — предот­
вращение быстрого оседания микроорганизмов.

Помещение, в котором находится испытательная камера, дол­
жно быть оборудовано УФ-облучателем рециркуляторного типа, 
который функционирует в течение всего эксперимента. Перед на­
чалом работы исследователь надевает халат, резиновые перчатки и 
маску.

При определении эффективности ДС, предназначенных для 
обеззараживания воздуха, используют 2 метода: седиментацион- 
ный и аспирационный методы.

Седиментационный метод. Для проведения исследований се- 
диментационным методом камера должна иметь окошко с дверцей 
размером 20 х 20 см для внесения в камеру чашек Петри.

Растопленный агар с добавленным нейтрализатором разлива­
ют по чашкам Петри питательную среду не подсушивают.

До начала распыления суспензии тест-микроорганизма отби­
рают пробу на контроль обсемененности воздуха в камере, для чего 
открытую чашку Петри с питательной средой помещают на 30 мин 
в камеру.

Затем в камере распыляют суспензию тест-микроорганизма в 
количестве, достаточном для создания в воздухе камеры концен­
трации микроорганизмов 2,1 х 104 КОЕ/м3.

Аэрозоль создают с помощью распыливающей аппаратуры, 
которая обеспечивает образование в воздухе не менее 80 % частиц с 
дисперсностью 10 ± 5 мкм, и включают вентилятор. Для контроля 
степени контаминации воздуха открытую чашку Петри с питатель­
ной средой помещают в камеру на 10 мин.
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Затем в камере распыляют раствор исследуемого средства и че­
рез определенные промежутки времени проверяют обсеменен- 
ностъ воздуха.

Аспирационный метод. Этот метод основан на аспирировании 
воздуха через жидкость. При использовании аспирационного ме­
тода для оценки эффективности ДС, предназначенных для обезза­
раживания воздуха, необходимо следующее оборудование:

• воздуходувка с производительностью 15—25 л/мин;
• стерильные склянки Дрекселя с 50 мл стерильной водопро­

водной воды из расчета 2 шт. на 1 пробу. Предварительно в сте­
рильную воду вносят соответствующий нейтрализатор;

• трубка диаметром 8—10 мм, длиной 50—60 см, которая вво­
дится в камеру для забора проб воздуха в центре камеры;

• стерильные резиновые шланги, соединяющие склянки 
Дрекселя (последовательно одну за другой) и далее с воздуходув­
кой.

Подготовка камеры к эксперименту осуществляется, как ука­
зано выше. Для исследования отбирается 50 л воздуха (объем про­
бы).

Очередность отбора проб следующая:
• контроль обсемененности воздуха до начала распыления 

суспензии тест-микроорганизмов;
• контроль обсемененности воздуха после распыления сус­

пензии тест-микроорганизма;
• контроль эффективности обеззараживания — отбор проб че­

рез каждые 5—10 мин в зависимости от предполагаемой эффек­
тивности ДС.

После отбора проб жидкость из 2 склянок Дрекселя смешива­
ют и по 1—2 мл вносят в стерильную чашку Петри; затем заливают 
растопленным агаром. Посевы помещают в термостат. После инку­
бации подсчитывают количество выросших колоний и рассчиты­
вают обсемененность 1 м3 воздуха.

Пример:
10-0,015-1000 

50
,где

X -  КОЕ/м3;
10 — количество колоний, выросших на чашке Петри; 

0,05 -  объем стерильной питьевой воды, л;
1 000 — 1 м3 воздуха камеры, л;

50 — объем пробы воздуха, л.

136



Р 4.2.2643-10

Критерий эффективности обеззараживания воздуха в соотве­
тствии с категорией помещения, % (не менее): I — 99,9; II — 99,0; 
III — 95,0; IV — 90,0; V — 85,0.

5.1.3.9. Исследование эффективности ДС, предназначенных
для обеззараживания питьевой воды и воды плавательных бассейнов

Методы распространяются на испытания химических Д С для 
обеззараживания индивидуальных и групповых запасов питьевой 
воды и воды плавательных бассейнов. Обеззараженная питьевая 
водадолжна соответствовать требованиям СанПиН 2.1.4.1175—02 
«Гигиенические требования к качеству воды нецентрализованно­
го водоснабжения. Санитарная охрана источников» [20], 
ГОСТ 27283—87 [28], а вода плавательных бассейнов -  требова­
ниям СанПиН 2.1.2.1188—03 «Плавательные бассейны. Гигиени­
ческие требования к устройству, эксплуатации и качеству воды. 
Контроль качества» [22].

ДС для обеззараживания питьевой воды должны обеспечивать 
гибель в воде тест-микроорганизмов при их исходной концентра­
ции:

-  бактерий, не образующих споры, — 105—10б КОЕ/л;
-  вирусов -  105—106 УЕ/л;
-  бактерии в споровой форме не менее 105—10б спор/л (при 

необходимости — в зависимости от назначения средства, п. 5.8).
ДС для обеззараживания воды плавательных бассейнов дол­

жны обеспечивать гибель в воде тест-микроорганизмов при исход­
ной концентрации:

* при разработке режимов для постоянного обеззараживания 
воды в присутствии посетителей:

-  бактерий, не образующих споры, -  102—103 КОЕ/л;
-в и р у со в - 102— 103 УЕ/л;
• при разработке режимов для обеззараживания воды во вре­

мя продолжительного перерыва в работе бассейна более 2 ч:
-  бактерий, не образующих споры, -  105—106 КОЕ/л ;
-  вирусов — 105—10б УЕ/л.
Тест-микроорганизмы. В качестве тест-микроорганизмов при 

изучении средств обеззараживания питьевой воды используют 
культуры Е. coli (штамм 1257), 5. typhimurium, РНК-содержащего 
колифага MS2.

В качестве тест-микроорганизмов при изучении средств обез­
зараживания воды плавательных бассейнов используют культуры 
Е. coli (штамм 1257), S. aureus (штамм 906) и РНК-содержащего ко­
лифага MS2.
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Питательные среды, методы культивирования и приготовле­
ния для экспериментов тест-культур бактерий, не образующих 
споры, приведены в п.п. 5.1, 5.3, 5.7.

Колифаг MS2 (штамм ВКПМ-3254) и штамм культуры кле- 
ток-хозяина Е. coli К12 F+ Stг* получают во Всероссийской коллек­
ции промышленных микроорганизмов ВКПМ ГНИИ «Генети - 
ка», адрес: 113545, г. Москва, 1-й Дорожный проезд, д. 1.

Исследования проводят в соответствии с методическими ука­
заниями МУК 4.2.1018—01 «Санитарно-микробиологический ана­
лиз питьевой воды» , Минздрав России, М., 2001 [81].

Питательные среды и реактивы для колифага MS2 и Е. coli К12 
F+ Str*:

Сухой питательный бульон
Агар питательный сухой ТУ 42-14-33—75
Стрептомицин стерильный
Хлороформ технический ГОСТ 20015—76

Приготовление питательных сред для колифага MS2 и Е. coli К12 
Е* S tr . Питательный бульон готовят из сухого препарата промыш­
ленного производства по способу, указанному на этикетке; пита­
тельный бульон десятикратный для колифагов -  путем увеличе - 
ния в 10 раз навески сухого препарата, указанной на этикетке; пи­
тательный агар — из сухого препарата промышленного произво­
дства по способу, указанному на этикетке; питательный агар двой­
ной концентрации для определения колифагов прямым методом — 
путем увеличения навески сухого препарата в 2 раза от прописи.

Питательный агар запрещается выдерживать в расплавленном 
состоянии более 8 ч. Оставшийся неиспользованным агар повтор­
ному расплавлению не подлежит.

Полужидкий питательный агар готовят следующим образом: 
сухой питательный бульон (15 г) и агар микробиологический (3 г) 
растворить при нагревании в 1 000 мл дистиллированной воды. До­
вести pH до 7,0—7,2, разлить в пробирки и стерилизовать автокла­
вированием при температуре 121 °С в течение 15 мин.

Питательный агар со стрептомицином готовят из расчета со­
держания 100 мкг стрептомицина на 1 мл питательного агара, при­
готовленного по стандартной прописи. Стерильно на стерильной 
дистиллированной воде готовят раствор стрептомицина в концен­
трации 10 мг на 1 мл. В готовый питательный агар, отмеренный по 
объему и остуженный до температуры 45—49 °С, вносят приготов­
ленный стерильный раствор стрептомицина из расчета 0,1 мл на 
10 мл питательного агара. Разливают в пробирки для приготовле­
ния скошенного агара. Повторное расплавление питательной сре­
ды со стрептомицином запрещается.
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Ведение культур колифага MS2 и культуры клеток-хозяина 
Е, coli К12Е* Sir. Процесс ведения культур колифага MS2 и Е. coli 
К12 F+ Str* включает:

-  восстановление лиофилизированных культур колифага MS2 
и Е. coli К12 F+ StrR;

— создание запасов культур колифага MS2 и Е. coli К12 F+ StrR 
для целевого использования.

Для восстановления лиофилизированной культуры Е. coli К12 F*
*Sir* оттянутый конец ампулы с лиофилизированной культурой на­
гревают над пламенем горелки. Влажным концом стерильного ват­
ного тампона прикасаются к нагретой части, в результате чего по­
являются трещины. Конец ампулы накрывают трехслойной марле­
вой салфеткой, смоченной 70 %-м этиловым спиртом и хорошо от­
жатой, и обламывают пинцетом. После вскрытия ампула остается 
накрытой той же салфеткой в течение 1—2 мин. Затем салфетку 
осторожно снимают и вместе с остатками стекла погружают в дез­
раствор. В ампулу вносят «  0,5 мл питательного бульона для регид­
ратации. Содержимое ампулы перемешивают, переносят стериль­
ной пастеровской пипеткой или шприцем в пробирку с питатель­
ным бульоном и инкубируют при температуре (37 ± 1) °С в течение 
18—24 ч.

После инкубации из питательного бульона делают высев пет­
лей на скошенный питательный агар по ТУ 42-14-33-75, содержа­
щий стрептомицин. Посевы инкубируют при температуре 
(37 ± 1) °С в течение 18—24 ч.

Культуру на скошенном питательном агаре проверяют на спо­
собность лизироваться специфическим колифагом MS2, а также на 
загрязненность фагом. При удовлетворительных результатах ука­
занных проверок культура считается пригодной для проведения 
исследований с колифагом MS2.

Д ля создания запасов рабочей культуры Е. coli К12 Е* StP  культу­
ру со скошенного питательного агара со стрептомицином засевают 
уколом в столбик с полужидким питательным агаром. Посевы инку­
бируют при температуре (37 ± 1) °С в течение 18—24 ч. При наличии 
роста пробирки закрывают резиновыми (силиконовыми) пробками 
и закладывают на хранение при температуре 4—8 °С. Восполнение 
запасов рабочей культуры проводят через 3 месяца [81].

На всех этапах исследования используют бактериальную 
взвесь культуры Е. coli К12 F+ Str*, приготовленную следующим об­
разом. Культуру, выращенную в пробирке со скошенным пита­
тельным агаром со стрептомицином, смывают с косяка 5 мл сте­
рильного физиологического раствора и по стандарту мутности го­
товят взвесь в концентрации 109 бактериальных клеток в 1 мл. До­
пускается использование 4-часовой бульонной культуры Е. coli,
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полученной путем подращивания в термостате при температуре 
(37 ± 1) °С. Концентрация 109 бактериальных клеток Е. coli содер­
жится в 2 мл.

Для восстановления лиофилизированной культуры колифага MS2 
оттянутый конец ампулы с лиофилизированной культурой нагре­
вают над пламенем горелки. Влажным концом стерильного ватно­
го тампона прикасаются к нагретой части, в результате чего появ­
ляются трещины. Конец ампулы накрывают трехслойной марле­
вой салфеткой, смоченной 70 %-м этиловым спиртом и хорошо от­
жатой, и обламывают пинцетом. После вскрытия ампула остается 
накрытой той же салфеткой в течение 1—2 мин. Затем салфетку 
осторожно снимают и вместе с остатками стекла погружают в дез­
раствор. В ампулу вносят ~ 0,5 мл питательного бульона для регид­
ратации.

Для создания запасов культуры колифага MS2 используют рабо­
чую культуру клеток-хозяина 2Г. coli К12 F+ Str*, хранящуюся на по­
лужидком агаре, которую засевают в пробирку с 10 мл питательно­
го бульона. Посевы инкубируют при температуре (37 ± 1) °Свтече- 
ние 18—24 ч.

После инкубации 0,1 мл полученной бульонной культуры 
Е. coli К12 F+ Str* повторно засевают в 3—4 пробирки с 10 мл пита­
тельного бульона и помещают в термостат при температуре 
(37 ± 1) вС. Через 2 ч инкубации в каждую пробирку вносят регид- 
рированную культуру фага MS2, инкубацию продолжают до 
18—24 ч. После инкубации в пробирку добавляют по 1 мл хлоро­
форма, герметично укупоривают, интенсивно встряхивают и поме­
щают в холодильник.

Титр полученной культуры колифага MS2 определяют следую­
щим образом. Готовят 7—8 десятикратных разведений культуры 
колифага MS2. По 1 мл из каждого разведения вносят в чашки Пет­
ри и заливают смесью питательного агара и взвеси культуры Е. coli 
К 12 F+ Str* из расчета 1 мл взвеси на 100 мл агара. Посевы инкуби­
руют при температуре (37 ± 1) X . Пробирки с разведениями заку­
поривают резиновыми силиконовыми пробками и хранят до по - 
лучения результатов при температуре (4 ± 2) °С для получения ра­
бочих суспензий фага.

Через 18—24 ч инкубации подсчитывают число бляшек на 
чашках. Учету подлежат чашки, на которых отмечается рост 
30—100 негативных колоний 4>ага. Для использования допускается 
культура с титром не менее 10 .

При получении титра менее 107 фаг можно размножить. Для 
этого необходимо повторить описанную процедуру.

Методика постановки экспериментов. В качестве исходной 
воды используют водопроводную или природную воду (колодез-
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ную, речную), показатели качества которой соответствуют назна­
чению испытываемого дезинфицирующего средства. Водопровод­
ную воду перед использованием дехлорируют нагреванием при 
температуре 50—60 °С с последующим выдерживанием в течение 
одних суток. В образцах природной воды определяют общее мик­
робное число и общие колиформные бактерии.

Исходную воду наливают в емкости с нижним тубусом объе­
мом 5—10 л и контаминируют культурами тест-микроорганизмов.

После внесения расчетной дозы микроорганизмов воду тща­
тельно перемешивают и отбирают пробы для определения концен­
трации исходного заражения воды микроорганизмами.

Концентрацию исходного заражения воды бактериями опре­
деляют следующим образом. Из емкости отбирают 1—3 пробы 
воды (в зависимости от объема емкости) по 3—5 мл. Из каждой 
пробы делают по 3—4 последовательных десятикратных разведе­
ния в стерильном физиологическом растворе или стерильной во­
допроводной воде, в которых затем определяют число бактерий в 
1 мл пробы воды методом мембранной фильтрации.

Сущность метода заключается в концентрировании микроорга­
низмов из определенного объема анализируемой воды путем филь­
трования через мембранные фильтры, выращивании посевов при 
температуре (37 ± 1) °С на плотной питательной среде и в подсчете 
количества бактерий в единице объема воды. Используют мем­
бранные фильтры для микробиологических целей с диаметром пор 
не более 0,45 мкм и размером диска 35 или 47 мм или другие фи­
льтрующие мембраны с аналогичной способностью фильтрации, 
имеющие сертификат качества. Мембранные фильтры готовят к 
анализу в соответствии с указаниями производителя.

Фильтрование воды проводят с помощью прибора для мем­
бранной фильтрации под вакуумом с диаметром фильтрующей по­
верхности 35 или 47 мм с устройством для создания разрежения 
0,5—1,0 атм. Воронку и столик прибора перед анализом воды сте­
рилизуют в паровом или воздушном стерилизаторе. На нижнюю 
часть прибора столик кладут фламбированным пинцетом сте - 
рильный мембранный фильтр; прижимают его верхней частью 
прибора (стаканом, воронкой); закрепляют устройством, пред­
усмотренным конструкцией прибора, наливают при соблюдении 
правил стерильности необходимый объем воды и создают вакуум в 
приемном сосуде. Фильтруют сначала меньшие, затем большие объ­
емы воды через один фильтровальный прибор, сменяя каждый раз 
фильтры. После окончания фильтрования стакан воронку сни - 
мают, фильтр осторожно приподнимают за край фламбированным 
пинцетом при сохранении вакуума для удаления излишней влаги 
на нижней стороне фильтра, а затем переносят его, не переворачи-
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вая, на плотную питательную среду в чашку Петри так, чтобы меж­
ду средой и фильтром не было пузырьков воздуха.

При определении числа бактерий Е. coli используют питатель­
ный агар Эндо, S. aureus, S. typhimurium — казеиновый или 
мясо-пептонный агар. Под каждым фильтром на обратной стороне 
дна чашки Петри делают надпись с указанием объема профильтро­
ванной воды, даты посева и номера пробы. Посевы с Е. coli, 
S. aureus, S. typhimurium инкубируют при температуре (37 ± 2) °С в 
течение 24—48 ч. По окончании инкубации учитывают количество 
выросших на фильтрах колоний и определяют концентрацию 
тест-микроорганизмов в 1 л воды по формуле:

С = ̂ Л М 0 0 0  , где

С — количество тест-микроорганизмов, содержащихся в 
1 л воды;

К -  кратность разведения;
V -  посеянный объем в мл;
N  -  среднее арифметическое числа колоний, выросших 

на мембранных фильтрах при высевах одинаковых 
разведений.

Результат анализа при определении числа бактерий выражают 
числом колониеобразующих единиц КОЕ в 1 л воды.

Концентрацию исходного заражения воды колифагом MS2 
определяют следующим образом. При исходной концентрации ко- 
лифага на уровне 10—Ю6 БОЕ/л из емкости отбирают пробу воды 
объемом 5—10 мл. Готовят 3—4 последовательных десятикратных 
разведения в стерильном физиологическом растворе или стериль­
ной водопроводной воде. По 1 мл из каждого разведения вносят в 
чашки Петри и заливают смесью питательного агара и взвеси куль- 

, туры Е. coli К12 F+ Str* из расчета 1 мл взвеси на 100 мл агара. Посе­
вы инкубируют при температуре (37 ± 1) °С. Через 18—24 ч инку­
бации подсчитывают количество бляшек на чашках. Учету подле­
жат чашки, на которых отмечается рост 30—100 негативных коло- 
нийгфага. Подсчитывают число негативных колоний на 2—3 чаш­
ках с наиболее характерным и четким ростом. По этим данным 
определяют среднее число колоний, которое умножают на величи­
ну наибольшего разведения.

При исходной концентрации колифага на уровне 102““ 103 БОЕ/л 
из емкости отбирают пробу воды объемом 150—200 мл. Готовят де­
сятикратное разведение в стерильном физиологическом растворе или 
стерильной водопроводной воде. Колифаг определяют в 1 мл из деся-
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тикратного разведения, а также в 1,10 и 100 мл исходной зараженной 
воды.

Посев 1 мл из десятикратного разведения, а также 1 мл исход­
ной воды осуществляют как при исходном заражении воды на 
уровне 105—10 БОЕ/л.

Посев 10 мл исходной воды осуществляют следующим образом. 
10 мл исходной воды вносят в питательный агар двойной концентра­
ции, расплавленный и остуженный до 45—49 °С, добавляют смыв 
Е. coli К12 F+ Str^ из расчета 2 мл смыва (или 4 мл 4-часовой бульон­
ной культуры) на каждые 100 мл агара, перемешивают. Чашки с по­
севами оставляют при комнатной температуре до застывания. Чаш­
ки с застывшим агаром помещают дном вверх в термостат и инкуби­
руют при температуре (37 ± 1) °С в течение (18 + 2) ч.

Посев 100 мл исходной воды осуществляют следующим обра­
зом. В питательный агар двойной концентрации, расплавленный и 
остуженный до 45—49 °С, добавляют смыв Е. coli К12 F+ Str11 из 
расчета 2 мл смыва (или 4 мл 4-часовой бульонной культуры) на 
каждые 100 мл агара, перемешивают. Исследуемые 100 мл воды 
разливают по 20 мл в большие пробирки, нагревают до 35—44 °С и 
немедленно (не более чем через 5 мин по достижении требуемой 
температуры) разливают в 5 чашек Петри и сразу же вносят в каж­
дую чашку по 20 мл смеси агара с культурой Е . coli К12 F+ Str*, осто­
рожно перемешивают.

Для контроля культуры Е. coli К12 F+ Str* в одну чашку Петри 
вносят 20 мл стерильной водопроводной воды, предварительно 
прогретой до 35—44 °С, заливают 20 мл приготовленного агара с 
Е . coli К12 F+ Str* и осторожно перемешивают.

Чашки с посевами оставляют при комнатной температуре до 
застывания. Затем чашки с застывшим агаром помещают дном 
вверх в термостат и инкубируют при температуре (37 ± 1) °С в тече­
ние (18 ± 2) ч. Учет результатов проводят путем подсчета и сумми­
рования бляшек, выросших на 5 чашках Петри. Результаты выра­
жают в бляшкообразующих единицах БОЕ на 100 мл пробы воды.
В контрольной чашке бляшки должны отсутствовать.

По результатам определения числа частиц колифага в 1, 10 и 
100 мл исходной воды рассчитывают исходное заражение воды ко- 
лифагом и выражают его в БОЕ/л.

Для обеззараживания воды ДС вносят в емкость с зараженной 
водой в необходимых концентрациях и тщательно перемешивают. 
Через заданные промежутки времени при соблюдении условий 
стерильности отбирают пробы воды объемом 1 л в стерильные фла­
коны с внесенным в них нейтрализатором, подобранным в соотве­
тствии с рецептурой дезинфицирующего средства, и определяют 
микробиологические показатели обеззараженной воды. Пробы
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воды должны быть исследованы не позднее чем через 1 ч после их 
отбора. При условии хранения проб в холодильнике при темпера­
туре 1—5 °С допускается проводить анализ не позже чем через 6 ч 
после отбора проб.

Число бактерий культур S . aureus, Е. coli, S. typhimurium в об­
еззараженной воде определяют методом мембранной фильтра­
ции.

На начальных этапах обеззараживания воды анализируют не 
менее двух проб воды, отличающихся по объему в 10 раз и выбран­
ных таким образом, чтобы на одном из фильтров выросло не более 
300 колоний. На одну чашку можно поместить 3—4 фильтра с усло­
вием, чтобы фильтры не касались друг друга.

При анализе воды на конечных этапах обеззараживания иссле­
дуют объем не менее 1 л, профильтровывая это количество не ме­
нее чем через 3—4 фильтра.

Посевы инкубируют как указано в п. 5.2. Учитывают количес­
тво выросших колоний на фильтрах, результат анализа выражают 
числом бактерий в 1 л воды.

Идентификация общих и термотолерантных колиформных 
бактерий. К общим колиформным бактериям ОКБ относятся 
грамотрицательные, оксидазоотрицательные, не образующие спор 
палочки, способные расти на дифференциальных лакгозных сре­
дах, ферментирующие лактозу до кислоты, альдегида и газа при 
температуре (37 ± 1) °С в течение 24—48 ч.

Термотолерантные колиформные бактерии ТКБ входят в 
число общих колиформных бактерий, обладают всеми их призна­
ками и, кроме того, способны ферментировать лактозу до кислоты, 
альдегида и газа при температуре (44,0 ± 0,5) вС в теченйе 24 ч.

При отсутствии роста на фильтрах или при наличии только 
пленчатых, губчатых, плесневых, прозрачных и расплывчатых ко­
лоний через 18—24 ч дают отрицательный ответ..

При росте на фильтрах колоний, характерных для кишечных 
палочек (темно-красных с металлическим блеском и без него, крас­
ных, розовых слизистых, розовых с темным центром, бесцветных, с 
отпечатком на обратной стороне фильтра), выполняют оксидазный 
тест, для чего мембранный фильтр колониями вверх переносят на 
кружок фильтровальной бумаги, смоченный реактивом для опреде­
ления оксидазной активности.

Учитывая бактерицидность реактивов для определения окси­
дазной активности, мембранный фильтр сразу после проявления 
реакции следует перенести обратно на среду Эндо.

Наличие активной оксидазы (изменение цвета колоний на 
сине-фиолетовый) у всех колоний, за исключением нехарактерных
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для ОКБ и ТКБ, позволяет дать отрицательный ответ и закончить 
анализ через 18—24 ч.

Если выросли колонии, не обладающие оксидазной активнос­
тью, то из нескольких колоний каждого типа готовят мазки, окра­
шивают по Грамму и микроскопируют.

Отсутствие в мазках грамотрицательных, не образующих спор 
палочек, позволяет дать отрицательный ответ и закончить анализ 
через 18—24 ч.

Красные и темно-красные колонии с металлическим блеском 
и без него лактозоположительные, образованные грамотрица - 
тельными палочками, не обладающими оксидазной активностью, 
подсчитывают и относят к общим и термотолерантным колиформ- 
ным бактериям.

Результат анализа выражают числом бактерий в 1 л воды.
Определение числа частиц колифага MS2 в обработанной 

воде в пробах объемом 1 л проводят методом обогащения (Кор­
нилова Н.М ., 1988 г.). Для этого пробу обеззараженной воды объ­
емом 1 л разливают в стерильные флаконы по 500, 200, 100, 50 и 
20 мл, добавляют 10 % десятикратного питательного бульона для 
колифагов и суспензию суточной культуры Е. coli К12 F+ Sti*. 
После инкубирования при температуре (37 ± 1) °С в течение 
18—24 ч жидкость разливают в пробирки, встряхивают с хлоро­
формом для устранения бактериальной флоры и определяют 
число частиц колифага MS2, Для этого по 1 мл из каждой про­
бирки вносят в чашки Петри и заливают смесью питательного 
агара и взвеси культуры Е. coli К12 F+ StrR из расчета 1 мл взвеси 
на 100 мл агара. Посевы инкубируют при температуре 
(37 ± 1) °С. Через 18—24 ч инкубации подсчитывают число бля­
шек на чашках. В зависимости от того, в каком из объемов выяв­
лен рост колифага, вычисляют наиболее вероятное число фаго­
вых частиц в 1 л воды, пользуясь табл. 5.3.

Обработка и оценка результатов микробиологических иссле­
дований. Статистическая обработка результатов микробиологи­
ческих анализов по оценке эффективности способов и средств 
обеззараживания воды имеет целью исключить случайные 
ошибки, оценить отклонение результатов анализов от действи­
тельной величины и дать искомые результаты с заданной вероят­
ностью.

Случайные ошибки бактериологических анализов, как прави­
ло, распределены по нормальному закону, поэтому в процессе ста­
тистической обработки результатов экспериментальных исследо­
ваний рекомендуется использовать при определении концентра­
ции заражения исходной воды и на промежуточных этапах обра­
ботки -  среднюю арифметическую х, а при оценке эффективное -
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Таблица 5.3
Расчет числа фаговых частиц при определении титра фага 

в 1 л воды методом обогащения
Присутствие фага после инкубации в пробах воды 

. объемом, мл
Число 

БОЕ в 1 л 
воды500 200 100 50 20

- - - - - 0
+ — - - - 2
+ + - - - 5

+ + + - - 10
+ + + + - 20
+ + + + + > 50

ти обеззараживания воды на завершающем этапе — медианное зна­
чение Me.

Количество проб п, необходимых для действительной оценки 
результатов микробиологических исследований, определяют по 
формуле:

о — квадратичное отклонение;
/  — максимальное допустимое отклонение от средней, 

оцениваемое с вероятностью р =  0,99; 
tf — коэффициент, зависящий от числа опытов (не ме­

нее 10), по которым определялась величинам.

Если а определяется по данным 16 опытов, то to99 =  2,7.
Число проб для оценки содержания микроорганизмов в обез­

зараженной воде должно быть не менее 16.
Оценку результатов бактериологических анализов проводят 

для заданной вероятности 0,99, соответственно для того же значе­
ния определяют доверительный интервал средней арифметичес­
кой и медианы.

Доверительный интервал средней арифметической определя­
ют по данным величины квадратичного отклонения о  и средней 
ошибки ох.

Величину квадратичного отклонения вычисляют по формуле:
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X х - х  1

п

о =
X  *-* 2

V п - \
, где

сумма квадратов отклонений результатов отдельных 
измерений от средней арифметической; 
число отдельных измерений.

Среднюю ошибку вычисляют по формуле:
о

Вероятности 0,99 отвечает доверительный интервал I, вычис­
ляемый по формуле:

о̂,99 -i2,7*CTx
Доверительный интервал медианы (медианного значения) для 

требуемого уровня вероятности 0,99 определяют в зависимости от 
числа проведенных опытов по табл. 5.4, в которой указаны номера 
опытов, результаты которых учитывают в качестве граничных зна­
чений доверительного результата медианы.

Для пользования табл. 5.4 необходимо, чтобы результаты опы­
тов были расположены и пронумерованы в порядке возрастания их 
величин.

Показателем эффективности ДС, предназначенных для обезза­
раживания воды, является 100 % снижение обсемененности воды, 
контаминированной тест-микроорганизмами, т. е. отсутствие 
тест-микроорганизмов в 1 л обеззараженной воды.

Таблица 5.4
Г р а н и ч н ы е  з н а ч е н и я  д о в е р и т е л ь н о г о  и н т е р в а л а  м е д и а н ы

Число Нижняя Верхняя Число Нижняя Верхняя
опытов граница граница опытов граница граница

1 2 3 4 5 6
7 - - 27 7 21
8 1 8 28 7 22
9 1 9 29 8 22
10 1 10 30 8 23
11 1 11 31 8 24

12 2 и 32 9 24
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Продолжение табл. 5.4

1 2 3 4 5 6
13 2 12 33 9 25
14 2 13 34 10 25
15 3 13 35 10 26
16 3 14 36 10 27
17 3 15 37 11 27
18 4 15 38 11 28
19 4 16 39 12 28
20 4 17 40 12 29
21 5 17 41 12 30
22 5 18 42 13 30
23 5 19 43 13 31
24 6 19 44 14 31
25 6 20 45 14 32
26 7 20 46 14 33

47 15 33
48 15 34
49 16 34
50 16 35
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5.2. Методы изучения и оценки туберкулоцидной активности 
дезинфицирующих средств

5.2.1. Общие положения
Эпидемиологическая ситуация по туберкулезу в мире в насто­

ящее время остается напряженной, кроме того, она усугубляется
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появлением и распространением суперустойчивых к химическим 
противотуберкулезным веществам форм возбудителя. Такие мико­
бактерии зачастую характеризуются более высокой сохраняемос­
тью во внешней среде, что приводит к возникновению внутриболь­
ничных вспышек нозокомиального туберкулеза. Кроме того, все 
чаще стали регистрироваться случаи заболеваний, вызванных не­
туберкулезными видами микобактерий НТМБ, которые облада - 
ют естественной резистентностью к воздействию негативных фак­
торов окружающей среды. НТМБ являются возбудителями мико­
бактериозов человека и наиболее опасны для больных с иммуноде- 
фицитными состояниями, т. к. существенно сокращают сроки их 
жизни.

В такой неблагоприятной эпидемической ситуации по тубер­
кулезу и микобактериозам возрастает роль неспецифических про­
тивоэпидемических мероприятий, среди которых ведущую роль за­
нимает химическая дезинфекция, направленная на уничтожение 
возбудителей на объектах внешней среды, имеющих значение в пе­
редаче инфекции.

Как известно, успех проведения химической дезинфекции на­
прямую зависит от соблюдения рекомендаций инструкций по при­
менению дезинфицирующих средств, правильного выбора эффек­
тивного режима (концентрация, экспозиция, способ обработки). 
Помимо этого, дезинфекционные мероприятия будут эффективны 
лишь в том случае, когда режимы дезинфекции отработаны на 
адекватном по устойчивости реальным возбудителям тест-микро­
организме.

В нашей стране для разработки туберкулоцидных режимов 
применения ДС используют сапрофитный штамм Mycobacte­
rium В5 [23,66], который изначально был предложен как тест-мик­
роорганизм для оценки качества проведения камерной дезинфек­
ции в очагах туберкулеза, поскольку обладал естественной резис­
тентностью к температурному фактору. Более того, результаты 
исследований по сравнительной оценке устойчивости микобакте­
рий к химическим веществам, проведенные в 50—60-е гг. про­
шлого столетия, свидетельствуют о меньшей устойчивости Myco­
bacterium В5ио сравнению с вирулентными штаммами микобакте­
рий. Обоснованных экспериментальных данных по выбору 
Mycobacterium В5 для оценки туберкулоцидной активности хими­
ческих средств дезинфекции в открытой литературе не найдено.

За рубежом для разработки туберкулоцвдных режимов приме­
нения ДС используют такие штаммы, как М. Теггае и М. avium [3]. 
Насколько чувствительность к ДС всех перечисленных тест-мико- 
бактерий адекватна реальным возбудителям туберкулеза и мико-
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бактериозов сказать трудно, поскольку такие сведения в литерату­
ре отсутствуют,

В связи с вышесказанным представлялось актуальной задачей 
для дезинфектологии и фтизиатрической практики проведение 
экспериментов по сравнительной оценке чувствительности тест- 
микобактерий к воздействию ДС разных химических групп.

Исследования, проведенные в НИИД и на базе лаборатории 
микробиологии и ПЦР диагностики Уральского НИИ фтизио- 
пульмонологии, г. Екатеринбург, показали, что Mycobacterium В5 
является самым чувствительным видом микобактерий к воздей­
ствию большинства ДС. Наиболее устойчивыми оказались М. Тег- 
гае, М. Avium-intracellulara и М. tuberculosis с множественной лекар­
ственной устойчивостью.

Тест-микроорганизм М. Теггае является наиболее подходящей 
моделью для изучения и оценки туберкулоцидной активности ДС, 
поскольку в наибольшей степени соответствует устойчивости па­
тогенных микобактерий.

На основании этих данных, а также учитывая, что сапрофит­
ные микроорганизмы более удобны и безопасны в работе, чем па­
тогенные виды микобактерий, наиболее адекватной моделью для 
тестирования химических ДС является М  Теггае. При оценке ту­
беркулоцидной эффективности физических температурных ме­
тодов дезинфекции в качестве тест-микроорганизмов рекоменду­
ется использовать Mycobacterium В5.

Данные методические указания регламентируют методы и тех­
нологию изучения, а также оценки туберкулоцидной активности 
субстанций для производства ДС, туберкулоцидной активности и 
эффективности химических, физических и комбинированных ДС 
при обеззараживании различных объектов, контаминированных 
наиболее устойчивым видом микобактерий с учетом максимально 
возможного уровня контаминации объектов возбудителем тубер­
кулеза в практических условиях.

Исследования туберкулоцидной активности субстанций, ДС и 
эффективности режимов применения ДС включают:

-  выбор и подготовку культур тест-микроорганизмов для 
изучения туберкулоцидной активности ДС и субстанций;

-  обеспечение стандартности условий проведения исследова­
ний туберкулоцидной активности ДС и субстанций;

-  методы исследований и оценки результатов туберкулоцид­
ной активности ДС и субстанций in vitro (суспензионный метод, 
метод батистовых (бязевых) тест-объектов);

-  методы исследований туберкулоцидной эффективности ДС 
с использованием искусственно контаминированных тест-мико­
бактериями различных тест-объектов с целью разработки режимов
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обеззараживания тех или иных объектов в отношении возбудителя 
туберкулеза (поверхностей в помещениях, транспорта, санитар­
но-технического оборудования, мебели, посуды, белья, одежды, 
предметов ухода за больными, медицинских приборов, инструмен­
тов и других изделий медицинского назначения и т.д.);

-  методы исследований туберкулоцидной эффективности ДС 
в практических условиях.

5.2.1.1. Тест-микроорганизмы для изучения туберкулоцидной 
активности дезинфицирующих средств и их субстанций.

Требования к тест-микроорганизмам

К применению в отечественной медицинской практике для 
дезинфекции при туберкулезе предлагаются различные ДС как оте­
чественного, так и зарубежного производства, имеющие туберку- 
лоцидные режимы, разработанные с использованием наиболее 
устойчивых тест-микроорганизмов, что должно гарантировать их 
эффективность в отношении возбудителя.

Исследование и оценку туберкулоцидной и микобактерицид- 
ной (в отношении непатогенных микобактерий) активности ДС, 
предлагаемых для применения на территории России, проводят, 
используя в качестве тест-микроорганизмов:

-  агаровую культуру Mycobacterium В5 для оценки эффектив­
ности и разработки туберкулоцидных режимов камерного обезза­
раживания различных объектов;

-  агаровую культуру Mycobacterium terrae (DSM 43227) для 
оценки активности ДС и разработки режимов их применения при 
обеззараживании объектов в отношении возбудителя туберкулеза и 
микобактериозов;

-  агаровую культуру Mycobacterium tuberculosis для подтвер­
ждения эффективности разработанных режимов применения ДС в 
отношении возбудителей туберкулеза и микобактериозов в практи­
ческих условиях.

Требования к тест-микроорганизмам.
Тест-микобактерии должны иметь типичные морфологичес­

кие, культуральные, биохимические, тинкториальные и фермента­
тивные свойства, присущие данному штамму (прилож. 1), и обла­
дать стандартной устойчивостью к эталонным ДС и температуре. 
Культура Mycobacterium В5 должна быть устойчива к температуре 
60 °С в течение 60 мин. Показатели устойчивости, которым должна 
соответствовать культура Mycobacterium terrae приведены в табл. 5.5.

Тест-микобактерии М. terrae могут быть приобретены в виде 
сухой культуры в ампулах (после лиофильной сушки) в Немецком 
музее микроорганизмов и клеточных культур (Deutcshe Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) под № DSM 43227.
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Таблица 5.5
Устойчивость Mycobacterium terrae к эталонным ДС

ДС Концентрация 
раствора, %

Время гибели 
Mycobacterium terrae, мин

Хлорамин Б (28,0 % 
по активному хлору) 5,0* 120

Глутаровый альдегид 0,5 60

Перекись водорода 4,0 60
* указана концентрация по препарату.

Тест-микобактерии штамма В5 могут быть приобретены в коллек­
ции музея микроорганизмов ФГУН Научно-исследовательского 
института дезинфектологии ФГУН НИИД Роспотребнадзора.

Получение и хранение исходной рабочей культуры тест-микобак­
терий. Для выращивания культур тест-микобакгерий используют 
плотные питательные среды. Перечень и методика приготовления 
питательных сред для культивирования тест-микобактерий, пред­
назначенных для изучения и оценки туберкулоцидной активности 
ДС и их субстанций, приведены в прилож. 2. В отличие от пита­
тельных сред, рекомендуемых в стандарте NEN-EN 14476 [48], ис­
пользование приведенных в приложении питательных сред позво­
ляет получать результат оценки туберкулоцидной активности ДС 
не на 21 сутки, а на 10—14 сутки.

Для получения культуры штамма тест-микобакгерий ампулу с 
лиофилизированной музейной культурой этого штамма вскрывают 
в асептических условиях следующим образом: ватным тампоном, 
смоченным 70 %-м этиловым спиртом, обрабатывают поверхность 
ампулы, затем нагревают ее запаянный конец в пламени горелки до 
образования на ампуле трещины. К накаленному концу ампулы 
прикладывают ватную пробку, смоченную стерильной водой. Пос­
ле этого ударом металлического инструмента (скальпель, пинцет) 
по трещине откалывают конец ампулы. Стерильной пастеровской 
пипеткой в ампулу вливают 1,0 мл стерильной дистиллированной 
воды и оставляют в течение 30 мин при комнатной температуре для 
растворения лиофилизата и получения суспензии. Суспензию, 
приготовленную из музейной тест-культуры, рассекают по ОД мл в 
пробирки со скошенной питательной средой Левенштейна-Йен- 
сена или «Новая» (всего 10 пробирок). Посевы инкубируют в тер­
мостате при 37 °С в течение 14—21 суток.
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С выросшими культурами М. terras на питательных средах да­
лее работают следующим образом:

-  полученную биомассу снимают платиновой лопаточкой или 
стеклянной палочкой с поверхности питательной среды Левен- 
штейна-Йенсена или «Новая» со всех пробирок;

-  помещают в пробирку с 10 мл бульона Миддлбрука 7Н9 с 
10 % ADC ростовой добавкой и гомогенизируют;

-  доводят объем полученной суспензии до 100 мл бульоном 
Миддлбрука 7Н9 и по 0,5 мл суспензии вносят в микропробирки;

-  подписывают на каждой пробирке наименование штамма и 
дату;

-  замораживают при —70 °С и оставляют в таком состоянии 
для длительного хранения.

Это самый эффективный способ длительного десятилетиями 
хранения культур с обеспечением сохранения биологических 
свойств тест-микобактерий. При отсутствии такой возможности, 
суспензию в микропробирках замораживают в бытовом холодиль­
нике при — 20 °С. Срок хранения культуры в таких условиях — не 
более 5 лет.

Данная методика получения и хранения исходной рабочей 
культуры тест-микобактерий позволяет длительный период време­
ни проводить испытания ДС с максимальным обеспечением стан­
дартности свойств тест-микобактерий, в т. ч. по устойчивости к 
различным факторам, поскольку исключает необходимость мно­
гократного пересева, приводящего, как известно, к изменению би­
ологических свойств микроорганизмов.

Полученная и хранящаяся таким образом культура тест-мико- 
бакгерий используется для получения агаровой культуры тест-ми­
кобактерий (первый пассаж) и приготовления из нее рабочей сус­
пензии тест-микобактерий, используемой для проведения испыта­
ний ДС.

5.2.1.2. Методика приготовления суспензии тест-микроорганизмов

Определение биологической концентрации тест-микроорганиз­
мов в суспензии. Для получения первого пассажа культуры тест- 
штамма микобактерий, используемой при оценке ДС, необходи­
мое для исследования количество хранящихся при температуре 
—70 вС или -20  °С микропробирок (2 штуки на 1 исследование) с 
данным штаммом микобактерий размораживают при комнатной 
температуре, переносят по 0,1 мл содержимого в пробирки со ско­
шенной питательной средой Левенштейна-Йенсена или «Новая» и 
инкубируют в термостате при 37 °С в течение 14—2Гсуток. Вырос­
шую на плотной питательной среде в пробирках культуру исполь-
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зуют для приготовления рабочей суспензии тест-микобактерий 
данного штамма.

Одна или несколько пробирок может быть использована для 
получения второго пассажа культуры тест-микобактерий этого 
штамма. Для этого культуру первого пассажа в пробирке снимают 
платиновой лопаточкой или стеклянной палочкой с плотной пита­
тельной среды, помещают в толстостенную стеклянную пробирку 
и тщательно растирают, постепенно добавляя по каплям стериль­
ную дистиллированную воду. Полученную суспензию рассеваютна 
плотную питательную среду тем же способом, который использо­
вался для получения первого пассажа.

Культуры тест-микроорганизмов подвергают контролю их ка­
чества. В частности, непосредственно перед использованием куль­
тур для исследовательских целей необходимо убедиться в том, что 
тест-штаммы, выросшие на питательной среде, не загрязнены 
посторонней микрофлорой. Для оценки роста культур микобакте­
рий тест-штаммов визуально просматривают каждую пробирку и 
учитывают характер и массивность роста, изменение цвета пита­
тельной среды. Проводят микроскопию мазка выросших культур 
методом окраски по Циль-Нильсену (М. terrae представляют собой 
короткие прямые палочки малиново-красного цвета, располагаю­
щиеся в мазке параллельно друг другу, наподобие частокола. Раз­
мер клеток микобактерий 0,2—0,6 х 1—Юмкм).

Рабочую суспензию культуры тест-микобактерий готовят из 
тест-штамма первого и/или второго пассажей, выросших на плот­
ной питательной среде. Дальнейшее субкультивирование недопус­
тимо!

Для приготовления рабочей суспензии культуру микобактерий 
снимают платиновой лопаточкой или стеклянной палочкой с плот­
ной питательной среды и помещают в толстостенную стеклянную 
пробирку. Микробную биомассу тщательно гомогенизируют, по­
степенно добавляя по каплям стерильную дистиллированную воду. 
Густую исходную бактериальную суспензию оставляют на 15 мин 
для осаждения негомогенизированных конгломератов и частиц. 
Полученную надосадочную жидкость отбирают пастеровской пи­
петкой, переносят в стерильную пробирку, диаметр которой соот­
ветствует диаметру пробирки с оптическим стандартом мутности 
(ФГУН Государственного научно-исследовательского института 
стандартизации и контроля медицинских биологических препара­
тов им. Л. А. Тарасевича Роспотребнадзора), и стандартизуют по 
оптическому стандарту мутности № 10 (он соответствует 1 ■ 109 
микробных тел в 1 мл), добавляя стерильную дистиллированную 
воду.
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Суспензия, содержащая такое количество живых микробов, 
при контаминации ею бязевых батистовых тест-объекгов, 
тест-поверхностей и т. п. обеспечивает требуемые (порядка 
1 • 105—1 * 106 КОЕ/см~2) уровни их обсеменения живыми клетка­
ми тест-микроба.

Разведения готовят следующим образом:

стандарту мутности Ха 10 стерильной д.в.
(Ю9 КОЕ/мл)

Схема 5.2. Проведение эксперимента по контролю количества живых 
микобактерий в рабочей суспензии тест-микобактерий, используемой 

для оценки туберкулоцидной активности ДС

Однако в связи с тем что микобактерии могут отмирать в ре­
зультате хранения или по иным причинам, а мертвые микроорга­
низмы, присутствующие в суспензии, будут, как и живые, давать 
помутнение суспензии, необходимо осуществлять бактериологичес­
кий контроль фактического количества живых клеток в приготов­
ленной суспензии, чтобы при необходимости внести коррективы и 
обеспечить требуемые уровни контаминации тест-объектов жиз­
неспособными микобактериями.

Определение биологической концентрации тест-микроба в рабо­
чей суспензии, Из суспензии, приготовленной по оптическому стан­
дарту мутности № 10 (109 КОЕ/мл), делают, как показано на схе­
ме 5.2, разведения с 10-кратным шагом до 103 микробных клеток в 
1 мл (посев 0,1 мл суспензии из этого разведения на плотную пита­
тельную среду позволяет произвести достаточно точный подсчет 
выросших на среде колоний микобактерий, количество которых 
будет находиться в пределах 100 ед.).

Первое разведение соответствует 108 КОЕ/мл, а шестое -  
103 КОЕ/мл. Из этого разведения производят посев по 0,1 мл на 
5 пробирок со средой Левенштейна-Йенсена или «Новая», инку­
бируют в термостате при 37 °С в течение 14—21 суток. Подсчитыва­
ют количество выросших колоний на среде в пробирке, рассчиты­
вают среднее значение из 5 и делают пересчет количества жизнес­
пособных клеток в исходной суспензии, учитывая коэффициент
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разведения. Количество жизнеспособных клеток в рабочей суспен­
зии должно быть 109 КОЕ/мл.

Посев суспензии в пробирки со скошенной плотной питатель­
ной средой позволяет существенно экономить расход среды и избе­
жать пересыхания и растрескивания среды, наблюдаемого при ис­
пользовании чашек Петри с плотной питательной средой.

Расчет количества жизнеспособных бактериальных клеток в 
приготовленной исходной суспензии осуществляют по следующей 
формуле:

X  = А х  107 , где

X  -  количество жизнеспособных бактериальных клеток 
в 1 мл приготовленной суспензии;

А — среднее количество колониеобразующих единиц 
КОЕ, выросших на S чашках Петри;

107 — коэффициент пересчета, учитывающий степень раз­
ведения суспензии (Ю6), и объем, использованный 
для посева 0,1 мл.

Например: получен рост микобактерий в 1-й пробе — 70 КОЕ, 
во 2-й -  130 КОЕ, в 3-й -  99 КОЕ, в 4-й -  115 КОЕ, в 5-й -  
97 КОЕ, тогда среднее количество колониеобразующих единиц 
КОЕ, выросших на 5 пробирках, будет равно:

А = 70+ 130+ 99+ 115+ 97: 5 = 102,

X  =102х107 = 109
микробных тел в 1 мл, что соответствует оптическому стандарту 
мутности № 10 (1 млрд микробных тел (109) в 1 мл).

5.2.1.З. Определение устойчивости тест-микроорганизмов 
к эталонным ДС

Определение устойчивости тест-микобактерий к воздействию 
температуры.

В стерильный стеклянный стакан объемом 100 мл наливают 
50 мл стерильной дистиллированной воды и помещают в водяную 
баню. Рядом с ним в водяной бане размещают стеклянный стакан 
объемом 100 мл с 50 мл дистиллированной воды и с погруженным в 
нее термометром, позволяющим измерять температуру до 100 °С. 
Включают водяную баню, доводят температуру воды в стакане до 
60 °С и поддерживают эту температуру на протяжении всего экспе­
римента.

В стерильные пробирки разливают по 5 мл стерильной дистил­
лированной воды комнатной температуры (количество пробирок
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соответствует количеству отбираемых в опыте проб). Исходя из ко­
личества проб, готовят пробирки со скошенной плотной питатель­
ной средой Левенштейна-Йенсена или «Новая». Готовят и конта- 
минируют тест-микроорганизмами батистовые тест-объекты 
(п. 5.1.2.2). Если в опытах используют ранее приготовленные и хра­
нящиеся в холодильнике контаминированные микобактериями 
тест-объекты, то их заранее извлекают из холодильника, чтобы они 
приобрели комнатную температуру 18—20 °С

Отсчитывают в чашке Петри необходимое для опыта количес­
тво батистовых тест-объектов (по 2 на каждую экспозицию), кон- 
таминированных тест-микобактериями, захватывают тест-объек­
ты стерильным пинцетом все сразу и опускают их в стакан со сте­
рильной дистиллированной водой, нагретой в водяной бане до 
60 °С. Легким покачиванием емкости добиваются полного смачи­
вания тест-объектов. В момент смачивания всех тест-объектов от­
мечают время.

Через каждые 15 мин стерильным пинцетом извлекают по 
2 тест-объекта и опускают их в пробирку с 5 мл стерильной дистил­
лированной воды при температуре (20 ±  2) °С для нейтрализации 
действия температурного фактора. Через 5 мин каждый тест-объ­
ект помещают на поверхность скошенной в пробирке плотной пи­
тательной среды.

Для контроля два контаминированных тест-микобактерией тесг- 
объекта погружают в стерильную дистиллированную воду при тем­
пературе (20 ± 2) °С на максимальный срок экспозиции, затем (как 
и опытные тест-объекты) их помещают на поверхность скошенной 
в пробирке плотной питательной среды.

Посевы опытные и контрольные ставят в термостат при тем­
пературе 37 “С; наличие роста тест-культур проверяют через 
10—14 суток.

Опыт повторяют не менее 3 раз. Тест-микобактерии должны 
быть устойчивы к нагреванию при 60 °С не менее 1 ч.

Определение устойчивости тест-микобактерий к эталонным
ДС

Для определения устойчивости микобактерий в качестве эта­
лонных ДС используют монохлорамин Б, глутаровый альдегид и 
перекись водорода медицинскую.

Методом йодометрического титрования определяют процент 
активного хлора в монохлорамине Б. В опытах используют препа­
рат, содержащий 26,0—28,0 % активного хлора, растворяя который 
в дистиллированной воде в соотношении 1 : 20 готовят рабочий 
раствор (5,0 % по препарату).
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Глутаровый альдегид (зарегистрированный в России как суб­
станция) разводят дистиллированной водой до концентрации ра­
бочего раствора 0,5 % по глутаровому альдегиду.

Массовую долю перекиси водорода медицинской определяют 
методом перманганатометрического титрования в соответствии с 
ГОСТ 177—88. Готовят 4,0 %-й раствор по перекиси водорода.

Предварительно готовят и разливают в пробирки по 5 мл сте­
рильный раствор нейтрализатора (п. 5.2 Л .4); стерильную питьевую 
воду; пробирки со скошенной плотной питательной средой Левен- 
штейна-Йенсена или «Новая». Готовят и контаминируют тест-ми- 
кобактериями батистовые тест-объекты (п. 5.2.2.2). Если в опытах 
используют ранее приготовленные и хранящиеся в холодильнике 
контаминированные тест-микробом тест-объекты, то их заранее 
извлекают из холодильника, чтобы они приобрели комнатную тем­
пературу (18—20 °С).

Перед постановкой опыта контролируют содержание ДВ в ра­
бочем растворе ДС.

При проведении экспериментов в стеклянную емкость объемом 
50—100 мл пипеткой наливают требуемый объем раствора эталон­
ного ДС из расчета 0,5 мл на каждый тест-объект и помещают в во­
дяную баню с температурой 20 °С на весь период опыта. Отсчиты­
вают в чашке Петри необходимое для опыта количество бязевых 
батистовых тест-объектов (по 2 на каждую экспозицию), конта - 
минированных тест-микобакгериями, захватывают стерильным 
пинцетом тест-объекты все сразу и опускают их в емкость с раство­
ром ДС; легким покачиванием емкости добиваются полного сма­
чивания тест-объектов. В момент смачивания всех тест-объекгов 
отмечают время.

Через каждые 30 мин стерильным пинцетом извлекают 
по 2 тест-объекга из раствора ДС и опускают их в пробирку с 5 мл 
1,0 %-го стерильного раствора тиосульфата натрия для нейтрализа­
ции остаточного действия ДС. Пробирку с нейтрализатором и тес­
тами не подвергают встряхиванию. Через 5—10 мин тест-объекты 
переносят в пробирку с 5 мл стерильной питьевой воды. Еще через 
10—15 мин каждый тест-объект помещают на поверхность скошен­
ной в пробирке плотной питательной среды.

Для контроля два контаминированных тест-микобактериями 
тест-объекта погружают в стерильную дистиллированную воду 
(вместо раствора ДС) на максимальный срок экспозиции, затем 
(как и опытные тест-объекты) их переносят в раствор нейтрализа­
тора (тиосульфат натрия) и помещают на поверхность скошенной в 
пробирке плотной питательной среды.
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Посевы опытные и контрольные ставят в термостат при темпе­
ратуре 37 °С; наличие роста тест-культур провеояют через 
14—21 сутки.

Опыт повторяют не менее 3 раз. Тест-микобакгерии должны 
быть устойчивы к 5,0 %-му раствору монохлорамина не менее 2 ч; к 
0,5 %-мурастворуглутарового альдегида-не менее 60 мин;к4,0 % 
раствору перекиси водорода — не менее 60 мин.

В процессе испытаний контролируют температуру раствора 
ДС в опыте, исходный и остаточный уровень контаминации 
тест-микобактериями тест-объекга (КОЕ на см2), время выдержки 
тест-объектов в испытуемом дезинфицирующем растворе.

5.2.1.4. Обеспечение стандартности условий проведения исследований 
активности ДС и их субстанций

Для обеспечения стандартности условий постановки экспери­
ментов необходимо провести химико-аналитический контроль ис­
следуемых ДС и их субстанций. До проведения исследования ту- 
беркулоцидной активности ДС и их субстанций необходимо озна­
комиться с рецептурой средства и техническими условиями на оте­
чественные или спецификацией на зарубежные средства, провести 
химико-аналитические исследования по определению концентра­
ции действующих веществ в средствах и определить соответствие 
рецептуры и других показателей регламентированным вышеука­
занными документами. При этом используют химико-аналитичес­
кие методы контроля и применяют условия хранения средства и 
меры безопасности при работе с ним, предложенные производите­
лем средства.

Так как для дезинфекции при туберкулезе применяют сред­
ства, обладающие действием, убивающим микобактерии, а не за­
держивающие их рост, при определении туберкулоцидной актив­
ности и эффективности ДС необходимо разграничить туберкуло- 
цидное действие препарата от туберкулостатического. Для этого 
применяют нейтрализторы, исключающие остаточное бактери­
цидное действие.

Для нейтрализации антимикробного действия дезинфициру­
ющих средств из различных химических групп применяют следую­
щие нейтрализаторы:

• для галоидактивных (хлор-, бром- и йодактивные) и кисло- 
родактивных (перекись водорода, ее комплексы с солями, над­
уксусная кислота, озон) -  0,1—1,0 %-е растворы тиосульфата на­
трия;

• для четвертичных аммониевых солей (алкилдиметилбензи- 
ламмоний хлорид, дидецилдиметиламмоний хлорид и др.), произ­
водных гуанидина (полигексаметиленгуанидин гидрохлорид,
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хлоргексидин биглюконат и др.) -  ОД—1,0 %-е растворы лаурил- 
сульфата натрия сульфонол, растворы лаурилсульфата натрия с 
10 % обезжиренного молока или универсальный нейтрализатор 
см. ниже;

• для альдегидов (глутаровый альдегид, глиоксаль, формаль­
дегид, ортофталевый альдегид) -  1,0 %-й раствор пиросульфита 
метабисульфита натрия или универсальный нейтрализатор (см. 
ниже);

• для кислот -  щелочи в эквивалентном количестве;
• для щелочей — кислоты в эквивалентном количестве;
• для спиртов -  разведение в воде до недействующей концен­

трации;
• для композиционных средств — универсальный нейтрализа­

тор, содержащий Твин-80 (0,3 %), сапонин (0,3—3 %), гистидин 
0,1%, цистеин 0,1%. Если в состав композиции входят окисли 
тели, в нейтрализатор дополнительно вводят тиосульфат натрия. 
Универсальным нейтрализатором является также нейтрализую­
щий бульон по Ди-Ингли (фирма-производитель «HIMEDIA»). В 
его состав входят такие ингредиенты, как гидролизат казеина, 
дрожжевой экстракт, глюкоза, натрия тиосульфат, натрия тиогли- 
колят, натрия бисульфит, лецитин, Твин-80 и др.

Растворы нейтрализаторов готовят в асептических условиях, 
применяя для этого только стерильную дистиллированную воду.

При невозможности соблюдения асептических условий при­
готовления нейтрализаторов допускается стерилизация готовых 
растворов автоклавированием при 1,1 атм. (121 ’С) в течение 
15 мин.

Температура растворов нейтрализаторов должна быть 20 °С, 
независимо от температуры окружающей среды.

Готовые растворы должны использоваться в день приготовле­
ния. Допускается хранение готовых растворов при температуре 
4 °С в течение 48 ч.

Контроль полноты нейтрализации остаточного действия испы­
тываемого ДС. Несмотря на существующие рекомендации по при­
менению нейтрализаторов для различных действующих веществ 
ДВ, многие современные ДС содержат несколько ДВ и другие 
вспомогательные вещества, обладающие бактериостатическим дей­
ствием, и существующие рекомендуемые нейтрализаторы могут 
не обеспечивать эффективной нейтрализации остаточного дей­
ствия ДС в пробе. В этой связи результаты оценки эффективности 
ДС могут быть необъективными.

Поэтому каждый случай проведения испытания ДС должен 
предварительно сопровождаться экспериментальным контролем
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Рабочий раствор ДС
Стерильный нейтрализатор

Г \
по 1 мл

9 мл суспензии 
микобактерий 
на диет, воде 
10э КОЕ/мл

г \

9 мл суспен- 
м  зин микобак­

терий в ней-

9 мл суслен' 
зии мико- 

1 мл. бактерий в 
нейтрализа­
торе
1О3 КОЕ/мл

3 4

Стерильная 
диет, вода

9 мл суспензии 
микобактерий 
диет, воде 
!03 КОЕ/мл

Пробирки со скошенной плотной питательной средой Левенштейна -Йенсеиа шш «Новая»

Схема 5.3. Проведение эксперимента по контролю эффективности 
нейтрализации действия ДС на микобактерии используемым 

нейтрализатором

Таблица 5.6
Назначение операций эксперимента по оценке 

эффективности нейтрализации остаточного действия ДС

№ пр
об

ы Назначение
операции

исследования
Процедура выполнения 
операции исследования

Ожидаемый
результат

1 * Контроль губи­
тельного дей­
ствия ДС

к 9 мл суспензии тест-штам­
ма (103 КОЕ/мл) на диет, 
воде + 1 мл раствора ДС

Рост микроор­
ганизмов дол­
жен отсутство­
вать

2 Контроль пол­
ноты нейтра­
лизации ДС

к 9 мл суспензии тест-штам­
ма (103 кОЕ/мл) на нейтра­
лизаторе +  1 мл раствора дез­
средства

Примерно 
одинаковое ко­
личество коло­
ний в посевах 
проб
по ОД мл на 
плотной пита­
тельной среде

3 Контроль от­
сутствия анти­
микробного 
эффекта у ней­
трализатора

к 9 мл суспензии тест-штам- 
ма (103 КОЕ/мл) на нейтра­
лизаторе +  1 мл раствора 
нейтрализатора

4 Референс-кон- 
троль коли­
чества мико­
бактерий

к 9 мл суспензии тест-штам- 
ма (103 КОЕ/мл) на диет, 
воде +  1 мл диет, воды

П р и м е ч а н и е .  Спустя 5 мин после постановки опыта из каждой из четырех 
проб производят посев смеси по ОД мл как минимум на 3 пробирки со скошенной 
питательной средой, которые инкубируют в термостате при 37 °С по истечении 
14—21 суток учитывают результаты исследований. ’
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эффективности нейтрализации остаточного действия ДС на мик­
робную клетку.

Для контроля эффективности нейтрализатора и полноты ней­
трализации ДС используют суспензионный метод, предусматри­
вающий проведение исследования, основные операции которого и 
их назначение приведены на схеме 5.3 и в табл. 5.6.

5.2.2. Методы исследований и оценки 
результатов активности ДС и их субстанций in vitro

5.2.2.1. Суспензионный метод
Суспензионный метод оценки туберкулоцидной активности 

ДС и их субстанций используют для получения первичной инфор­
мации о концентрационных и временных параметрах эффективно­
го (отсутствие жизнеспособных микобактерий) туберкулоцидного 
действия ДС. Методология выполнения эксперимента по оценке 
туберкулоцидной активности ДС суспензионным методом приве­
дена на схеме 5.4.

Как видно из схемы 5.4, для проведения опыта по оценке ту- 
беркулоцидных свойств дезинфицирующего средства суспензион­
ным методом необходимо приготовить:

-  рабочую суспензию штамма тест-микобакгерий с концен­
трацией не менее 1 * 109 КОЕ/мл (это обеспечивает возможность 
создания в смеси дезинфектанта с суспензией (обоснованной и 
применяемой для этого метода оценки ДС) концентрации микро­
организмов порядка 1 ■ 108 КОЕ/мл);

-  пробирки со стерильной дистиллированной водой для про­
ведения контроля реальной биологической концентрации БК 
тест-микроорганизма в суспензии, используемой в опыте;

-  пробирки или флакон с раствором ДС в испытываемой кон­
центрации в количестве, необходимом для обеспечения отбора 
всех проб;

-  необходимое количество пробирок (в зависимости от коли­
чества проб, отбираемых для определения времени, обеспечиваю­
щего полную гибель тест-микроба), содержащих по 9 мл нейтрали­
затора, проверенного предварительно на эффективность нейтра­
лизации остаточного действия испытываемого ДС п. 5 Л .2.3;

-  пробирки со скошенной стерильной плотной питательной 
средой в количестве, необходимом для посева пробы контроля ис­
ходной суспензии и проб контроля эффективности действия ДС на 
тест-микроб.

Методика проведения самого опыта включает, как видно из 
схемы, последовательное выполнение следующих операций:
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Приготовление сус­
пензии тест-микобак­
терий и контроль био- 
лопиеской концен­
трации их в ней путем 
последовательного 10- 
кратного разведения 
и посева на плотную 
питательную среду

Приготовление рабочего 
раствора Д С, Смешивание 
суспензии тест-микобак­
терий и дезинфицирующе­
го раствора в соотношении 
I: 9. Отсчет экспозиции 
воздействия ДС на мико­
бактерии

Отбор из смеси 3 проб 
(по 1 мл) после каждой 
экспозиции и перенос 
их в пробирки с 9 мл 
нейтрализатора оста­
точного действия ДС

Встряхивание проб на 
шейкере, Посев нз 
каждой пробы по 0,1 мл 
на чашки с питательной 
средой, Термостатиро- 
вание посевов
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-  тщательное перемешивание хранимой в пробирке или во 
флаконе рабочей суспензии тест-микроорганизма путем встряхи­
вания ее в течение 2—3 мин;

-  помещение испытываемого рабочего раствора ДС в водяную 
баню с заданной температурой; если задачей эксперимента не 
предусмотрено изучение влияния воздействия температуры на эф­
фективность средства, то оценка эффективности раствора испыты­
ваемого средства осуществляется при температуре 18—20 °С;

-  проведение контроля реальной на момент проведения опы­
та биологической концентрации БК тест-микроорганизма в сус - 
пензии;

-  внесение в испытываемый дезинфицирующий раствор ра­
бочей суспензии тест-микроорганизма с обеспечением соотноше­
ния ДС и суспензии тест-микроорганизма 9 :1 ;

-  перемешивание смеси и отсчет по секундомеру времени на­
чала воздействия ДС на тест-микроорганизм;

-  по окончании каждой заданной экспозиции проведение от­
бора пробы в количестве 3 мл, которую по 1 мл вносят в 3 пробирки, 
содержащих по 9 мл стерильного раствора нейтрализатора остаточ­
ного действия дезинфекционного средства на тест-микроорга­
низм;

-  перемешивание пробы путем встряхивания вручную в тече­
ние 1—2 мин (или в течение 5 мин на шейкере) и посев из них сте­
рильно на поверхность плотной питательной среды в чашках Пет­
ри или в пробирках (по ОД мл на каждую чашку или пробирку, но 
не менее чем на три из каждой пробы);

-  инкубирование посевов проб при температуре (37 ± 1) °С в 
течение 14—21 суток и учет результатов.

Эффективной экспозицией для рабочего раствора испытан­
ной концентрации считается вторая экспозиция из показавших от­
сутствие жизнеспособных клеток в посевах соответствующих им 
проб.

Количество и интервал шаг экспозиций, при которых осуще - 
ствляется отбор проб на эффективность ДС, выбирают на основе 
учета данных о составе и эффективности входящих в средство де­
йствующих веществ.

Средство, растворы которого обеспечивают при комнатной 
температуре в течение 60 мин полную гибель микобактерий, рас­
сматривают как перспективное туберкулоцидное средство для 
дальнейшего изучения: оценки факторов, влияющих на туберкуло- 
цидную активность ДС, отработки режимов эффективного приме­
нения и др.
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5.2.2.2. Метод батистовых тест-объектов
Как суспензионный метод оценки туберкулоцидной актив­

ности ДС и их субстанций, так и метод батистовых тест-объекгов 
используют для получения информации о концентрационных и 
временных параметрах эффективного туберкулоцидного действия 
ДС. В принципиальном плане методология выполнения экспери­
мента по оценке тестированию туберкулоцидной эффективности 
ДС методом батистовых тест-объекгов приведена на схеме 5.5.

Как видно из схемы 5.5, методика эксперимента предусматри­
вает проведение контаминации микобактериями батистовых тест- 
объекгов, контроля исходного уровня обсеменения тест-объекгов, 
обработки (замачивания) тест-объектов в испытываемом дезинфи­
цирующем растворе, нейтрализации ДС после заданной экспозиции 
воздействия, инкубирование нейтрализованных тест-объекгов на 
плотной питательной среде.

Приготовление и контаминация батистовых тест-объектов. 
Батистовую ткань погружают на 24 ч в холодную питьевую воду для 
удаления аппрета. Затем ткань тщательно стирают с мылом, пропо­
ласкивают в холодной воде, кипятят, сушат и гладят горячим утю­
гом. С помощью иглы в приготовленном куске батистовой ткани 
выдергивают нитки в продольном направлении на расстоянии 10 
мм друг от друга и в поперечном — на расстоянии 0,5 см. По этим 
линиям ткань разрезают ножницами на отдельные тест-объекты; 
раскладывают по 50 штук в чашки Петри, которые завертывают в 
бумагу и автоклавируют в паровом стерилизаторе 20 мин при 132 °С 
(1,1 кгс/см2).

Приготавливают рабочую суспензию тест-микобактерий 
(п. 5.2.1.2) в количестве, достаточном для контаминации исполь­
зуемых в опыте тест-объекгов (из расчета 0,2 мл на тест).

Стерильные батистовые тест-объекгы (в количестве 50— 
100 штук) в чашке Петри заливают 10—20 мл рабочей суспензии 
тест-микобактерий, содержащей 109 КОЕ/мл, и равномерно сма­
чивая, оставляют тест-объекгы в суспензии в закрытой чашке Пет­
ри. Через 30 мин тест-объекты, контаминированные бактериаль­
ной суспензией, стерильным пинцетом с соблюдением асептики 
переносят в стерильную чашку Петри на поверхность двухслойной 
стерильной фильтровальной бумаги, покрывают их сверху сте­
рильной фильтровальной бумагой и закрывают чашку. Оставляют 
на 10 мин с целью удаления избытка жидкости. Для фиксации мик­
роорганизмов на батистовых тест-объектах последние переносят 
на поверхность сухой стерильной фильтровальной бумаги в чашке 
Петри и сверху прикрывают стерильным листом фильтровальной 
бумаги, подсушивают в термостате при 37 °С в течение 20 мин с 
приоткрытыми крышками.
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Хранение контаминированных тест-объекгов возможно в хо­
лодильнике при температуре (4 ± 2) °С в течение суток.

Контроль исходного количества живых тест-микобактерийна 
тест-объекте. Для контроля количества жизнеспособных мико- 
бактериальных клеток на тест-объектах, тест-объект погружают в 
колбу со 100 мл стерильной дистиллированной воды. Колбу уста­
навливают на шейкер и встряхивают в течение 30 мин для отмыва­
ния бактериальных клеток с бязевого батистового тест-объекта. 
Из полученной суспензии производят посев по 0,1 мл на 5 проби­
рок (5 повторностей) со средой Левенштейна-Йенсена или «Но­
вая», инкубируют в термостате при 37 °С в течение 14—21 суток. 
Выросшие колонии на поверхности питательной среды подсчиты­
вают, определяют среднее значение, производят пересчет с учетом 
разведения. Количество жизнеспособных бактериальных клеток в 
приготовленной суспензии на тест-объекге должно составлять 
105—106 микробных тел (если рост микобактерий отсутствует, при 
посеве суспензии объемом 0,1 мл, можно увеличить объем до 
0,2—0,3 мл и соответственно учесть его при расчете бактериальной 
концентрации на тест-объекте).

Расчет концентрации живых микобактерий на тест-объекте 
осуществляют по следующей формуле:

X  = ЛхЮОО , где
X  — концентрация живых микобактерий на тест-объек­

те;
А -  среднее количество колониеобразующих единиц 

КОЕ, выросших на 5 пробирках;
1 000 -  коэффициент, полученный от соотношения 100 мл 

(общий объем пробы в колбе) к 0,1 мл (объем пробы, 
использованный для посева).

Например: получен рост микобактерий в 1-й пробе — 50 КОЕ, 
во 2-й -  110 КОЕ, в 3-й -  98 КОЕ, в 4-й -  150 КОЕ, в 5-й -  
100 КОЕ, тогда среднее количество колонниеобразующих единиц 
КОЕ, выросших на 5 пробирках будет равно:

А=(50 + 110 + 98 + 150 + 100) : 5 = 102 
X = 102 х 1 000 = 102 000,

что соответствует 1 млн живых микробных клеток на тест-объекте.
Проведение обработки тест-объектов раствором испытуемого 

ДС и контроль эффективности обеззараживания. Стерильным пин­
цетом погружают необходимое для проведения эксперимента ко­
личество контаминированных тест-штаммом микобактерий 
тест-объектов в пробирку или чашку Петри с раствором ДС (объем 
ДС должен рассчитываться с учетом соотношения 1,0 мл раствора
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на 1 тест-объект), обеспечивая полное смачивание погружение 
тест-объектов, фиксируют время начала экспозиции и следят за со­
блюдением температурного режима (20 ± 2) °С.

По истечении заданного времени экспозиции стерильным 
пинцетом извлекают тест-объект из раствора ДС и погружают его 
на 1—2 мин в пробирку со стерильным раствором нейтрализатора 
при температуре (20 ± 2) °С (пробирку с раствором нейтрализато­
ра и погруженным в него тестом не встряхивают).

Затем при помощи пинцета размещают тест-объект на ско­
шенную поверхность питательной среды Левенштейна-Йенсена 
или «Новая» (на скошенную площадку питательной среды в про­
бирке можно разместить 3 тест-объекта, что позволяет увеличить 
без дополнительных затрат количество проб на каждую экспози­
цию, а значит, и достоверность результатов оценки эффективности 
средства). Пробирки закрывают ватно-марлевыми пробками, по­
мещают в термостат в наклонном положении под углом 30 в таким 
образом, чтобы стекающий с теста посевной материал тоже равно­
мерно распределился по поверхности питательной среды, и инку­
бируют при 37 °С в течение 10—21 дня с ежедневным просмотром.

Учет и анализ результатов эксперимента. Учет результатов по­
севов проводят визуально путем подсчета выросших колоний на 
самом тест-объекте и на поверхности питательной среды. Колонии 
М. terrae на среде Левенштейна-Йенсена представляют собой ше­
роховатые и матовые выпуклые округлые образования, на среде 
«Новая» — гладкие и блестящие или с молочным или желтоватым 
оттенком.

Наличие роста колоний тест-микобактерий на тест-объекте и 
на поверхности питательной среды показывает, что тестируемое 
Д С в данном режиме применения (концентрация раствора и экспо­
зиция воздействия) не обеспечивает надежного туберкулоцидного 
эффекта.

Отсутствие роста колоний тест-микобактерий на тест-объекте 
и на поверхности питательной среды свидетельствует о наличии у 
средства в данном режиме (концентрация раствора и экспозиция 
воздействия) туберкулоцидной эффективности, отвечающей предъяв­
ляемым требованиям к ДС для практического их использования 
(обеспечение снижения уровня обсемененности объекта на 
105 КОЕ см2).

Эффективной экспозицией для рабочего раствора испытан­
ной концентрации считается вторая экспозиция из показавших от­
сутствие в посевах соответствующих им проб жизнеспособных ми­
кобактерий.

Количество и интервал шаг экспозиций, при которых осуще - 
ствляется отбор проб на эффективность ДС, выбирают на основе
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данных о составе и эффективности входящих в средство действую­
щих веществ.

Средство, растворы которого обеспечивают при температуре 
(20 ± 2) °С в течение 60 мин полную гибель микобактерий тест- 
микроорганизма, может рассматриваться как перспективное ту- 
беркулоцидное ДС для дальнейшего изучения: оценки факторов, 
влияющих на туберкулоцидную активность ДС, отработки режи­
мов эффективного применения и др.

5.2.2.3. Методы изучения факторов, влияющих на туберкулоцидную 
активность ДС и их субстанций

Для определения условий применения и направлений даль­
нейших исследований необходимо изучить зависимость туберку- 
лоцидного действия ДС от температуры раствора ДС, величины pH 
и присутствия белковых загрязнений.

Исследования проводят методом батистовых тест-объектов 
(п. 5.2.2.2).

На основании полученных данных определяют целесообраз­
ность и направления дальнейших исследований препарата для 
применения в качестве ДС.

Определение влияния температуры на туберкулоцидную ак­
тивность Д С и их субстанций проводят с целью выявления возмож­
ности использования подогретых растворов ДС для сокращения 
времени обеззараживания объектов в отношении микобактерий 
туберкулеза, а также для оценки эффективности туберкулоцидных 
свойств при пониженных температурах окружающей среды, обез­
зараживаемого объекта и самого раствора ДС.

Для изучения влияния температуры рабочие растворы испыту­
емых ДС готовят в день опыта, наливают в стеклянные колбы (про­
бирки) из расчета по 0,5 мл на каждый тест-объект.

Исследование влияния положительных температур раствора 
ДС на его туберкулоцидную активность проводят с использовани­
ем водяной бани, в которой нагревают емкость с дезинфицирую­
щим раствором до (18 ± 1), (37 ± 1), (55 ± 1) °С, после чего погру­
жают в него зараженные тест-объекгы и поддерживают эти темпе­
ратуры в процессе всего опыта.

Опыты по оценке влияния пониженной температуры на ак­
тивность ДС проводят с использованием криостата или солевых 
низкозамерзающих растворов, в которых охлаждают емкость с дез­
инфицирующим раствором до (10 ± 1), (5 ± 1), —(2 ± 1) °С и под­
держания их в процессе опыта. После достижения указанной тем­
пературы в раствор ДС погружают батистовые тест-объекты, кон- 
таминированные культурой тест-микроорганизма из расчета 
2 тест-объекта на каждую экспозицию.
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Через определенные промежутки времени из каждой колбы 
извлекают по 2 тест-объекта и помещают их при температуре 
(20 ± 1) °С в пробирки с соответствующим нейтрализатором на 
5 мин, затем во вторую пробирку со стерильной водой на 5 мин и 
только после этого каждый тест-объект переносят в пробирку со 
скошенной плотной питательной средой Левенштейна-Йенсена 
или «Новая» и укладывают его на поверхность среды. Посевы ин­
кубируют в течение 14—21 суток при (37 ± 1) °С. Контролем служат 
по 2 тест-объекга при каждой исследованной температуре, не под­
вергавшиеся действию испытуемого ДС, но погруженные в про­
бирки со стерильной питьевой водой на срок, равный действию ис­
пытуемого ДС.

Определение влияния величины pH на туберкулоцидную ак­
тивность ДС и их субстанций начинают с приготовления рабочих 
растворов ДС, имеющих различную величину pH (5,6—6,0; 7,0; 
8,5—9,0). Для подкисления раствора используют децинормальный 
раствор соляной или другой кислоты, а для подщелачивания -  де­
цинормальный раствор щелочи. В подготовленные растворы по­
гружают контаминированные микобактериями батистовые тест- 
объекты. Исследование зависимости туберкулоцидной активности 
ДС и их субстанций от величины pH проводят по методике, опи­
санной выше, только при нейтрализации действия действующих 
веществ одновременно понижают или повышают и величину pH, 
добавляя соответственно кислоту или щелочь.

Определение влияния белковых загрязнений на туберкуло­
цидную активность ДС проводят с целью выявления возможности 
влияния (или установления его отсутствия) белковых загрязнений 
на обеззараживаемом объекте на туберкулоцидную активность Д С.

Исследование проводят методом батистовых тест-объектов 
(п. S.2.2.2), только для контаминации тест-объектов используют 
суспензию тест-микобактерий, содержащую 20,0 % инактивиро­
ванной сыворотки крупного рогатого скота или дефибринирован- 
ной крови, которые добавляют в суспензию при ее приготовлении. 
Инактивацию нормальной сыворотки крупного рогатого скота 
проводят дробным трехкратным прогреванием на водяной бане 
при температуре (60 ± 1) °С в течение 30 мин. Если активность пре­
парата не снижается в присутствии 20,0 % белка, концентрацию 
инактивированной сыворотки крупного рогатого скота или дефиб- 
рйнированной крови в суспензии тест-микроорганизма увеличи­
вают до 40,0 %. Отсутствие снижения туберкулоцидной активности 
ДС при добавлении 40,0 % сыворотки позволяет считать ДС не реа­
гирующим на присутствие белковых загрязнений.
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5.2,3. Методы исследований туберкулоцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания объектов внешней среды, 

контаминированных тест-микроорганизмами
Многообразие факторов передачи туберкулеза и длительная 

выживаемость вобудителей туберкулеза и микобактериозов во 
внешней среде обосновывает необходимость обеззараживания 
большого перечня объектов, которые могут быть контаминирова- 
ны возбудителями в инфекционном очаге на дому, в лечебно-про­
филактических учреждениях, в специализированных бактериоло­
гических лабораториях, работающих с этими возбудителями.

Учитывая вышесказанное, перечень тест-объекгов, моделиру­
ющих объекты, подлежащие дезинфекции, включает: поверхности 
помещений, мебели, аппаратов, приборов, санитарно-техническо­
го оборудования, транспортных средств и др.; изделия медицин­
ского назначения, в т. ч. эндоскопы; предметы ухода за больными, 
игрушки; посуду, включая лабораторную и из-под выделений; 
белье, одежду, спецодежду и другие объекты из тканей; изделия из 
резины, в т. ч. перчатки, сапоги, фартуки и др.; обувь; руки в рези­
новых перчатках; остатки пищи; выделения: фекалии, мочу, кровь, 
мокроту; воду; воздух; медицинские отходы.

5.2.3.1. Исследование туберкулоцидной эффективности ДС, 
предназначенных д ля обеззараживания поверхностей помещений,

мебели, аппаратов, приборов, санитарно-технического оборудования, 
транспортных средств и других объектов

В исследованиях используют тест-поверхности (1 0 x 1 0  см) из 
различных материалов: дерева (неокрашенного, окрашенного мас­
ляной, клеевой или другими красками, оклеенного обоями), лино­
леума, пластика, кафеля, фаянса, плитки, металлов, стекла.

Тест-поверхности из различных материалов (за исключением 
деревянных тест-поверхностей, окрашенных клеевой краской и 
оклеенных обоями) тщательно моют водой с мылом и щеткой, сте­
рилизуют в паровом стерилизаторе (при температуре (121 ± I) °Св 
течение 30 мин). Тест-поверхности, окрашенные клеевой краской 
и оклеенные обоями, протирают несколько раз стерильной марле­
вой салфеткой, увлажненной стерильной питьевой водой. Готовят 
суспензию тест-микобактерий, содержащую 2,0 • 109 КОЕ/мл. При 
разработке режимов обеззараживания раковин, ванн и других за­
грязненных объектов для имитации органического загрязнения к 
суспензии добавляют 40,0 % лошадиной сыворотки, инактивиро­
ванной при 56 °С в течение 30 мин (к 6 мл 2-миллиардной суспен­
зии прибавляют 4 мл сыворотки).

После подсыхания тест-поверхности располагают горизон­
тально и на них с помощью одноканального механического дозато-
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ра или стеклянной пипетки наносят 0,5 мл суспензии тест-микро­
организма. Суспензию равномерно распределяют по тест-повер­
хности (100 см2) стерильным стеклянным шпателем. Если суспен­
зия тест-микроорганизма не распределяется равномерно, а собира­
ется в каплю, растирание шпателем по тест-поверхности осуще­
ствляют неоднократно (3—5 раз). Контаминированные тест-по­
верхности подсушивают при комнатной температуре до полного 
высыхания (30—120 мин). Обеззараживание тест-поверхностей 
осуществляют способами протирания, орошения дезинфицирую­
щим раствором.

При обеззараживании тест-поверхности из дерева (окрашен­
ные клеевой и другими красками, оклеенные обоями), из стекла, 
кафеля и т. п. располагают вертикально; поверхности из линолеу­
ма, метлахской плитки и других покрытий для пола располагают 
горизонтально. Тест-поверхности обеззараживают путем их оро­
шения, протирания (однократного или двукратного) дезинфици­
рующим раствором.

В зависимости от вида обрабатываемой поверхности и нали­
чия загрязнений на ней норма расхода ДС на одну обработку спосо­
бом протирания составляет 100—150 мл на м2 (1,0—1,5 мл на 
100 см2); способом орошения — 150 мл на м2 (1,5 мл на 100 см2) при 
обработке распылителем типа «Квазар» и 300 мл на м2 (3 мл на 
100 см2) — при обработке распылителем типа «Автомакс» или гид­
ропультом.

При необходимости обработку способом протирания или оро­
шения повторяют через 5—15 мин.

Для контроля эффективности обеззараживания через опреде­
ленные промежутки времени (15—30—60 и т. д. до 120 мин) с тест- 
поверхностей делают смывы путем тщательного протирания по­
верхности стерильной марлевой салфеткой (5 см2), увлажненной 
нейтрализатором. После протирания на тест-поверхности не дол­
жно оставаться излишней влаги. Салфетки погружают на 5 мин в 
пробирки емкости с соответствующим нейтрализатором (10 мл), 
а затем в стерильную питьевую воду с бусами и встряхивают на 
шейкере в течение 10 мин. Полученную смывную жидкость вносят 
по ОД мл в 3—5 пробирок со скошенной плотной питательной сре­
дой Левенштейна-Йенсена или «Новая», тщательно распределяя ее 
по всей поверхности. Посевы инкубируют в термостате при темпе­
ратуре (37 ± 1) °С в течение 10—21 суток.

В контрольных опытах для обработки аналогично контамини- 
рованных тест-поверхностей вместо раствора ДС используют сте­
рильную питьевую воду объёмом из того же расчета, что и опыт­
ный. Жидкость, в которую помещают стерильную марлевую сал­
фетку после взятия смыва с контрольных поверхностей, перед по-
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севом разводят в 100 раз и вносят по 0,1 мл на скошенную повер­
хность плотной питательной среды Левенштейна-Йенсена или 
«Новая» 3—5 пробирок. Посевы инкубируют в термостате при тем­
пературе (37 ± 1) °С. Учитывают результаты через 10—21 суток.

Оценку результатов проводят по посеву того разведения, в ко­
тором число колоний на чашке Петри или в пробирке составляет от 
30 до 300.

После выдерживания посевов в термостате подсчитывают чис­
ло колоний на чашках или пробирках с плотной питательной сре­
дой, рассчитывают остаточную плотность контаминации на 100 см2 
тест-поверхности и высчитывают эффективность обеззаражива­
ния, принимая количество тест-микроорганизмов, снятых с кон­
трольных тест-объекгов тест-поверхностей, за 100 %.

Например: на 100 см2 контрольной тест-поверхности по ре­
зультатам бактериологического контроля онаружено 148 000 мик­
робных клеток, а на аналогичного вида опытной тест-поверхнос- 
ти -  20 микробных клеток.

148 000 ^  100% х = 20-100:148 000 =  2:148 = 0,013%.
Эффективность обеззараживания опытной тест-поверхности 

составляет:
100 — 0,013 = 99,987 %.

Критерий эффективности ДС при обеззараживании тест-по­
верхностей из различных материалов, контаминированных тест- 
микроорганизмом, равен не менее 99,99 %.

5.2.3.2. Исследование туберкулоцкдной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания предметов ухода за больными 

и игрушек из различных материалов кроме мягких
В исследованиях используют тест-объекты (100 см2) и предметы 

ухода за больными из различных материалов: резин на основе нату­
рального и силиконового каучука (медицинская клеенка, грелка, 
ipynia); стекла (поильник; плевательница; градусник); пластмасс 
(грелка, лоток; наконечник для клизм); металлов (таз, стакан для 
термометра); игрушки (кроме мягких) из резин и пластмасс.

Тест-объекты, предметы ухода за больными и игрушки из раз­
личных материалов тщательно моют водой с мылом и щеткой. 
Тест-объекгы стерилизуют паровым или воздушным методом.

Готовят суспензию тест-микобактерий, содержащую 
2,0 • 109 КОЕ * мл~1. К суспензии добавляют 40,0 % лошадиной сы­
воротки, инактивированной при 56 °С в течение 30 мин (к 6 мл 
2-миллиардной суспензии прибавляют 4 мл сыворотки).

С помощью одноканального механического дозатора или 
стеклянной пипетки на поверхность тест-объекта наносят 0,5 мл
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суспензии тест-микроорганизма. Суспензию равномерно распре­
деляют по поверхности (100 см2) стерильным стеклянным шпате­
лем. Каналы и полости предмета ухода за больными, игрушек за­
полняют с помощью шприца. Мелкие игрушки полностью погру­
жают в суспензию. Контаминированные тест-объекты, предметы 
ухода за больными и игрушки подсушивают при комнатной темпе­
ратуре до полного высыхания 30—120 мин.

Растворы ДС готовят на водопроводной воде температуры 
(20 ± 2) °С. Обеззараживание осуществляют способом погруже­
ния, протирания, орошения. После подсушивания контаминиро­
ванные тест-объекгы, предметы ухода за больными, игрушки, 
в т. ч. имеющие каналы и полости, погружают в раствор испытуе­
мого дезинфицирующего средства или протирают салфеткой, смо­
ченной им. Мелкие игрушки полностью погружают в емкость с 
раствором ДС, препятствуя их всплытию; крупные игрушки обез­
зараживают способом орошения. Норма расхода ДС способом про­
тирания из расчета 100—150 мл/м2 при однократной обработке и 
200—300 мл/м2 при двукратной; способом орошения — 150 мл/м2 
при обработке распылителем типа «Квазар» и 300 мл/м2 — при об­
работке распылителем типа «Автомакс» или гидропультом. При 
необходимости обработку способом протирания или орошения по­
вторяют через 5—15 мин.

Для контроля эффективности обеззараживания через опреде­
ленные промежутки времени после обработки (30—60—120 мин) 
тест-объекты, предметы ухода за больными и игрушки извлекают 
из раствора, делают смывы стерильной марлевой салфеткой 
(5 см2), увлажненной нейтрализатором. Салфетки погружают в 
стерильный раствор нейтрализатора на 5 мин, затем переносят в 
пробирки ёмкости с бусами и стерильной питьевой водой (10 мл) 
и встряхивают на шейкере в течение 10 мин. Каналы и полости 
промывают нейтрализатором (10 мл), который собирают в сте­
рильные пробирки емкости и оставляют на 5 мин для нейтрали - 
зации.

Полученную смывную жидкость и смывную жидкость из кана­
лов вносят по 0,1 мл на скошенную поверхность плотной питатель­
ной среды Левенштейна-Йенсена или «Новая» 3—5 пробирок. В 
контрольных опытах вместо раствора ДС используют стерильную 
питьевую воду.

Посевы инкубируют в термостате при температуре (37 ± 1) °С.
Результаты учитывают через 10—21 сутки инкубирования.
Эффективность ДС при обеззараживании тест-объектов, пред­

метов ухода за больными и игрушек из различных материалов (кроме 
мягких), контаминированных тест-микроорганизмом, должна быть 
не менее 100 %,
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5.2.3.3. Исследование туберкулоцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания посуды столовой, 

лабораторной и из-под выделений
Для определения туберкулоцидной активности ДС, предназ­

наченных для обеззараживания посуды, используют в качестве 
тест-объектов набор столовой и чайной посуды: тарелки, стаканы, 
кружки из различного материала (фарфор, фаянс, алюминий, стек­
ло, пластик, посуда, покрытая эмалью); столовые приборы: ножи, 
вилки, ложки из различного материала (нержавеющая сталь, алю­
миний, пластик); посуду одноразового использования и набор ла­
бораторной посуды, представляющий тест-объекты из стекла и 
пластмасс: предметные и покровные стекла, пипетки, чашки Пет­
ри, планшеты для иммунологического анализа и др.; посуду из-под 
выделений (мочеприемники, подкладные судна). Перед экспери­
ментом посуду и столовые приборы моют водой с мылом и щеткой 
и высушивают.

На посуду (площадь в 100 см2) пипеткой наносят суспензию 
тест-микроорганизма из расчета 0,5 мл суспензии, содержащей 
2 • 109 КОЕ в 1 мл. Суспензию тест-микроорганизма равномерно 
распределяют по поверхности посуды стеклянным шпателем. Сто­
ловые приборы для контаминации по1ружают в бактериальную 
суспензию на 1—2 мин, оставляя незараженными их ручки. Конта- 
минированную посуду подсушивают (до полного высыхания) при 
комнатной температуре (30—120 мин) и относительной влажности 
воздуха 50—60 %.

Для разработки режимов обеззараживания посуды с остатками 
пищи при контаминации используют суспензию тест-микроорга­
низма, смешанную с овсяной, манной или другой кашей, сварен­
ной на молоке со сливочным маслом (к 10 г каши добавляют 1 мл 
2-миллиардной микробной взвеси). Для имитации загрязнения 
чайной посуды используют кисель (к 10 г киселя добавляют 1 мл 
2-миллиардной микробной взвеси), лабораторной посуды — 40,0 % 
инактивированной сыворотки, посуды из-под выделений -  
20,0 %-ю эмульсию фекалий, предварительно растертую в ступке.

Обработку столовой, чайной, лабораторной посуды, столовых 
приборов проводят способом погружения в дезинфицирующий 
раствор. Растворы готовят на питьевой воде. Температура испытуе­
мого раствора 18—20 °С. При необходимости изучают эффектив­
ность растворов ДС при температуре 50 °С.

Дезинфицирующий раствор должен полностью заполнить и с 
избытком покрыть всю посуду и приборы (из расчета не менее 2 л 
на 1 комплект).

Время обеззараживания посуды — от 15 до 240 мин, в зависи­
мости от вида ДС и наличия загрязнения.
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Через определенные интервалы времени (например 15, 30, 
60 мин и т. д.) извлекают по одному предмету разных наименова­
ний (например тарелка, стакан, предметное стекло, нож и т. д.) из 
дезинфицирующего раствора и стерильной марлевой салфеткой 
(5 см2), смоченной в растворе нейтрализатора, соответствующего 
данному ДС, тщательно протирают зараженную часть каждого 
предмета и погружают в 10 мл этого же нейтрализатора на 5 мин, за­
тем салфетку переносят в пробирку со стерильной питьевой водой 
и бусами. Время отмыва марлевой салфетки -  10 мин при постоян­
ном встряхивании на шейкере. После отмыва смывную жидкость 
по 0,1 мл высевают в 3—5 пробирки со скошенной поверхностью 
плотной питательной среды Левенштейна-Йенсена или «Новая» 
(по 0,1 мл в каждую). Посевы помещают в термостат при темпера­
туре 37 °С. Предварительный учет результатов проводят через 
10—14 суток, окончательный — через 21 сутки.

Контролем служит аналогично контаминированная посуда, 
которая погружается не в дезинфицирующий раствор, а в такой же 
объем стерильной питьевой воды.

Критерий эффективности обеззараживания посуды: гибель 
тест-микроорганизма не менее 100 %.

5.2.3.4. Исследование туберкулоццдной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания изделий медицинского назначения 

ИМН, включая эндоскопы
5.2.3АЛ. Исследование туберкулоцидной эффективности ДС, 

предназначенных для обеззараживания ИМН кроме эндоскопов
В качестве тест-изделий используют стерильные инструменты 

и другие ИМН, в т. ч. однократного применения, из различных ма­
териалов (металлов, резин, стекла, пластмасс) или имитирующие 
их тест-объекты. Перечень инструментов должен включать разно­
образные по форме, характеру поверхности и используемому мате­
риалу изделия (гладкие изделия простой конфигурации; изделия, 
имеющие замковые части, каналы и полости, насечки и напыле­
ния, изделия извитой формы; изделия, изготовленные из несколь­
ких видов материалов и т. д .).

На рабочую поверхность тест-изделия (у замковых изделий -  
также в область замка, а при наличии каналов и полостей — также в 
канал изделия) наносят ОД мл суспензии, содержащей 
2 ■ 109 КОЕ/мл тест-микроорганизма и 40 % инактивированной 
лошадиной сыворотки. Мелкие тест-изделия для контаминации 
погружают в эту суспензию на 15 мин. Контаминированные 
тест-изделия подсушивают в термостате в течение 20—25 мин. Де­
зинфицирующие растворы готовят на питьевой воде комнатной 
температуры или подогретой до (50 ± 1) °С.
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После подсушивания контаминированные изделия погружают 
в раствор испытываемого средства, заполняя им все каналы и полос­
ти изделий, избегая образования воздушных пробок. Инструменты, 
имеющие замковые части, погружают раскрытыми, предварительно 
сделав ими в растворе ДС несколько рабочих движений для лучшего 
проникновения раствора в труднодоступные участки изделия в об­
ласти замка. Толщина слоя раствора средства над изделиями должна 
быть не менее 1 см. Параллельно контаминированные контрольные 
изделия погружают в воду.

Через определенное время (от 15 до 120 мин) изделия извлека­
ют из раствора и марлевой салфеткой размером 5 x 5  см, пропи­
танной нейтрализатором, с поверхности изделия делают смывы, 
салфетку помещают в пробирку с 10 мл того же нейтрализатора на 
5 мин, затем переносят ее в пробирку со стерильной питьевой во­
дой и встряхивают с бусами в течение 5—10 мин. Для контроля эф­
фективности обеззараживания делают посев смывной жидкости по 
0,1 мл на поверхность агаровой питательной среды, а салфетку по­
мещают в бульон. Канал изделия промывают нейтрализатором, и 
смывную жидкость засевают по 0,1 мл на скошенную плотную пи­
тательную среду в 3—5 пробирках. Посевы выдерживают в термос­
тате при температуре (37 ± 1) °С в течение 21 суток. Учет предвари­
тельных результатов проводят через 10—14 суток и окончатель­
ных — через 21 сутки.

Кратность постановки эксперимента должна быть достаточ­
ной для получения статистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация—время—тем­
пература), обеспечивающий 100 % гибель тест-микроорганизмов 
на всех изделиях. При наличии положительных проб эксперимент 
повторяют, увеличивая концентрацию или время воздействия.

5.25.4.2 Исследование туберкулоцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания эндоскопов [16, 68]

В качестве тест-объектов используют фрагменты эндоскопа 
или эндоскоп (гибкий — гастроскоп, жесткий — цистоскоп). По 
0,1 мл суспензии, содержащей 1 ■ 109 КОЕ/мл тест-микроорганиз­
мов, наносят с помощью пипетки на наружную поверхность и в ка­
нал эндоскопа, подсушивают в течение 20 мин. Затем контамини- 
рованное изделие погружают в раствор ДС, заполняя полости и ка­
налы эндоскопа. Через определенное время (от 15 до 60 мин) изде­
лие извлекают из раствора и делают смыв с наружной поверхности 
марлевой салфеткой ( 5 x 5  см), смоченной в растворе нейтрализа­
тора; салфетку помещают в пробирку с 10 мл того же стерильного 
раствора нейтрализатора на 5 мин, а затем переносят ее в пробирку 
со стерильной питьевой водой и встряхивают с бусами в течение 
5—10 мин. Канал изделия промывают раствором нейтрализатора и
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смывную жидкость засевают на питательный агар. Проводят также 
контроль микробной обсемененности использованных для отмыва 
проб раствора нейтрализатора и питьевой воды. Кратность поста- 
новки эксперимента должна быть достаточной для получения ста­
тистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация—время—тем­
пература), обеспечивающий гибель тест-микроорганизма на всех 
тест-изделиях и отсутствие тест-микроорганизмов в растворе ней­
трализатора. При наличии положительных проб эксперимент по­
вторяют, увеличивая время воздействия, но не более чем до 60 мин.

Положительной считается проба, показывающая характерный 
рост тест-микроорганизма на плотных питательных средах, или об­
наружение тест-микроорганизма в растворе применявшегося ней­
трализатора.

Режим обеззараживания, разработанный на имитаторах кана­
ла эндоскопа, проверяют при обеззараживании эндоскопа, конта- 
минироваиного тест-микрорганизмом. При необходимости эф­
фективность разработанного режима проверяют в практических 
условиях.

Критерием эффективности ДС (режим применения ДС) при 
обеззараживании ИМИ (включая эндоскопы) является 100 % ги­
бель тест-микроорганизма.

Исследование туберкулоцидной эффективности ДС при дезин­
фекции высокого уровня ДВУ эндоскопов. Данная методика пред­
назначена для разработки режимов ДВУ эндоскопов при проведе­
нии «нестерильных» диагностических и лечебных манипуляций 
[16, 73].

Для исследования выбирают ДС, обладающее спороцидным дей­
ствием, и испытания его проводят при тех же условиях (концентра­
ция, температура), которые обеспечивают гибель спор бацилл, опре­
деляя необходимое время дезинфекционной выдержки для дости­
жения гибели наиболее устойчивого к изучаемому ДС микроорга­
низма.

При определении эффективности средств для ДВУ эндоско­
пов в качестве тест-объектов используют фрагменты канала гибко­
го эндоскопа или его имитаторы в виде трубок из пластика длиной 
2 см, диаметром 2 мм.

Стерильные тест-объекты искусственно контаминируют, на­
нося с помощью дозатора/микропипетки в центральную часть ка­
нала и на поверхность каждой трубки суспензию тест-микроорга­
низма из расчета 106 микробных клеток тест-микобактерий на каж­
дое изделие. Для имитации органического загрязнения к суспен­
зии микроорганизмов перед контаминацией объекта добавляют 
2 % инактивированной лошадиной сыворотки.
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Контаминированные тест-объекты подсушивают при комнат­
ной температуре 18—22 °С в течение 20 мин.

Дезинфицирующий раствор готовят на стерильной водопро­
водной питьевой воде. Обработку исследуемым ДС осуществля - 
ют способом погружения в испытуемый дезинфицирующий рас­
твор. Через определенные интервалы времени, зависящие от хими­
ческого состава средства, в промежутке от 5 до 60 мин, тест-изделия 
извлекают из дезинфицирующего раствора, помещают на 
5—10 мин в раствор соответствующего нейтрализатора. После от- 
мыва смывную жидкость по ОД мл высевают в 3—5 пробирок со 
скошенной питательной средой для проверки эффективности обез­
зараживания.

Посевы выдерживают в термостате при температуре и време­
ни, оптимальных для роста использованного тест-микроорганиз­
ма: для тест-микобактерий — 37 °С 21 сутки, после чего проводят 
учет результатов эксперимента.

В качестве контроля используют тест-объекты, контаминиро­
ванные, как указано выше, и помещенные в воду на время дезин­
фекционной выдержки.

Кратность постановки эксперимента должна быть достаточ­
ной для получения статистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация—время—тем­
пература), обеспечивающий гибель тест-микроорганизма на всех 
тест-изделиях при отсутствии его роста в питательной среде. Поло­
жительной считается проба с характерным ростом микроорганиз­
ма на плотной питательной среде или обнаружение микроорганиз­
мов в растворе применявшегося нейтрализатора. При наличии по­
ложительных проб эксперимент повторяют, увеличивая время воз­
действия, но не более чем до 60 мин.

При необходимости эффективность разработанного режима 
проверяется в практических условиях.

Критерий эффективности обеззараживания — 100 % гибель 
тест-микроорганизма.

Время обеззараживания — не более 60 мин.
5.2.3.5. Исследование туберкулоццдной эффективности ДС, 

предназначенных для обеззараживания белья, одежды, спецодежды 
и других объектов из ткани

Исследования с ДС проводят в целях оценки эффективности 
его для обеззараживания белья и других объектов из ткани, чистых и 
загрязненных кровью или выделениями (фекалии, моча, мокрота).

Оценку эффективности ДС для обеззараживания белья, одеж- 
ды, спецодежды и других объектов из ткани осуществляют с по­
мощью стерильных тест-объектов, представляющих собой кусочки
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бязи размером 2 х 2 см. Бязь предварительно готовят и обеззаражи­
вают также, как батист. Контаминируют стерильные тест-объекты 
суспензией тест-микроорганизмов, содержащей 1 • ДО9 КОЕ/мл, из 
расчета 20 мл на 10 тест-объектов и подсушивают в течение 30 мин. 
Затем тест-объекгы закладывают в бязевые мешочки размером 
5 х 8 см (по 2 пгг. в каждый), которые закрывают в виде конверта.

Раствор испытываемого ДС на питьевой воде комнатной тем­
пературы или подогретой до (50 ± 1) °С готовят из расчета 5 л на 
1 кг белья. Ветошь, имитирующую белье, поштучно погружают в 
емкость с раствором испытываемого ДС так, чтобы между слоями 
ткани не образовывалось воздушных прослоек, препятствующих 
процессу обеззараживания. Одновременно между слоями белья 
распределяют (сверху, в середине и внизу) мешочки с контамини- 
рованными тест-объектами. Через заданное время мешочки извле­
кают одновременно из трех слоев. Тест-объекты вынимают из ме­
шочка стерильным пинцетом, помещают на 5 мин в емкость с рас­
твором соответствующего нейтрализатора, затем переносят в сте­
рильную питьевую воду и высевают на питательный агар. Посевы 
инкубируют при (37 ± 1) °С. Предварительный учет результатов 
проводят через 10—14 суток, а окончательный -  через 21 сутки. В 
контрольных опытах белье погружают в стерильную питьевую 
воду. Мешочки с тестами закладывают так же, как и в опыте. При 
получении 100 % гибели тест-микроорганизма в опытах по обезза­
раживанию белья без белковых загрязнений переходят к опытам по 
обеззараживанию белья, загрязненного выделениями.

Для определения эффективности ДС при обеззараживании 
белья, одежды, спецодежды и других объектов из ткани, загрязнен­
ных кровью, выделениями (фекалии, мокрота, моча и др.), в лабо­
раторных условиях используют бязевые тест-объекты, которые 
контаминируют суспензией тест-микобактерий с добавлением 
40 % инактивированной сыворотки (6 мл суспензии, содержащей 
1 * 109 КОЕ/мл тест-микроорганизма смешивают с 4 мл инактиви­
рованной сыворотки) или 40 % фекальной эмульсии (6 мл суспен­
зии тест-микроорганизма смешивают с 4 мл 40 % фекальной 
эмульсии), исходя из расчета 30 мл суспензии на 10 тест-объекгов. 
Для приготовления фекальной эмульсии 8 г фекалий растирают в 
ступке с 20 мл воды. Количество суспензии тест-микроорганизма, 
содержащей сыворотку или фекалии, готовят из расчета 30 мл на 
10 тест-объектов. Контаминированные тест-объекты подсушивают 
в термостате при (37 ± 1) °С в течение 20—25 мин или 1,5—2,0 ч 
при комнатной температуре до полного высыхания. Методика про­
ведения эксперимента аналогична опытам с чистым бельем.

Критерием эффективности ДС при обеззараживании белья, 
одежды, спецодежды и других объектов из тканей является 100 %
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гибель тест-микроорганизмов на тест-объектах. При изучении эф­
фективности обеззараживания изделий из синтетических тканей 
(капрон, ацетат, лавсан и др.) используют тест-объекты из этих тка­
ней размером 5 х 5 см, т. к. микроорганизмы не проникают в 
структуру этих тканей и смываемость их в 2 раза больше, чем с бязе­
вых тест-объектов.

5.2.3.6. Исследование туберкулоцидной эффективности 
камерного метода обеззараживания

Камерный метод используют для обеззараживания одежды, 
обуви, постельных принадлежностей, мягких игрушек и др.

В качестве тест-микроорганизма используют Mycobacterium В5 
в виде суспензии, содержащей 1 * 109 КОЕ в 1 мл, которой конта- 
минируют тест-объекгы из батиста, бязи и других материалов, со­
ответствующих обеззараживаемым объектам. Тест-объекты закла­
дывают в стерильные конверты из хлопчатобумажной ткани (по 2 
тест-объекта в конверт). Пронумерованные тест-объекгы помеща­
ют в хлопчатобумажные мешочки с максимальными термометрами 
и размещают в толще объектов в контрольные точки камеры на 
трех уровнях.

После обеззараживания мешочки извлекают из камеры и за­
писывают показания максимальных термометров. Тест-объекгы 
помещают в пробирки с 5 мл картофельно-глицеринового бульона.

Инкубирование посевов с тест-объекгами проводят при тем­
пературе (37 ± 1) °С в течение 5—7 суток. Отсутствие помутнения 
питательной среды указывает на гибель микобактерий в тест-объ- 
ектах. При наличии роста проводят сравнение выделенной культу­
ры с тест-микобактерией.

В качестве контроля используют тест-объекгы, которые не по­
мещали в камеру, и питательную среду, которую применяли для 
культивирования тест-микроорганизма после обработки. Кон­
трольные тест-объекты и среду проверяют аналогично тест-объек- 
там, которые обрабатывали в камере. Для установления эффектив­
ности обработки проводят не менее трех экспериментов на каждое 
время обработки.

Эффективность обеззараживания вещей в дезинфекционных 
камерах должна быть равна 100 % гибели Mycobacterium В5 на ис­
пользованных тест-объектах.

5.2.3.7. Исследование туберкулоцидной эффективности ДС 
при обеззараживании рук в резиновых перчатках

В качестве тест-микроорганизма используют суспензию 
М. terrae, содержащую 1,0—5,0 ■ 108 КОЕ/мл, которую разводят до 
содержания 107, 105 и 103 КОЕ/мл.
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Для устранения посторонней микрофлоры руки, включая за­
пястья и предплечья, испытатели тщательно моют с мылом в теп­
лой проточной воде, затем протирают стерильной марлевой сал­
феткой и надевают резиновые перчатки.

Поверхность резиновых перчаток, надетых на руки испытате- 
лей-добровольцев, контаминируют путем тщательного растирания 
1 мл суспензии тремя вышеуказанными разведениями (каждое раз- 
ведение на одного испытателя). После подсыхания микробной 
взвеси для контроля исходной обсемененности с поверхности ре­
зиновой перчатки тыльной стороны кисти делают смыв стериль­
ной марлевой салфеткой размером 5 x 5  см, смоченной стериль­
ной питьевой водой. Затем салфетку помещают в пробирку с 10 мл 
стерильной питьевой воды с бусами и встряхивают 10 мин. Полу­
ченный смыв высевают по 0,5 мл на скошенную поверхность пита­
тельной среды в пробирке.

Для обеззараживания поверхности перчаток в сжатую ладонь 
руки в перчатке испытателю-добровольцу наносят 2,5 мл исследуе­
мого ДС. Затем он в течение 10—15 с протирает этой порцией дез­
инфицирующего раствора поверхность перчаток обеих рук, совер­
шая движения рук, которые выполняют при обработке кожи рук 
антисептиком. После этого такую же операцию проводят, нанося 
2,5 мл дезинфицирующего раствора на ладонь второй руки, и засе­
кают по секундомеру начало экспозиции.

Через 5 мин экспозиция делают смыв марлевой салфеткой 
(5 х 5 см), смоченной соответствующим нейтрализатором, предва­
рительно проверенным на эффективность нейтрализации и стати­
ческого действия. Салфетку помещают в пробирку с 10 мл стериль­
ного нейтрализатора на 10 мин. Затем салфетку переносят стериль­
ным пинцетом в пробирку с 10 мл стерильной питьевой воды с бу­
сами, встряхивают пробирку 10 мин в шейкере. Из полученного 
смыва делают посев по 0,5 мл на твердые питательные среды в про­
бирках не менее 3 пробирок на пробу.

Эффективным считают режим применения ДС, обеспечиваю­
щий 100 % гибель тест-микроорганизма на резиновых перчатках, 
защищающих кожу рук.

5.2.3.8. Исследование туберз^улоцидной эффективности ДС, предназначенных 
для обеззараживания выделений моча, кал, мокрота и крови

Обеззараживание мочи. Мочу разливают в колбы или пробирки 
по 8 мл, добавляют 1 мл суспензии, содержащей 2 * 109 КОЕ/мл 
М. terrae и 1 мл инактивированной лошадиной сыворотки.

Растворы испытываемого ДС готовят в концентрациях, обес­
печивающих туберкулоцидный эффект при испытании его на ба­
тистовых тест-объектах с белковой защитой.

182



Р 4.2.2643-10

Испытуемые растворы ДС добавляют к моче в равном или 
двойном объеме. Отмечают время контакта и через интервалы 15, 
30,60 мин смесь в количестве 1 мл пипеткой переносят в пробирки 
с 5 мл соответствующего нейтрализатора. После тщательного смет 
шивания 1 мл жидкости из первой пробирки переносят во вторую 
пробирку с 5 мл нейтрализатора и затем засевают по 0,1. мл в про­
бирки на скошенную поверхность питательной среды как из пер­
вой, так и из второй пробирки, Посевы инкубируют в термостате 
при (37 ± 1)°С.

Контролем служат аналогично поставленные опыты, только с 
добавлением к моче не дезинфицирующего раствора, а воды.

Ориентировочный учет результатов проводят через 10—14 су­
ток, окончательный -  через 21 сутки. Результаты опытов учитыва­
ют по отношению к контролю, который принимают за 100 %. 
Окончательное заключение об эффективности ДС делают на осно­
вании не менее трех опытов с совпадающими результатами.

Эффективными считают средство и режим его применения, 
обеспечивающие 100 % гибель тест-микроорганизмов.

Обеззараживание кала. При разработке режимов обеззаражи­
вания кала учитывают соотношение ДС к обеззараживаемой массе, 
время обработки, температуру, консистенцию обеззараживаемых 
выделений, степень гомогенизации в процессе обеззараживания.

Исследования проводят в два этапа. На первом этапе в качес­
тве тест-объекта используют 20 %-ю эмульсию фекалий, на вто­
ром — оформленные фекалии.

Для приготовления 20 % эмульсии 20 г кала растирают в ступ­
ке и добавляют 80 мл воды; полученную эмульсию фильтруют че­
рез двойной слой марли, стерилизуют в автоклаве, разливают пи­
петкой в пробирки по 9 мл и добавляют по 1 мл 2 * 109 КОЕ/мл сус­
пензии М  ter гае. Опыты начинают ставить с концентрации, вызы­
вающей гибель тест-микроорганизма в моче с белком через 30 мин. 
Приготовленную эмульсию фекалий заливают равным или двой­
ным объемом дезинфицирующего раствора и дальше производят 
высевы так же, как и при обеззараживании мочи. Результаты учи­
тывают через 21 сутки.

При положительных результатах проводят опыты с большим 
количеством оформленных фекалий (200—250 г). Для этого поме­
щают их в сосуд, заливают дезинфицирующим раствором или за­
сыпают сухими ДС в равном или двойном количестве по отноше­
нию к весу фекалий, определяют происходит ли гомогенизация фе­
калий. Затем небольшую часть каловых масс размешивают стек­
лянной палочкой с жидкостью, а остальную массу оставляют в виде 
небольших комочков. Через определенные промежутки времени 
например 30, 60 мин проводят посев.
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Посев жидкой части фекалий производят также, как в опытах 
с мочой. Плотные же части комочки забирают бактериологичес - 
кой петлей и помещают в 5 мл соответствующего нейтрализатора, 
растерев их о края пробирки и тщательно перемешав. Затем сте­
рильной пипеткой переносят из этой пробирки 1 мл смеси во вто­
рую пробирку, тоже содержащую нейтрализатор. Как из первой, 
так и из второй пробирки производят посев по 0,1 мл на скошен­
ную поверхность питательной среды в пробирках (не менее чем в 
три пробирки). Предварительный результат учитывают через 
10—14 суток, а окончательный — через 21 сутки.

Контролем служат аналогично поставленные опыты с добав­
лением вместо дезинфицирующего раствора воды. Результаты 
опытов учитывают по отношению к контролю, который принима­
ют за 100 %. Судят об эффективности исследуемого средства на 
основании не менее трех опытов с совпадающими результатами. 
Эффективными считают средство и режим его применения, обес­
печивающие 100 % гибель тест-микроорганизмов в обеззараживае­
мом материале.

Обеззараживание крови и мокроты. В качестве тест-объектов 
при оценке туберкулоцидной эффективности ДС, предназначен­
ных для обеззараживания крови, используют кровь, а мокроты — 
куриный белок. Для контаминации тест-объектов тест-микроорга­
низмом к 9 мл 40 % крови или 50 % куриного белка добавляют по 
1 мл суспензии тест-микроорганизма, содержащей 2 * 109 КОЕ/мл, 
перемешивают и разливают по 1 мл в стерильные флаконы. Затем 
во флаконы засыпают или наливают исследуемое ДС в объемных 
(5, 10 % и т. д.) соотношениях к исследуемому материалу. Через 
определенные промежутки времени (1, 2 ч и т. д.) с помощью сте­
рильной бактериологической петли производят отбор пробы смеси 
и переносят ее в 5 мл нейтрализатора для нейтрализации остаточ­
ного действия ДС на тест-микроорганизм. По истечении 5 мин из 
этой пробирки с помощью пипетки производят высев по 0,2 мл ис­
следуемой пробы на скошенную поверхность питательной среды в 
пробирках. Пробирки с посевами инкубируют при (37 ± 1) °С.

Предварительный результат роста тест-микроорганизмов на 
чашках учитывают через 10—14 суток, а окончательный — через 
21 сутки.

Эффективным считают средство, обеспечивающее 100 % ги­
бель тест-микроорганизма в обеззараживаемом материале,

5.2.3.9. Исследование туберкулоцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания медицинских отходов

При изучении туберкулоцидной активности ДС с целью разра­
ботки режимов обеззараживания медицинских отходов использу-
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ют тест-объекты из резин, пластмасс, текстильных материалов, 
стекла, металлов [19]. Для приготовления тест-объектов стериль­
ные одноразовые изделия медицинского назначения (бинты, ват­
ные тампоны, фрагменты систем для переливания крови и лека­
рственных препаратов, катетеры, шпатели, шприцы, иглы перчат­
ки, одноразовое белье, салфетки, пипетки, трубки и пр.) измельча­
ют и погружают в суспензию тест-микроорганизма, содержащую 
2 ■ 109 КОЕ/мл с добавлением 80 % инактивированной лошадиной 
сыворотки или сыворотки крупного рогатого скота. После доста­
точного пропитывания объекты извлекают в сухую стерильную ем­
кость и подсушивают в термостате при 37 °С в течение 20 мин или 
при комнатной температуре 18—20 °С и относительной влажности 
воздуха 50—60 % в течение 1 ч.

Контаминированные тест-объекты погружают в емкость с ис­
пытуемым дезинфицирующим раствором так, чтобы он полностью 
закрывал их. Контроль эффективности обеззараживания объектов 
проводят через каждые 15—30 мин в течение времени до 360 мин. 
Для этого тесты из различных материалов (по два каждого наиме­
нования) извлекают из дезинфицирующего раствора, промывают в 
распоре соответствующего нейтрализатора, из полученных смы­
вов производят посев по 0,1 мл на поверхность твердой питатель­
ной среды. Контрольные тест-объекты погружают в стерильную 
водопроводную воду на срок максимальной экспозиции, а затем 
высевают на скошенную поверхность питательной среды. Пробир­
ки с посевами помещают в термостат при температуре (37 ± 1) °С. 
Окончательный учет результатов проводят на 21 сутки.

Критерий эффективности обеззараживания медицинских от­
ходов—100 % гибель М  terrae на тест-объектах, обработанных ДС.

5.2.3.10. Методы определения туберкулоцидной активности ДС 
при обеззараживании воздуха

Химические ДС применяют для обеззараживания воздуха в 
помещениях в виде аэрозолей или паров растворов ДС, а также га­
зов.

При исследовании эффективности обеззараживания воздуха 
химическими ДС с целью разработки режима его применения при 
туберкулезе в качестве тест-микроорганизмов используют М. terrae.

Исследования проводят в испытательных камерах объемом 
1 или 2 м3. Предварительно внутреннюю поверхность камеры моют 
раствором моющего средства, остатки которого затем смывают во­
допроводной водой, и включают бактерицидный УФ-облучатель. В 
центре камеры располагают продезинфицированный вентилятор, 
производительностью 15—25 м3/ч, назначение которого — предот­
вращение быстрого оседания микроорганизмов.
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Для определения эффективности обеззараживания воздуха ис­
пользуют аспирационный метод.

В камере распыляют суспензию тест-микроорганизма в коли­
честве, достаточном для создания в воздухе камеры концентрации 
микроорганизмов 2 Д * 104 КОЕ/м3 (определяется опытным путем).

Аэрозоль дезинфицирующего средства создают с помощью 
распыливающей аппаратуры, которая обеспечивает образование в 
воздухе не менее 80 % частиц с дисперсностью 10—15 мкм, и вклю­
чают вентилятор. Затем в камере распыляют раствор исследуемого 
средства и через определенные промежутки времени проверяют 
обсемененность воздуха.

Аспирационный метод основан на аспирации воздуха через 
жидкость. При использовании аспирационного метода для оценки 
эффективности обеззараживания воздуха необходимо следующее 
оборудование:

-  воздуходувка с производительностью 15—25 л/мин;
-  стерильные склянки Дрекселя с 50 мл стерильной водопро­

водной воды из расчета 2 шт. на 1 пробу. Предварительно в сте­
рильную воду вносят нейтрализатор, соответствующий испытуе­
мому ДС;

-  трубка диаметром 8—10 мм, длиной 50—60 см, которая вво­
дится в камеру для забора проб воздуха в центре камеры;

* -  стерильные резиновые шланги, соединяющие склянки Дрек­
селя (последовательно одну за другой) и далее с воздуходувкой.

Подготовка камеры к эксперименту осуществляется, как указа­
но выше. На исследование отбирается 50 л воздуха (объем пробы).

Последовательность отбора проб следующая:
1) проведение контроля обсемененности воздуха до начала 

распыления суспензии тест-микроорганизмов;
2) проведение контроля обсемененности воздуха после распы­

ления суспензии тест-культуры;
3) проведение контроля эффективности обеззараживания воз­

духа — отбор проб через каждые 5—10 мин в зависимости от пред­
полагаемой эффективности ДС.

После отбора проб жидкость из 2 склянок Дрекселя смешивают 
и по 1 мл вносят в пробирки со скошенной питательной средой. По­
севы помещают в термостат. Предварительный учет результатов 
проводят через 10—14 суток, окончательный -  через 21 сутки. Кри­
терий эффективности обеззараживания воздуха — 100 %.

5.2.4. Методы исследования и оценки
туберкулоцидной активности ДС в практических условиях
Практические испытания проводят в тех случаях, когда ДС со­

держит новое действующее вещество и требуется подтверждение
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эффективности разработанных в лабораторных условиях режимов 
в отношении возбудителей туберкулеза и микобактериозов.

Испытания проводят в соответствии с инструкцией по испы­
танию ДС, оценивая туберкулоцидную эффективность, безопас­
ность применения и надежность рекомендованных мер предосто­
рожности, физико-химические качества ДС: растворимость, запах, 
наличие моющего действия и пр.

При оценке эффективности ДС предварительно оценивают 
обсемененность объектов окружающей среды, имеющих эпиде­
миологическое значение при туберкулезе, до проведения дезин­
фекции фон и сравнивают ее с обсемененностью этих объектов 
после обработки рабочим раствором ДС.

Эффективным считают средство, после обработки которым в 
соответствии с режимом, указанным в инструкции, на объектах не 
обнаруживают возбудителей туберкулеза, микобактериозов и 
S. aureus.

По завершении испытаний оформляется акт испытаний, в ко­
тором отражаются указанные выше параметры и другие отмеченные 
свойства.

5.25. Приложения
П р и л о ж е н и е  1 

с п р а в о ч н о е
Характеристика тест-микобактерий по морфологическим, 

культуральным и бирхимическим свойствам.
Mycobacterium В5 представляют собой полиморфные, непод­

вижные, неспорообразующие палочки, размером (0,2—0,6 х 
1,0—10,0) мкм (как и другие виды микобактерий). Mycobacterium 
В5 — грамположительные, аэробы, растут на элективных питатель­
ных средах на яичной основе (реакция среды почти нейтральная 
(pH 6,8—7,2)): Петраньяни, Левенштейна-Иенсена, «Новая» идр. 
при оптимальной температуре 37 °С, хотя могут расти при темпера­
туре 25—38 °С. Колонии Mycobacterium В5 на плотных питательных 
средах представляют собой шероховатые, матовые, выпуклые обра­
зования ярко оранжево-желтого цвета. Оранжево-желтая окраска 
колоний обусловлена пигментом, который образуется при культи­
вировании Mycobacterium В5 в темноте. Длительность роста Myco­
bacterium В5 на питательных средах составляет от 5 до 7 суток. На 
элективных синтетических питательных средах (например, Мид- 
длбрука 7Н9 с 10 %-ми ростовой добавки ADC, 7Н10 с 10 %-ми рос­
товой добавки OADC) Mycobacterium Я5 растет плохо или вообще не 
растет.
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В мазках из молодых культур Mycobacterium В5 имеют вид ко­
ротких, толстых палочек, расположенных поодиночке. В старых 
культурах имеют овоидную, колбовидную или веретенообразную 
форму. Окрашиваются по Циль-Нилъсену в малиново-красный 
цвет.

Mycobacterium В5 проявляют более выраженную каталазную ак­
тивность, чем вирулентные виды микобактерий, и в большей сте­
пени, чем последние, разлагают перекись водорода. Пероксидаза 
Mycobacterium В5 более устойчива к температурным воздействиям, 
чем таковая вирулентных микобактерий. Mycobacterium В5 не свер­
тывают молоко, не разжижают желатины.

По классификации патогенных для человека микроорганиз­
мов Mycobacterium В5, как и все микобактерии, относятся к IV груп­
пе опасности, являются непатогенными микроорганизмами.

Mycobacterium В5 используют для оценки эффективности ка­
мерного обеззараживания вещей, одежды и других объектов как 
наиболее адекватную модель возбудителя туберкулеза к темпера­
турному воздействию.

Тест-микроорганизм Mycobacterium В5 хранится в музее ФГУН 
«Научно-исследовательский институт дезинфектологии» Роспот­
ребнадзора 117246, Москва, Научный проезд, д. 18.

Mycobacterium terrae (АТСС 15755, DSM 43227) представляют 
собой короткие прямые палочки малиново-красного цвета, распо­
лагающиеся в мазке параллельно друг другу, наподобие частокола. 
Микобактерии М. terrae неподвижные, грамположительные, не 
образующие спор и капсул. В связи с высоким содержанием мико- 
ловых кислот плохо окрашиваются обычными методами, но хоро­
шо окрашиваются по Циль-Нильсену в малиново-красный цвет.

Микобактерии М. terrae -  аэробы, температурные границы 
роста -  от 25 до 37 °С, оптимальная температура -  37 °С.

М. terrae требовательны к питательным средам, растут на элек­
тивных средах (реакция среды почти нейтральная (pH 6,4—7,0): 
Левенштейна-Йенсена, «Новая», Миддлбрука 7Н9 с 10 %-ми рос­
товой добавки ADC,7H 10 с 10 %-ми ростовой добавки ОАБСидр. 
Колонии М. terrae на среде Левенштейна-Йенсена — шероховатые 
и матовые выпуклые округлые образования, на среде «Новая» — 
гладкие и блестящие или с молочным или желтоватым оттенком. 
Длительность роста М. terrae на питательных средах зависит от со­
става среды. При оптимальной температуреинкубирования на «бо­
гатых» питательных средах Левенштейна-Йенсена и «Новая» рост 
М. terrae может появиться на 5—7 сутки. На «голодных» питатель­
ных средах инкубация М  terrae составляет до 8 недель.

М  terrae гидролизуют Твин-80 (т. к. продуцируют липазы), 
имеют высокоактивную каталазу и проявляют /3-галактазную ак-
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тивность. Восстанавливают теллурит калия до металлического тел­
лура в течение 9 дней.

По классификации патогенных для человека микроорганиз­
мов относится к IV группе опасности, является непатогенным 
микроорганизмом.

Приложение 2 
рекомендуемое

Методики приготовления питательных сред для культивиро­
вания тест-микобактерий, предназначенных для изучения и оцен­
ки туберкулоцидной активности ДС и их субстанций.

Методика приготовления среды Петраньяни.
1. В рецептуру питательной среды входят следующие компо­

ненты:
П ептон................................................................... 2 г
К рахм ал ................................................................ 12 г
М о л о к о ................................................................  300 мл
Я й ц а ...................................................................... 10 шт.
Картофель.............................................................2 шт.
Малахитовый зеленый........................................2 г
Г л и ц ер и н .................................................... ... 24 мл
В о д а ...................................................................... 100 мл
2. В стерильную колбу (1л) помещают 12 г крахмала и 2 г пеп­

тона. Затем добавляют 2 шт. мелко нарезанного картофеля (карто­
фель предварительно моют с мылом и щеткой, чистят). Доливают в 
колбу 300 мл свежего цельного молока и подогревают на водяной 
бане в течение часа (с момента начала свертывания молока) при по­
стоянном помешивании. В другую стерильную колбу разбивают 
8 диетических яиц и 2 желтка. Свежие диетические куриные яйца 
со сроком хранения не более 7 суток без трещин и дефектов скорлу­
пы тщательно отмывают в теплой проточной воде с помощью руч­
ных щеток и щелочного мыла, затем оставляют на 30 мин в мыль­
ном растворе. Тщательно промывают в проточной воде и погружа­
ют в 70 %-й этиловый спирт на 30 мин. Перед тем, как начать рабо­
ту с чистыми и сухими яйцами, рекомендуется тщательно вымыть 
руки с мылом и щеткой. Яйца тщательно взбивают до однородной 
массы и переливают в колбу со смесью крахмала, пептона, карто­
феля и молока. Сюда же добавляют 24 мл глицерина и 16 мл 2 %-го 
раствора малахитовой зелени. Полученную смесь тщательно пере­
мешивают, фильтруют через стерильный марлевый фильтр в сте­
рильную колбу. Для свертывания среды используют специальные 
аппараты-свертыватели типа «АСПС». Пробирки с разлитой в них 
средой помещают в специальные штативы с подобранным углом 
наклона для формирования скошенной поверхности среды высо-
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той 8—10 см. Штативы устанавливают в свертыватель и проводят 
коагуляцию при 85 вС в течение 45 мин.

3. Приготовление раствора малахитового зеленого:
Малахитовый зеленый. ....................................2 г
Стерильная дистиллированная вода. . . . . .  100 мл
Взвешенный порошок малахитового зеленого растворяют в 

стерильной теплой дистиллированной воде и помещают раствор в 
термостат на 1—2—2,5 ч для большего растворения. Затем фильтру­
ют раствор через бумажный фильтр, разливают по флаконам или 
небольшим колбам и стерилизуют в паровом стерилизаторе при 
1 атм. (121 °С) в течение 30 мин. Приготовленный раствор не под­
лежит длительному хранению, и при появлении осадка или изме­
нении окраски его заменяют свежим раствором.

М е т о д и к а  п р и г о т о в л е н и я  к а р т о ф е л ь н о - г л и ц е р и н о в о г о  б у л ь о н а .
Готовят картофельный отвар. На 1 л питьевой воды берут 200 г 

очищенного (картофель предварительно моют с мылом и щеткой, 
чистят) картофеля, отваривают в течение 30 мин с момента закипа­
ния, остужают и отстаивают. Затем фильтруют через ватно-марле­
вый фильтр и доводят водой до первоначального объема, добавля­
ют 10 мл глицерина. pH картофельного бульона 7,0—7,2. Бульон 
стерилизуют в паровом стерилизаторе при 1 атм. (121 °С) в течение 
30 мин.

М е т о д и к а  п р и г о т о в л е н и я  к а р т о ф е л ь н о - г л и ц е р и н о в о г о  а г а р а .
В рецептуру питательной среды входят следующие компонен­

ты;
Картофельно-глицериновый бульон:
Пептон.................................................................5 г
М ел............................................... .. .................... 1 г
А гар-агар...........................................................20 г
В о д а ............................. ......................................1л
К картофельно-глицериновому бульону добавляют 5 г пепто­

на, 20 г агар-агара, 1 г мела, устанавливают pH 7,0—7,2. Агар рас­
плавляют и разливают в пробирки или колбы. Стерилизуют в паро­
вом стерилизаторе при 1 атм. (121 °С) в течение 30 мин.

М е т о д и к а  п р и г о т о в л е н и я  с р е д ы  М в д д л б р у к а  7 Н9  б у л ь о н  с  
10 %-ми ростовой добавки ADC (MADC-бульон для хранения за­
мороженных культур при минус 70 °С)

Мидцлбрук 7Н9 порошок бульона..................4,7 г
Глицерин (С3Н80 3) ............................................  100,0 мл
Вода стерильная, дистиллированная . . . .  750,0 мл
Ингредиенты соединить, перемешать, стерилизовать в паро­

вом стерилизаторе при 1,1 атм. (121 °С) втечение 10 мин, охладить 
до 45 йС. Добавить в асептических условиях 100 мл ростовой добав­
ки ADC и стерильной дистиллированной воды до 1 000,0 мл.
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pH среды будет эквивалентен 6,6 ± 0,2 в бульоне, остывшем до 
25 °С.

М е т о д и к а  п р и г о т о в л е н и я  с р е д ы  Л е в е ш н т е й н а - Й е н с е н а .
Среда Левенштейна-Йенсена — международная среда, широко 

используемая в качестве стандартной среды для первичного выде­
ления возбудителя туберкулеза и определения его лекарственной 
чувствительности.

Это плотная яичная среда, на которой видимый рост М. terras 
получают приблизительно на 7—10-й день после посева. Для чис­
тоты эксперимента желательно использовать готовую питательную 
среду в стандартных пробирках с завинчивающимися крышками. 
При невозможности приобретения готовой среды ее можно приго­
товить самостоятельно.

В состав среды Левенштейна-Йенсена входят следующие ком­
поненты:

1. Раствор минеральных солей:
Калий однозамещенный фосфорно-кислый . . .  2,4 г
Магний лимонно-кислый...................................... 0,6 г
Магний серно-кислый............................................ 0,24 г
L-аспарагин ..............................................................3,6 г
Глицерин....................................................................12,0 мл
Вода дистиллированная.........................................  600 мл
Вышеперечисленные ингредиенты растворяют в теплой дис­

тиллированной воде в указанной последовательности при слабом 
подогревании (не доводя до кипения) на водяной бане. L-acnapa- 
гин рекомендуется растворять отдельно и вносить последним. За­
тем солевой раствор стерилизуют в паровом стерилизаторе при 
1 атм. (121 *С) в течение 20—30 мин. Срок хранения раствора со­
ставляет 3—4 недели при комнатной температуре;

2. Раствор малахитового зеленого:
Малахитовый зелены й ............................................ 2 г
Стерильная дистиллированная в о д а .....................100 мл
Взвешенный порошок малахитового зеленого растворяют в 

стерильной теплой дистиллированной воде и помещают раствор в 
термостатна 1—2—2,5чдля большего растворения. Затем фильтру­
ют раствор через бумажный фильтр, разливают по флаконам или 
небольшим колбам и стерилизуют при 1 атм. (121 °С) в течение 
30 мин. Приготовленный раствор не подлежит длительному хране­
нию, и при появлении осадка или изменении окраски его заменяют 
свежим раствором;

3. Яичная масса.
Свежие диетические куриные яйца со сроком хранения не бо­

лее 7 суток без трещин и дефектов скорлупы тщательно отмывают в 
теплой проточной воде с помощью ручных щеток и щелочного
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мыла, затем оставляют на 30 мин в мыльном растворе. Тщательно 
промывают в проточной воде и погружают в 70 %-й этиловый 
спирт на 30 мин. Перед тем, как начать работу с чистыми и сухими 
яйцами, рекомендуется тщательно вымыть руки с мылом и щет­
кой. Затем в стерильном боксе разбивают яйца стерильным ножом 
в стерильную посуду, доводя общий объем яичной массы до 1 л (для 
этого требуется в среднем 20—25 яиц, в зависимости от их величи­
ны). Тщательно взбивают яичную массу стерильным венчиком 
или в стерильном миксере при минимальной скорости.

Приготовление среды.
В большую стерильную емкость, соблюдая правила асептики,

помещают следующие растворы:
Раствор минеральных солей ...................................  600 мл
Гомогенизированная яичная масса.............................  1000 мл
Смесь тщательно перемешивают и фильтруют через 4-слой- 

ный стерильный марлевый фильтр. Добавляют 20 мл раствора ма­
лахитового зеленого, тщательно перемешивают, избегая образова­
ния пены, и в течение не более 15 минут разливают в пробирки при­
близительно по 5 мл, следя за тем, чтобы в растворе не сформиро­
вался осадок.

Коагуляция свертывание среды.
Для свертывания среды используют специальные аппара- 

ты-свертыватели типа «АСПС». Пробирки с разлитой в них средой 
помещают в специальные штативы с подобранным углом наклона 
для формирования скошенной поверхности среды высотой 
8—10 см. Штативы устанавливают в свертыватель и проводят коа­
гуляцию при 85 °С в течение 45 мин.

Хранение среды.
Готовую питательную среду проверяют на стерильность, поме­

щая 10 пробирок из вновь приготовленной партии в термостат при 
37 °С на 3 суток. По истечении времени инкубации в пробирках на 
питательной среде должен отсутствовать микробный рост. В случае 
наличия роста приготовленная партия среды подлежит уничтоже­
нию. Приготовленная партия среды должна иметь этикетку с датой 
изготовления и сохраняться в холодильнике при 4 °С с тщательно 
закрытыми пробками для предотвращения высыхания. Срок хра­
нения среды не должен превышать 4 недели.

М е т о д и к а  п р и г о т о в л е н и я  с р е д ы  « Новая» .
Среда «Новая» — это плотная яичная среда, на которой хоро­

ший рост колоний М  terrae получают приблизительно на 5—7-й 
день после посева материала проб.

В рецептуру питательной среды «Новая» входят следующие 
компоненты в весовых %:
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Калий фосфорно-кислый одноосновной............0,05
Натрий лимонно-кислы й...................................... 0,05
Магний серно-кислый............................................ 0,05
Натрий пировиноградно-кислый гликокол . . .  0,2
Глицерин....................................................................3,6
Малахитовая зелень.................................................. 0,036
Желтки яи ц ................................................................. 50,0
Дистиллированная в о д а ..........................................до 100,0
Способ получения концентрированной питательной среды за­

ключается в смешивании сухих навесок ингредиентов солей (кроме 
бактерицидного красителя) с желточной массой, стерилизации ин­
гредиентов 70 %-м этиловым спиртом, растворении бактерицид­
ного красителя в глицерине и соединении всех компонентов среды.

Для получения 1 литра концентрированной питательной сре­
ды необходимо:

-  сделать навески: однозамещенного фосфорно-кислого ка­
лия — 1 г, лимонно-кислого натрия — 1 г, серно-кислого магния — 
1 г, натрия пировиноградно-кислого гликокола -  4 г и каждую 
навеску поместить в стерильную фарфоровую ступку;

-  обеззаразить навески путем смачивания каждой навески 
1 мл 70 %-го этилового спирта. Затем поместить ступки с навеска­
ми в термостат при температуре 37 °С и высушить при периодичес­
ком помешивании в течение 45 мин;

-  приготовить 1 л желточной массы. 50 штук куриных яиц об­
работать снаружи с целью обеззараживания 70 %-м спиртом. Затем 
отделить белок от желтка. Перенести желточную массу в мерную 
колбу и тщательно гомогенизировать.

Приготовить желточно-солевую смесь. К 1 литру желточной 
массы добавить обеззараженные навески и перемешать.

Приготовить раствор бактерицидного красителя. Навеску 
700 мг малахитовой зелени смочить 1 мл 70 %-го спирта и соеди­
нить с 70 мл глицерина (это соответствует 1 %-му раствору малахи­
тового зеленого в глицерине).

Получение концентрированной питательной смеси. Произво­
дят соединение 1 л желточно-солевой смеси с 70 мл 1 %-го раствора 
малахитового зеленого в глицерине и тщательно гомогенизируют. 
Полученную концентрированную питательную смесь среду вы - 
держивают в течение суток при комнатной температуре и разлива­
ют среду во флаконы емкостью 250 мл, которые герметично упако­
вывают и маркируют. Укупоренные флаконы с концентрирован­
ной питательной средой хранят в холодильнике при 3—5 °С в тече­
ние 3—4 недель.

Приготовление рабочей (используемой при тестировании ДС) 
плотной питательной среды в пробирках. К концентрированной
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питательной среде добавляют равный объем стерильной дистил­
лированной воды (1 : 1), гомогенизируют, разливают по 5 мл в 
пробирки. Для образования скоса питательной среды пробирки 
укладывают в наклонном положении в свертыватель, предвари­
тельно нагретый до 90 °С. Среду коагулируют 20 мин при темпера­
туре 82—83 °С. Контроль приготовленной партии среды на сте­
рильность осуществляют также, как описано для среды Левен- 
штейна-Йенсена.

Пробирки с питательной средой могут храниться в холодиль­
нике при температуре 5 °С в течение 4 недель. При длительном хра­
нении необходимо пробирки герметично укупорить и поместить в 
полиэтиленовые пакеты, чтобы предотвратить высыхание среды.

Материалы и оборудование, необходимые для изучения тубер- 
кулоцидной активности ДС

Химические вещества

П р и л о ж е н и е  3 
р е к о м е н д у е м о е

Магний серно-кислый MgS04 х 7Н20
Натрий лимонно-кислый 
C6H50 7Na3 х 5,5Н20
Калий фосфорно-кислый однозамещенный
к н 2р о 4
Натрий пировиноградно-кислый 
Глицерин С3Н80 3
Малахитовый зеленый C52H540 12N4 
Вода дистиллированная 
Желтки куриных яиц 
Магний лимонно-кислый

ГОСТ 4523-77

ГОСТ 22280-86

ТУ-6-09-5324—87 
ТУ 6-09-08-990-83 
ГОСТ 6259-75 
ТУ-6-09-1557-77 
ГОСТ 6709-77

Mg3(C6H50 7)2 х 14Н20  
L-аспарагин C4H8N20 3 х Н20

Мидцлбрук 7Н9 порошок бульона 
10 % ADC ростовая добавка

ТУ-6-09-1770-77
импортный
реактив
импортная среда
импортный
реактив

нейтрализующий бульон Ди-Ингли фирма HIMEDIA
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спирт этиловый, ректификационный
технический ГОСТ 18300—72
стерильная дистиллированная вода 

Оборудование
Весы лабораторные (например, 
весы для химических реактивов 
с точностью до 0,01 г, 
рекомендованные к применению 
приказом М3 РФ №109)
Аппарат для свертывания питательных 
сред, например, АСПС-«Торгмаш»

Термостат на 37 °С, например, термостат 
суховоздушный ТВ-80-«ПК-К»
Низкотемпературная морозильная 
камера для хранения тест-культур 
микроорганизмов, например, морозильник 
сверхнизких температур MDF-4086S
Камера на 1 или 2 м3 с необходимыми 
приспособлениями для изучения 
обеззараживания воздуха
Микроскоп
Аэрозольный генератор 
Гидропульт, автомакс, «Квазар»
Шейкер, например, шейкер 
лабораторный S-3.02

Бытовой холодильник (например,
холодильник-морозильник
STINOL256Q)

Плита электрическая бытовая 
Штативы лабораторные химические

ГОСТ 24104-80

per. № 29/070204 
01/3573-02

per. № 98/219-151 

per. № 60202380

per. № 14413 
ГОСТ 12.2.05

сер. № 10341088 
1041
ГОСТ 14919-83 
ТУ 48-0534-8-87

Тест-объекты: ткань бязевая и батистовая; поверхности разме­
ром 10 х 10 см из различных материалов; предметы ухода за боль­
ными; игрушки мелкие и крупные из различных материалов; меди­
цинские инструменты разнообразные по форме, характеру повер-
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хности и материалу; жесткий и гибкий эндоскопы; набор резино­
вых и пластиковых трубок; столовая посуда и приборы; лаборатор­
ная посуда и посуда из-под выделений; бинты, вата.
Секундомер механический ГОСТ 8.423-81
Термометры ГОСТ 215-73
Карандаш по стеклу ТУ 46-22-904-78

Лабораторная посуда
Пипетки вместимостью 1,0 и 10,0 см3 
2 класса точности ГОСТ 20292-74
Пробирки химические ГОСТ 10515-6
Чашки Петри ГОСТ 25336-82
Спиртовка лабораторная 
или газовая горелка ГОСТ 25336-82
Цилиндры вместимостью 
100,0 и 250,0 см3 ГОСТ 1770-74
Колбы вместимостью 
100,0; 250,0 и 1 000,0 см3 ГОСТ 25 336-82
Склянки Дрекселя

5.3. Методы изучения и оценки фунгицидной активности 
дезинфицирующих средств

5.3.1. Общие положения
5.3.1.1. Тест-микроорганизмы для изучения фунгицидной активности ДС 

и их субстанций. Требования к тест-грибам
При изучении фунгицидной активности ДС и их субстанций в 

качестве тест-микроорганизмов используют культуры грибов: 
Candida albicans (штамм 15) -  для оценки фунгицидной активности 
в отношении возбудителей кандидозов, Trichophyton gypseum (муз. 
штамм НИИД) -  для оценки фунгицидной активности в отноше­
нии возбудителей дерматофитий, Aspergillus niger (муз. штамм 
НИИД) для оценки фунгицидной активности в отношении плес­
невых грибов рощ Aspergillus.

При сертификационных испытаниях [66] и экспертной оценке 
ранее зарегистрированных ДС набор тест-микроорганизмов может 
быть ограничен наиболее устойчивыми представителями каждой 
группы.

Условия культивирования тест-грибов. Тест-микроорганизмы 
культивируют на следующих питательных средах:
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С. albicans — на бульоне Сабуро, агаре Сабуро при температуре 
плюс 27 °С в течение 2—10 суток;

Т. gypseum — на бульоне Сабуро, агаре Сабуро при температуре 
плюс 27 °С в течение 28 суток;

A. niger — на бульоне Сабуро, агаре Сабуро при температуре 
37 °С в течение 2 суток, а затем выдерживают 3—5 суток при темпе­
ратуре (20 ± 2) °С в темном месте.

Музейные культуры указанных выше микроорганизмов хра­
нят при температуре (3 ± 1) °С в ампулах (после лиофильной суш­
ки) или на плотных питательных средах (посев уколом) под слоем 
стерильного вазелинового масла (толщина слоя 1,5—3 мм), а рабо­
чие культуры -  на скошенном агаре или в бульоне.

Тест-микроорганизмы должны иметь типичные биохимичес­
кие, морфологические, тинкториальные, культуральные и фер­
ментативные свойства, присущие данному виду и обладать стан­
дартной устойчивостью к эталонным ДС: растворам хлорамина, 
перекиси водорода, Катамина АБ -  алкилдиметилбензиламмония 
хлорида АД БАХ, глутарового альдегида табл. 5.7.

Таблица 5.7
У с т о й ч и в о с т ь  т е с т - м и к р о о р г а н и з м о в  

к  д е з и н ф и ц и р у ю щ и м  с р е д с т в а м

Дезинфи­ Концентра- Время гибели тест-грибов, мин, не менее
цирующее ция раство­

С .  albicans Т .  gypseum A. nigerсредство ра по ДВ, %
Хлорамин 1,0* 35 50 -

АДБАХ 0,5 5 25 -

1,0 15 _ _

Глутаровый 2,0 30альдегид
2,5 - - 60

Перекись 4,0 - 50 -
водорода 6,0 >60 - 60

* концентрация раствора указана по препарату.

Методы приготовления суспензии тест-микроорганизмов. Опре­
деление биологической концентрации тест-грибов в суспензии. Куль­
туры тест-грибов подвергают контролю их качества. В частности, 
непосредственно перед использованием культур для исследовате­
льских целей необходимо убедиться в том, что тест-штаммы, вы­
росшие на питательной среде, не загрязнены посторонней мик-
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рофлорой. Для оценки роста культур тест-грибов визуально про­
сматривают каждую пробирку и учитывают характер и массивность 
роста, изменение цвета питательной среды.

Рабочие суспензии тест-грибов готовят из культуры данного 
тест-штамма, выращенного на питательной среде.

Культуру Т. gypseum, выращенную на бульоне Сабуро при тем­
пературе 27 °С в течение 28 суток, извлекают петлей из пробирки, 
помещают в фарфоровую ступку и растирают с небольшим коли­
чеством стерильного физиологического раствора до гомогенной 
взвеси с минимальным размером частиц. Полученную суспензию 
фильтруют через стерильный ватно-марлевый фильтр и доводят с 
помощью физиологического раствора по оптическому стандарту 
мутности (ФГУН Государственного научно-исследовательского 
института стандартизации и контроля медицинских биологичес­
ких препаратов им. Л. А. Тарасевича Роспотребнадзора) № 20 до 
концентрации 2 * 109 КОЕ/мл.

Культуру С  albicans выращивают на агаре Сабуро в течение 
2 суток при температуре 27 °С в течение 48 ч. Затем ее смывают с 
питательной среды небольшим количеством стерильного физио­
логического раствора и тщательно перемешивают. Полученную 
суспензию фильтруют и разводят так же, как и культуру Т. gypseum.

Культуру A. niger, выращенную на бульоне Сабуро в течение 
2 суток и выдержанную в течение 3—5 суток в темном месте, извле­
кают петлей из пробирки, помещают в фарфоровую ступку и расти­
рают с небольшим количеством стерильного физиологического 
раствора до гомогенной суспензии с минимальным размером час­
тиц. Полученную взвесь фильтруют через стерильный ватно-мар­
левый фильтр и доводят до концентрации 2 • 109 КОЕ/мл по опти­
ческому стандарту мутности.

В связи с тем, что суспензия может содержать наряду с живыми 
мертвые микроорганизмы, необходимо определять биологическую 
концентрацию тест-грибов. Для этого проводят десятикратные 
разведения суспензии тест-гриба в стерильной дистиллированной 
воде с последующим высевом суспензии в чашки Петри с плотной 
питательной средой (агар Сабуро). После определенного времени 
инкубации при соответствующей температуре подсчитывают ко­
личество выросших колониеобразующих единиц КОЕ и опреде - 
ляют количество жизнеспособных клеток в одном мл суспензии.

Устойчивость тест-грибов к растворам эталонных ДС опреде­
ляют методом батистовых тест-объектов (п. 5.3.2.2). Проверку 
устойчивости проводят не реже 1 раза в месяц. При снижении ре­
зистентности культур делают их пересевы на обогащенные пита­
тельные среды до восстановления устойчивости.
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Приготовление рабочих растворов ДС и их субстанций прово­
дят в соответствии с п. 5.1Л .2.

5.3.2. Методы исследований и оценки результатов фунгицидной 
активности ДС и их субстанций in vitro

Целью исследований является определение уровня и спектра 
фунгицидной активности ДС и их субстанций.

Субстанции (действующие вещества), предназначенные для 
производства ДС должны соответствовать следующим требовани­
ям:

• хорошо растворяться в воде или других растворителях;
• обладать фунгицидным действием, т. е. убивать грибы, а не 

задерживать их рост;
• иметь удовлетворительные органолептические (по цвету, за­

паху) и физико-химические (по растворимости, биоразлагаемости 
и стабильности при хранении и др.) свойства.

Фунгицидную активность ДС и их субстанций определяют 
суспензионным методом или методом батистовых тест-объекгов.

5.3.2.1. Суспензионный метод
Для приготовления растворов ДС в различных концентрациях 

Д В средства разводят или растворяют в стерильной питьевой воде и 
по 4,5 мл разливают в стерильные пробирки. Добавляют по 0,5 мл 
суспензии тест-гриба (п. 5.3.1.1.), содержащей 1 - 109 КОЕ/мл, и 
тщательно перемешивают. Через определенные интервалы време­
ни (15 мин) по 0,5 мл взвеси «тест-микроорганизм +ДВ» добавляют 
к 4,5 мл соответствующего нейтрализатора. Тщательно перемеши­
вают и оставляют на 5 мин. Затем по 0,5 мл вносят в пробирку с 
4,5 мл стерильной питьевой воды, после чего по 0,1 мл из этой про­
бы вносят в пробирки с 5 мл жидкой и на поверхность твердой пи­
тательных сред. В контрольных опытах вместо ДВ используют сте­
рильную питьевую воду, а посевы делают в среду без нейтрализато­
ра и с нейтрализатором.

Температура инкубирования посевов в термостате и сроки уче­
та результатов опыта зависят от вида микроорганизма (п. 5.3.1.1). 
Для подтверждения снятия биоцидного действия ДВ из пробирок, 
в которых отсутствовал рост тест-грибов, ежедневно делают пере­
сев по 0,5 мл в 4,5 мл новой питательной среды.

Результаты опыта оценивают по наличию или отсутствию рос­
та грибов в жидкой и на твердой питательной среде. Сравнение 
проводят с контролем опыта, которым является посев тест-грибов 
в питательную среду без добавления действующего вещества.

Эффективной считают концентрацию средства, при которой 
трижды повторенный опыт при определенном времени воздей-
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ствия дает отрицательный результат (отсутствие роста грибов) при 
наличии типичного роста тест-гриба в контроле.

5.3.2.2. Метод батистовых тест-объектов
Приготовление суспензии грибов проводят в соответствии с 

п. 5.3.1.1. Подготовку батистовых тест-объектов, их контаминацию и 
постановку эксперимента осуществляют так, какуказановп. 5.1.2.2.

Хранят контаминированные тест-объекты в чашках Петри в 
холодильнике при температуре 4 °С.

Срок хранения тест-объекгов, контаминированных С albi­
cans — 4 суток, Т. gypseum и A. niger -  30 суток.

Критерием активности ДВ субстанции является 100 %-я ги - 
бель тест-грибов (отсутствие роста в опытных пробах) при времени 
дезинфекционной выдержки: С. albicans, Г. gypseum, А. niger -  не 
более 60 мин.

5.3.2.3. Методы исключения фунгистатического действия 
действующих веществ

Для определения фунгицидного и исключения фунгистати­
ческого действия ДВ по истечении экспозиции необходимо пре­
кратить воздействие ДВ на тест-культуру. Это достигается путем 
использования следующих методов:

~ применения химического нейтрализатора;
-  посева в большой объем питательной среды;
-  ежедневного пересева на новые питательные среды.
Применение химического нейтрализатора ДВ, контроль его

эффективности и полноты нейтрализации ДВ при воздействии на 
культуры грибов проводят в соответствии с п. 5.1.2.3.

Критерии отбора действующих веществ субстанций. Крите - 
рием отбора действующего вещества в качестве субстанции для со­
здания ДС, предназначенных для обеззараживания объектов, кон­
таминированных тест-грибами, является наличие у него фунги­
цидной активности.

Гибель тест-микроорганизмов должна составлять 100 % при 
времени действия мин ДС в минимальной концентрации в отно - 
шении:

-  грибов С. albicans, Т. gypseum — не более 60 мин;
-  А. niger— не более 120 мин.

5.3 .2.4. Методы изучения факторов, влияющих на фунгицидную 
активность Д С и их субстанций

Исследования включают определение спектра фунгицидного 
действия ДС, а при проведении углубленного изучения дополни­
тельно определяют влияние различных факторов (pH, температура, 
органические вещества) на фунгицидную активность растворов ДС.
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Изучение спектра фунгицидной активности и влияние на ак­
тивность различных факторов проводят методом батистовых тест- 
объектов, контаминированных тест-культурами С. albicans, Т. gyp- 
seum, A. niger.

Изучение зависимости активности ДС от присутствия органи­
ческих веществ и pH, а также изучение влияния температуры на ак­
тивность исследуемого ДС проводят в соответствии с п. 5.1.2 А

Критерии оценки фунгицидной активности ДС. Для ДС, пред­
назначенных для обеззараживания различных объектов, гибель 
тест-грибов должна составлять 100 % при времени действия мин 
дезинфицирующего раствора в минимальной концентрации ДВ в 
отношении:

-  грибов С. albicans, Т. gypseum -  не более 60 мин;
-  A. niger -  не более 120 мин.
Влияние факторов среды на активность ДС учитывается при  ̂

разработке оптимальных режимов и применении ДС в практике.
5.33. Методы исследования фунгицидной эффективности ДС,

предназначенных для обеззараживания различных объектов 
внешней среды, контаминированных тест-грибами

Цель исследования — разработка режимов применения ДС с 
учетом условий их дальнейшего применения в практике для обез­
зараживания ИМН, предметов ухода за больными, игрушек, белья, 
поверхностей, посуды, выделений и пр., в зависимости от вида 
контаминации, концентрации действующего вещества, времени 
воздействия, нормы расхода, характера объекта, наличия на нем 
органического загрязнения и его специфики, температуры, спосо­
ба и кратности обработки.

5.3.3.1. Исследование фунгицидной эффективности ДС, предназначенных 
для обеззараживания ИМН

При выборе ДС для изучения с целью последующей рекомен­
дации для обеззараживания изделий медицинского назначения 
(ИМН) следует учитывать:

-  назначение и кратность применения изделия (многократно­
го или однократного применения);

-  наличие у средства негативных свойств, например, корроди­
рующего или фиксирующего действия и др., ограничивающих воз­
можности его использования или требующих индивидуального ме­
тодического подхода при исследовании;

-  материал материалы из которого изготовлено изделие;
-  функциональные особенности изделия и условия его экс­

плуатации, обусловливающие особенности методики проведения
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эксперимента и последующих рекомендаций по технологии их об­
еззараживания.

Определения эффективности ДС при обработке ИМН из раз­
личных материалов (кроме эндоскопов). В качестве тест-изделий 
используют стерильные инструменты и изделия медицинского на­
значения (катетеры, микропипетки, пластмассовые шпатели и др.) 
из различных материалов (металлов, резин, стекла, пластмасс) или 
имитирующие их тест-объекгы. Перечень инструментов, взятых в 
эксперимент, должен включать не менее трех инструментов, име­
ющих замковые части (щипцы, ножницы, корнцанг) и не менее 
двух, не имеющих замковые части (пинцеты, шпатели), а также 
стоматологические, в т. ч. вращающиеся, инструменты (не менее 
4) -  бор, бурав корневой, зеркало, диск шлифовальный. В качестве 
тест-изделий из резин, стекла, пластмасс используют фрагменты 
изделий катетеров, микропипеток, шпателей и пр..

В качестве тест-грибов используют суспензии культур 
С. albicans, Т gypseum. На поверхность тест-изделия (у замковых 
изделий — в область замка, а при наличии каналов и полостей — 
также в канал изделия) с помощью пипетки наносят по 0,1 мл 
1 млрд суспензии того или иного вида тест-микроорганизмов, со­
держащей 40 % инактивированной лошадиной сыворотки. Тест- 
изделия подсушивают до полного высыхания. Мелкие тест-изде­
лия погружают в указанную суспензию грибов на 15 мин, затем их 
извлекают и подсушивают (до полного высыхания). Дезинфици­
рующие растворы готовят на стерильной питьевой воде.

После подсушивания контаминированные изделия полнос­
тью погружают в раствор испытываемого ДС, заполняя им все ка­
налы и полости изделий, избегая образования воздушных пробок. 
Инструменты, имеющие замковые части, погружают раскрытыми, 
предварительно сделав ими в растворе ДС несколько рабочих дви­
жений для лучшего проникновения раствора в труднодоступные 
участки изделий в области замка. Толщина слоя раствора ДС над 
изделиями должна быть не менее 1 см. Параллельно для контроля 
изделия погружают в воду.

Через определенное время (от 5 до 120 мин) изделия извлекают 
из раствора и марлевой салфеткой размером 5 x 5  см2, пропитан­
ной нейтрализатором, с поверхности изделия делают смывы, затем 
салфетку помещают в пробирку с 10 мл того же нейтрализатора и 
встряхивают с бусами в течение 5—10 мин. Канал изделия промы­
вают раствором нейтрализатора. Мелкие изделия погружают в рас­
твор нейтрализатора на 5 мин, а затем переносят в пробирки с жид­
кой питательной средой. Для контроля эффективности обеззара­
живания смывную жидкость с поверхности изделия и из канала за­
севают на соответствующие питательные среды (п. 5.3.1.1). Посевы
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выдерживают в термостате при температуре и времени, оптималь­
ных для роста использованного тест-микроорганизма.

Кратность постановки эксперимента должна быть достаточ­
ной для получения статистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация-время-темпе- 
ратура), обеспечивающий гибель тест-грибов на всех изделиях. 
При наличии положительных проб эксперимент повторяют, уве­
личивая концентрацию или время воздействия.

Критерий эффективности обеззараживания — 100 %-я гибель 
С. albicans, Т. gypseum.

Время обеззараживания изделий, контаминированных 
С. albicans у Т. gypseum -  не более 120 мин.

5.3.3.2. Исследование фунгицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания эндоскопов, включая дезинфекцию 

высокого уровня ДВУ

Для определения эффективности ДС при обеззараживании 
эндоскопов в качестве тест-объектов используют стерильные фраг­
менты эндоскопа или эндоскоп (гибкий — гастроскоп, жесткий -  
цистоскоп), а в качестве тест-гриба — С albicans.

На наружную поверхность тест-объекта наносят по ОД мл 
1 млрд суспензии С albicans, содержащей 5 % сыворотки; через ка­
нал эндоскопа с помощью пипетки пропускают не менее 5 мл та­
кой же суспензии. После этого эндоскоп подсушивают в течение 
20 мин. Затем контаминированное изделие погружают в раствор 
ДС, заполняя полости и каналы эндоскопа. Через определенные 
интервалы времени в течение 5—60 мин изделие извлекают и дела­
ют смыв с наружной поверхности марлевой салфеткой, смоченной 
в растворе нейтрализатора. Канал изделия промывают нейтрализа­
тором. Смывную жидкость засевают на соответствующие пита­
тельные среды.

Критерий эффективности обеззараживания эндоскопов — 
100 %-я гибель С. albicans не более чем через 60 мин.

Определение эффективности ДС при дезинфекции высокого 
уровня ДВУ эндоскопов. Данная методика предназначена для 
разработки режимов дезинфекции высокого уровня ДВУ эндос - 
копов при проведении «нестерильных» диагностических и лечеб­
ных манипуляций.

ДС, предназначенное для ДВУ эндоскопов должно обеспечи­
вать гибель на эндоскопах С. albicans.

Для исследования выбирают ДС, эффективное для стерилиза­
ции эндоскопов, и испытания его проводят при тех же условиях 
(концентрация, температура), что и при стерилизации эндоскопов, 
определяя необходимое время дезинфекционной выдержки для
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достижения гибели тест-микроорганизма. При определении эф­
фективности средств для ДВУ эндоскопов в качестве тест-объектов 
используют фрагменты канала гибкого эндоскопа или его 
имитаторы в виде трубок из пластика длиной 2 см, диаметром 2 мм.

Стерильные тест-объекты искусственно контаминируют, на­
нося с помощью дозатора/микропипетки в центральную часть ка­
нала и на поверхность каждой трубки суспензию С  albicans из рас­
чета 106 клеток С. albicans на каждое изделие. Для имитации орга­
нического загрязнения к суспензии микроорганизмов перед конта­
минацией объекта добавляют 2 % инактивированной лошадиной 
сыворотки.

Контаминированные тест-объекты подсушивают при комнат­
ной температуре (18—22 °С) в течение 20 мин.

Дезинфицирующий раствор готовят на стерильной питьевой 
воде согласно п. 1.2. Обработку исследуемым ДС осуществляют 
способом погружения в испытуемый дезинфицирующий раствор. 
Через определенные интервалы времени, зависящие от химическо­
го состава средства, в промежутке от 5 до 60 мин, тест-изделия из­
влекают из дезинфицирующего раствора, помещают на 5—10 мин в 
раствор соответствующего нейтрализатора.

Затем тест-изделия помещают в пробирки с питательной сре­
дой для проверки эффективности обеззараживания: для С. albi­
cans — бульон Сабуро.

Посевы выдерживают в термостате при температуре и време­
ни, оптимальных для роста использованного тест-микроорганиз­
ма: для С. albicans — 27 °С 7 суток, после чего проводят учет резуль­
татов эксперимента.

В качестве контроля используют тест-объекты, контаминиро­
ванные как указано выше и помещенные в воду на время дезинфек­
ционной выдержки.

Кратность постановки эксперимента должна быть достаточ­
ной для получения статистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация—время-тем­
пература), обеспечивающий гибель тест-микроорганизма на всех 
тест-изделиях при отсутствии его роста в питательной среде. Поло­
жительной считается проба с характерным ростом микроорганиз­
ма, дающая изменение питательной среды (помутнение, осадок, 
хлопья и т. д.) или положительный результат (характерный рост 
микроорганизма) при пересеве на плотную питательную среду, или 
обнаружение микроорганизмов в растворе применявшегося ней­
трализатора. При наличии положительных проб эксперимент по­
вторяют, увеличивая время воздействия, но не более чем до 60 мин.

При необходимости эффективность разработанного режима 
проверяется в практических условиях.
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Критерий эффективности обеззараживания -  100 %-я гибель 
С. albicans.

Время обеззараживания — не более 60 мин.
Примечание: средство долж но обладать стерилизующим действием [16, 73].

5.3.3.3. Исследование фунгицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания стоматологических оттисков

При разработке режимов обеззараживания стоматологических 
оттисков в качестве тест-микроорганизма используют С, albicans. В 
качестве тест-объектов используют оттиски из альгинатных, сили­
коновых или других материалов. Для изготовления оттисков еле- 
почную массу, полученную в соответствии с рекомендациями изго­
товителя, помещают в пластмассовую или металлическую ложку и 
делают оттиск с пластмассовых зубных протезов с моделированной 
десной. На оттиски наносят по 0,1 мл 1 мрлд суспензии С. albicans 
(с добавлением 40 % инактивированной сыворотки), подсушивают 
их в течение 2—3 мин, затем полностью погружают в раствор ДС. 
При установленном фиксирующем действии Д С оттиски перед по­
гружением в дезинфицирующий раствор промывают проточной 
питьевой водой. Параллельно для контроля контаминированные 
оттиски погружают в воду. Через определенное время (5—30 мин) 
оттиски извлекают из раствора и марлевой салфеткой, пропитан­
ной нейтрализатором, делают смывы. Салфетки помещают в сте­
рильные пробирки с бусами, содержащие 10 мл нейтрализатора, и 
встряхивают в течение 10 мин. Затем делают посев смывной жид­
кости на питательные среды для контроля эффективности обезза­
раживания.

Критерий эффективности обеззараживания — 100 %-я гибель 
С. albicans при времени обеззараживания не более 60 мин.

5.3.3.4. Исследование фунгицидной эффективности ДС, предназначенных 
для обеззараживания предметов ухода за больными, игрушек

При изучении эффективности ДС используют тест-объекты, 
имитирующие предметы ухода за больными, или непосредственно 
предметы ухода (подкладные клеенки, резиновые грелки, судна, 
объекты из стекла и пластмасс; термометры, пластмассовые нако­
нечники для клизм и др.), игрушки (пластмассовые, металличес­
кие, деревянные, резиновые, кроме мягких).

В качестве тест-микроорганизмов используют С. albicans и 
I \ gypseum. Для имитации загрязнения используется 40 % инакти­
вированной лошадиной сыворотки или сыворотки крупного рога­
того скота. Для этого перед контаминацией объектов к суспензии 
тест-грибов добавляют необходимое количество сыворотки.
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Перед контаминацией тест-грибами тест-объекты подвергают 
механической очистке — моют водой с мылом и щеткой.

После подсушивания контаминированные тест-объекты рас­
полагают горизонтально и на них пипеткой наносят суспензию 
тест-грибов из расчета 0,5 мл 2-миллиардной взвеси на площадь в 
100 см2. Суспензию равномерно распределяют по поверхности 
тест-объектов стеклянным шпателем, подсушивают (до полного 
высыхания) при комнатной температуре 18—20 °С и относитель­
ной влажности воздуха 50—60 %, затем обрабатывают дезинфици­
рующим раствором.

Обработку предметов ухода за больными и игрушек проводят 
способами протирания, погружения и для крупных игрушек — оро­
шения капельное.

Норму расхода дезинфицирующего раствора при обеззаражи­
вании способами протирания или орошения определяют в зависи­
мости от способа обработки аналогично опытам по обеззаражива­
нию поверхностей (п. 5.3.3.6). Двукратное протирание или ороше­
ние проводят через 5—15 мин после первого.

При обработке способом погружения в дезинфицирующий 
раствор предметов ухода за больными и мелких игрушек последний 
должен полностью и с избытком покрывать все объекты. При по­
гружении мелких игрушек необходимо препятствовать их всплы­
тию.

Время обеззараживания объектов определяют в интервале от 
15 до 120 мин в зависимости от вида тест-гриба и наличия органи­
ческого загрязнения.

Контрольные тест-объекты обрабатывают стерильной питье­
вой водой из того же расчета, что и опытные.

Контроль эффективности обеззараживания тест-объектов 
проводят следующим образом: марлевой салфеткой (размером 
5 х 5 см2), смоченной в растворе нейтрализатора соответствующе­
го для данного ДС, тщательно протирают тест-объект и погружают 
ее в 10 мл этого же нейтрализатора, находящегося в пробирках с бу­
сами. Время отмыва марлевой салфетки 10 мин при постоянном 
встряхивании, Отмывную жидкость сеют на 2—3 чашки по 
0,2—0,5 мл в каждую на твердые питательные среды.

Посевы помещают в термостат при температурах 28 или 37 °С и 
учитывают результаты через 2—28 суток в зависимости от вида 
тест-микроорганизма.

Критерий эффективности обеззараживания — не менее 100 % 
гибели тест-грибов.

Время обеззараживания объектов, контаминированных С. albi­
cans, I ' gypseum — не более 120 мин.
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5.3.3.5. Исследование фунгицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания белья

Эффективность обеззараживания белья ДС определяют с по­
мощью тест-объектов, представляющих собой кусочки ткани из 
бязи размером 2 х 2 см. В качестве тест-культур используют грибы 
С albicans и 71 gypseum. Стерильные тест-объекты пропитывают 2-х 
млрд суспензией тест-грибов из расчета 20 мл на 10 тест-объектов и 
подсушивают в термостате. Далее контаминированные тест-объек­
ты помещают в стерильные бязевые мешочки размером 5 х 8 см по 
2 штуки в каждый.

При разработке режима обеззараживания загрязненного белья 
к суспензии грибов перед контаминацией тест-объектов добавляют 
40 % инактивированной сыворотки (6 мл 2-х млрд взвеси С albi­
cans или 71 gypseum смешивают с 4 мл инактивированной сыворот­
ки) или 40 % фекальной эмульсии (6 мл 2-х млрд взвеси С. albicans 
смешивают с 4 мл фекальной эмульсии). Для приготовления фе­
кальной эмульсии 8 г фекалий растирают в ступке с 20 мл воды. 
Контаминированные тест-объекты подсушивают в термостате при 
37 °С в течение 20—25 мин или 1,5—2,0 ч при комнатной темпера­
туре до полного высыхания.

При разработке режимов обеззараживания белья, не загряз­
ненного выделениями, белье погружают в емкость с дезинфициру­
ющим раствором из расчета 4 л раствора на 1 кг сухого белья. При 
разработке режимов обеззараживания белья, загрязненного выде­
лениями, его погружают в емкость с дезинфицирующим раство­
ром из расчета 5 л раствора на 1 кг сухого белья. Белье погружают в 
раствор последовательно, одну вещь за другой, следя за тем, чтобы 
между вещами не образовывались воздушные полости, препя­
тствующие процессу дезинфекции. Мешочки с контаминирован- 
ными тест-объектами распределяют между слоями белья (сверху, в 
середине, внизу). Через заданное время воздействия дезинфектан­
та (например, 15, 30, 60 мин) извлекают по 1 мешочку с каждого 
уровня, стерильным пинцетом вынимают тест-объекты, переносят 
их в раствор нейтрализатора на 5 мин, затем промывают 5 мин в 
стерильной питьевой воде, затем помещают в жидкие питательные 
среды. В контрольных опытах вместо дезинфицирующего раствора 
используют стерильную питьевую воду.

Критерий эффективности — 100 %-я гибель тест-грибов.
Время обеззараживания белья без видимых загрязнений, кон- 

таминированного С. albicans, 71 gypseum — не более 240 мин.
Время обеззараживания белья, загрязненного выделениями и 

контаминированного С  albicans, 71 gypseum — не более 240 мин.
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5.3.3.6. Исследование фунгицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания поверхностей

Исследования проводят в зависимости от вида поверхностей, 
их положения (горизонтальное, вертикальное), способа и 
кратности обработки.

При разработке режимов обеззараживания поверхностей ис­
пользуют поверхности размером 10 х 10 см2 из различных матери­
алов: гладкие, шероховатые, впитывающие и не впитывающие (де­
ревянные, оштукатуренные, поверхности, окрашенные масляной, 
силикатной, водоэмульсионной или клеевой краской; оклеенные 
обоями, поверхности из линолеумных покрытий, поверхности из 
окрашенного или неокрашенного металла — нержавеющая хром- 
никелевая кислотостойкая сталь, пластика, стекла, искусственной 
или натуральной кожи, поверхности из облицовочной плитки — 
кафельной и метлахской, фаянса и др.), но не менее 5 видов повер­
хностей. В качестве тест-культур используют С. albicans, 
Г. gypseum.; А . niger используют для разработки режимов обеззара­
живания поверхностей с целью профилактики и борьбы с пле­
сенью. Для имитации загрязнения поверхностей санитарно-тех­
нического оборудования при контаминации С. albicans, Т. gypseum 
используют белковое загрязнение в виде 40 % инактивированной 
лошадиной сыворотки. Для имитации загрязнения поверхностей 
унитазов при контаминации С. albicans используют загрязнение в 
виде 40 % фекальной эмульсии. Для этого перед контаминацией 
объектов к суспензии грибов С. albicans, Г. gypseum добавляют не­
обходимое количество сыворотки и к суспензии С. albicans — необ­
ходимое количество фекальной эмульсии.

Перед контаминацией культурой грибов поверхности подвер­
гают механической очистке — моют водой с мылом и щеткой (за ис­
ключением поверхностей, оклеенных обоями и окрашенных клее­
вой краской). Последние протирают несколько раз стерильной 
салфеткой, увлажненной стерильной водопроводной водой.

Высушенные поверхности располагают горизонтально и на 
них пипеткой наносят взвесь тест-грибов из расчета 0,5 мл 2-мил­
лиардной микробной взвеси на площадь в 100 см2. Культуру равно­
мерно распределяют по поверхности стеклянным шпателем. По­
верхности подсушивают (до полного высыхания) при комнатной 
температуре 18—20 °С и относительной влажности воздуха 50—60 %, 
затем обрабатывают дезинфицирующим раствором.

При изучении эффективности обеззараживания линолеум, 
плитку метлахскую, искусственную или натуральную кожу, стекло 
располагают горизонтально, а дерево, окрашенное масляной, си­
ликатной, водоэмульсионной или клеевой красками, поверхности,
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оклеенные обоями, пластик, кафельную и фаянсовую плиткя  —  

вертикально.
Обработку поверхностей проводят способами протирания или 

орошения крупнокапельное и аэрозольное.
Для определения нормы расхода при однократной обработке 

дезинфицирующий раствор наносят с помощью пипетки на повер­
хность размером 10 х 10 см при применении способа протирания 
в количестве 1,0,1,5 или 2,0 мл, а при крупнокапельном орошении 
наносят с помощью дозатора 1,5—3,0 мл. При аэрозольном методе 
обработки изучают эффективность обеззараживания при норме 
расхода 30—50—100 мл/м2 (в зависимости от вида аэрозольного ге­
нератора и применяемой аэрозольной насадки). Многократное 
протирание или орошение проводят с интервалом между обработ­
ками 5—15—30 мин.

Время обеззараживания поверхностей определяют в интервале 
от 5 до 120 мин. Выбор экспозиции зависит от назначения и реко­
мендуемых условий применения средства.

Контрольные поверхности обрабатывают стерильной питье­
вой водой также и из того же расчета, что и опытные.

Исследования проводят при комнатной температуре. При не­
обходимости оценивают эффективность обеззараживания повер­
хностей при повышенной до 50 "С или пониженной до —30 аС тем­
пературе (исследования проводят в термо- или холодильной 
камере).

Для контроля эффективности обеззараживания тест-повер- 
хностей марлевой салфеткой (размером 5 x 5  см2), смоченной в 
растворе соответствующего для данного дезинфицирующего сре­
дства нейтрализатора, тщательно протирают тест-поверхность, за­
тем ее погружают в 10 мл этого же нейтрализатора, находящегося в 
пробирках с бусами. Время отмыва марлевой салфетки 10 мин при 
постоянном встряхивании. Отмывную жидкость сеют (на 
2—3 чашки по 0,1—0,2 мл в каждую) на твердые дифференциаль­
но-диагностические питательные среды.

Посевы выращивают в термостате при температуре 28 °С. Учет 
результатов проводят в течение 2—7 суток (С. albicans, А . niger) и 
21—28 суток (Т, gypseum) путем подсчета количества выросших ко­
лоний, затем рассчитывают плотность контаминации 100 см2 по­
верхности и процент обеззараживания, принимая количество ко­
лоний, снятых с контрольных поверхностей, за 100 %.

Критерий эффективности обеззараживания поверхностей — 
не менее 99,99 % гибели тест-грибов; время обеззараживания при 
контаминации С albicans, Т. gypseum — не более 240, A. niger — не 
более 360 мин.
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5.3.3.7. Исследование фунгицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания посуды

В зависимости от назначения ДС исследования проводят при 
обеззараживании посуды столовой и кухонной, лабораторной и 
из-под выделений.

В качестве тест-объекгов при разработке режимов обеззаражи­
вания столовой и кухонной посуды используют тарелки, стаканы, 
кружки из различных материалов (фарфор, фаянс, алюминий, 
стекло, пластик, посуда, покрытая эмалью); столовые приборы — 
ножи, вилки, ложки из различных материалов (нержавеющая 
сталь, алюминий, пластик); лабораторной посуды — предметные и 
покровные стекла, пипетки, чашки Петри, планшеты для иммуно­
логического анализа и другие; посуды из-под выделений — под­
кладные судна, мочеприемники, горшки, плевательницы и другие 
или тест-объекты их имитирующие. В качестве тест-микроорга­
низмов при контаминации столовой посуды используют 
С. albicans, лабораторной -  С. albicans, Т. gypseum.

При разработке режимов обеззараживания посуды с остатками 
пищи суспензию С. albicans смешивают с овсяной, манной или дру­
гой кашей, сваренной на молоке со сливочным маслом (к 10 г каши 
добавляют 1 мл 2-х миллиардной микробной взвеси).

Для имитации загрязнения чайной посуды используют кисель 
(к 10 г киселя добавляют 1 мл 2 млрд суспензии С albicans), лабо­
раторной посуды — 40 % инактивированной сыворотки (6 мл 2-х 
млрд суспензии С. albicans или Т. gypseum смешивают с 4 мл инак­
тивированной сыворотки), а посуды из-под выделений — 40 % фе­
кальную эмульсию, контаминированную С. albicans (на 10 мл — 1 
мл 2 ■ 109 суспензии).

Перед контаминацией тест-грибами посуду (столовую и лабо­
раторную) и столовые приборы подвергают механической очис­
тке — моют водой с мылом и щеткой. Посуду располагают горизон­
тально и на нее пипеткой наносят взвесь тест-грибов из расчета 
0,5 мл 2-х млрд суспензии на площадь в 100 см2. Культуру равно­
мерно распределяют по поверхности посуды стеклянным шпате­
лем. Столовые приборы для контаминации погружают в бактери­
альную суспензию на 1—2 мин, оставляя незаряженными их ручки.

Посуду подсушивают (до полного высыхания) при комнатной 
температуре 18—20 °С и относительной влажности воздуха 
50—60 %, затем обрабатывают дезинфицирующим раствором.

Обработку столовой, чайной, лабораторной посуды и столо­
вых приборов проводят способом погружения в дезинфицирую­
щий раствор. Растворы готовят на питьевой воде. Температура ис­
пытуемого раствора 18—20 °С. При необходимости изучают 
эффективность растворов, имеющих температуру 50 °С.
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Контролем служит аналогично контаминированная посуда, 
которая погружается в такой же объем стерильной питьевой воды.

Дезинфицирующий раствор должен полностью и с избытком 
покрыть всю посуду (столовую и лабораторную) и столовые прибо­
ры (из расчета не менее 2 л на 1 комплект).

Через определенные интервалы времени (например, 15, 30, 60 
мин и т. д.) извлекают из дезинфицирующего раствора по одному 
предмету (например, тарелка, стакан, предметное стекло, нож и 
т. д.) и стерильной марлевой салфеткой (размер 5 x 5  см2), смочен­
ной в растворе нейтрализатора, соответствующего данному ДС; 
тщательно протирают контаминированную часть каждого предме­
та, погружают салфетку в 10 мл этого же нейтрализатора, находя­
щегося в пробирках с бусами. Время отмыва марлевой салфетки 
10 мин при постоянном встряхивании. После отмыва марлевую 
салфетку погружают в соответствующую жидкую питательную сре­
ду. Отмывную жидкость сеют на 2—3 чашки по 0,2—0,5 мл в каж­
дую на твердые питательные среды.

Посевы помещают в термостат при температуре 28 °С и учиты­
вают результат через 2—7 суток (С. albicans) и 21—28 суток 
(Т. gypseum).

Время обеззараживания посуды определяют в интервале от 15 
до 240 мин в зависимости от вида тест-микроорганизма и наличия 
загрязнения.

Критерий эффективности обеззараживания — не менее 
100 %-я гибель тест-грибов.

Время обеззараживания столовой посуды без остатков пищи, 
контаминированной С. albicans — не более 60 мин.

Время обеззараживания посуды с остатками пищи, контами­
нированной С. albicans — не более 120 мин.

Время обеззараживания лабораторной посуды, контаминиро­
ванной С. albicans, Г. gypseum — не более 120 мин.

Время обеззараживания посуды из-под выделений, контами­
нированной С. albicans — не более 120 мин.

5.3.3.3. Исследование фунгицидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания выделений

ДС, предназначенные для обеззараживания выделений, дол­
жны обладать способностью гомогенизировать органический суб­
страт (фекалии, мокрота). Препараты, не обладающие этим свой­
ством, для обеззараживания выделений не пригодны.

Изучение активности дезинфицирующих средств при обра­
ботке выделений проводят с учетом их консистенции и соотноше­
ния с дезинфицирующим раствором или сухим препаратом.
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В качестве тест-микроорганизмов при разработке режимов 
обеззараживания выделений используют С. albicans.

Определение эффективности обеззараживания мочи прово­
дят следующим образом: берут несколько пробирок, наливают в 
них по 9 мл мочи, прибавляют по 1 мл суспензии С. albicans, содер­
жащей 1 • 109мк/мл, Неразведенное ДС или его растворы добавля­
ют к моче в различных соотношениях (равном, двойном и т. д.). По 
истечении времени воздействия (15, 30, 60, 90, 120 мин) пипеткой 
берут 1 мл опытной смеси и переносят в нейтрализатор объемом 
9 мл, а затем из нее 1 мл смеси в пробирку с 5 мл бульона. После 
тщательного перемешивания 1мл переносят во вторую пробирку с 
бульоном, а затем делают посевы по 0,1 мл на твердые питательные 
среды, как из первой, так и из второй пробирок. Чашки Петри с по­
севами ставят в термостат.

Контролем служат аналогично поставленные опыты с добав­
лением к моче не дезинфицирующего раствора, а стерильной 
питьевой воды.

Эффективным считают ДС, обеспечивающее 100 %-ю гибель 
С. albicans в 6—8 опытах с совпадающими результатами.

Определение эффективности обеззараживания фекалий: 20 г 
фекалий растирают в ступке и добавляют 80 мл стерильной воды. 
Полученную эмульсию фильтруют через двойной слой марли, раз­
ливают в пробирки по 9 мл и добавляют по 1 мл суспензии культу­
ры С. albicans, содержащей 1 • 109 мк/мл.

Приготовленную эмульсию фекалий заливают равным или 
двойным количеством дезинфицирующего раствора или вносят раз­
личное количество сухого препарата. После контакта с ДС произво­
дят высевы так же, как и при обеззараживании мочи. Результаты 
учитывают через двое суток.

При положительных результатах проводят опыты с большим 
количеством оформленных фекалий (200—250 г). Для этого поме­
щают их в сосуд и заливают дезинфицирующим раствором в рав­
ном или двойном количестве по отношению к весу фекалий или за­
сыпают сухим препаратом. Затем небольшую часть фекальных 
масс стеклянной палочкой перемешивают с жидкостью, а осталь­
ную массу оставляют в виде небольших комочков. Через опреде­
ленные промежутки времени (30, 60, 90 и 120 мин) проводят 
раздельные высевы жидкой части и комочков.

Жидкую часть фекальных масс набирают пипеткой и проводят 
посев так же, как мочи. Плотные части фекалий забирают петлей и 
опускают в 5 мл питател ьной среды, растерев их о край пробирки и 
тщательно перемешав с бульоном; затем переносят из этой пробир­
ки 1 мл смеси во вторую пробирку, также содержащую 5 мл бульо-
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на. Как из первой, так и из второй пробирки проводят посев по 
0,1 мл на чашки Петри с плотной питательной средой.

Контролем служат аналогично поставленные опыты с добав­
лением к фекальной эмульсии стерильной воды вместо ДС.

Об эффективности исследуемого ДС судят на основании 
6—8 опытов с совпадающими результатами. Эффективным счита­
ют средство, обеспечивающее 100 %-ю гибель С. albicans в обезза­
раживаемом материале.

Критерий эффективности обеззараживания выделений — 
100 %-я гибель тест-гриба. Время обеззараживания выделений, 
контаминированных С. albicans — не более 6 ч.

5.4. Методы определения активности 
антимикробных материалов тканей, лакокрасочных покрытий

Определение активности антимикробных материалов прово­
дят комплексно с использованием методов: «агаровых пластин» и 
капельного нанесения тест-микроорганизмов на тест-образцы из 
антимикробных материалов [21].

Оценка активности антимикробных тканей. Определение ан­
тимикробной активности текстильных материалов проводят с ис­
пользованием метода «агаровых пластин». При оценке активности 
тканей контролем служат образцы тканей тех же артикулов, не со­
держащие антимикробные вещества.

Для определения антимикробной активности тканей в зависи­
мости от целевого назначения используют следующие тест-микро­
организмы: S. aureus, Е. coli? Mycobacterium Bs, Т. gypseum.

Метод «агаровых пластин» дает качественную оценку анти­
микробной активности исследуемых образцов, т. к. он позволяет 
определить наличие или отсутствие антимикробного эффекта. Ме­
тодически он может быть выполнен двумя способами.

Способ №  1. Растопленный на водяной бане и охлажденный до 
45 °С питательный агар (100 мл) смешивают с 1 мл взвеси 
тест-микроорганизма, содержащей 108 КОЕ/мл, и разливают в 
чашки Петри по 20 мл. На поверхность застывшего агара наклады­
вают тест-образцы испытываемой ткани размером 2 х 2 см. Чашки 
помещают в термостат при 28 °С или 37 °С в зависимости от 
тест-микроорганизма. Учет результатов антимикробной активнос­
ти в отношении S . aureus и Е. coli проводят через 24—48 ч, в отноше­
нии Mycobacterium В5 — через 5 суток, в отношении Т. gypseum -  че­
рез 21—28 суток определяя величину зон задержки роста микроор­
ганизмов путем измерения расстояния от края тест-образца до гра­
ницы роста микроорганизмов вокруг теста.

Способ № 2. К 16-часовой бульонной культуре Е. coli или 
S ' aureus добавляют 0,9 % раствор поваренной соли в соотношении
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1: 2. В стерильные чашки Петри наливают 12 мл питательного ага­
ра; после застывания на его поверхности равномерно распределя­
ют шпателем ОД мл приготовленной взвеси тест-культур; затем 
сверху помещают тест-образцы ткани размером 2 x 2 .  Выращива­
ние тест-культур и учет результатов проводят как в первом способе.

Критерии лабораторной оценки эффективности антимикроб­
ных тканей.

Антимикробные ткани, исследованные методом «агаровых 
пластин», считают эффективными, если зона задержки роста 
тест-микроорганизмов не менее 4 мм.

Антимикробная активность тканей не должна снижаться при 
многократных не менее 10 стирках более чем на 15 %.

Оценка антимикробной активности лакокрасочных покрытий. 
Определение антимикробной активности лакокрасочных покры­
тий проводят с использованием капельного нанесения тест-микро­
организмов. В качестве тест-микроорганизмов используют Е. coli 
и S. aureus. В зависимости от предполагаемой области применения 
антимикробных покрытий перечень тест-микроорганизмов может 
быть расширен (Mycobacterium В5, С. albicans, A. niger).

На тест-поверхность размером 10x10 см2, окрашенную анти­
микробной краской или покрытую антимикробным лаком, сте­
рильной пипеткой наносят 0,5 мл суспензии тест-микроорганизма, 
содержащей 2 * 108 КОЕ/мл. После необходимой дезинфекцион­
ной выдержки в течение определенного промежутка времени в пе­
риод от 30 мин до 24 ч с поверхности берут смыв стерильной марле­
вой салфеткой, смоченной стерильным раствором нейтрализатора. 
Салфетки помещают в пробирки с бусами, содержащие 10 мл ней­
трализатора и в течение 5—10 мин встряхивают. Затем проводят по­
севы смывной жидкости на плотные питательные среды. Посевы 
выдерживают в термостате при температуре и времени, оптималь­
ных для роста использованного тест-микроорганизма. В качестве 
контроля используют поверхности, окрашенные краской или по­
крытые лаком, не содержащие антимикробные вещества. 
Активность лакокрасочных материалов оценивают путем расчета 
процента снижения микробной обсемененности опытного образца 
по сравнению с контрольным.

Критерий антимикробной активности лакокрасочных покры­
тий — снижение обсемененности не менее чем на 90 % через 24 ч 
после нанесения тест-микроорганизмов, указанных выше.

Изучение пролонгированного действия лакокрасочных мате­
риалов. Изучение пролонгированного действия лакокрасочных 
покрытий проводят на тест-поверхностях с дополнительной искус­
ственной контаминацией тест-микроорганизмами.
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На тест-поверхности регулярно 1 раз в неделю в течение 6 ме­
сяцев наносят по 0,5 мл суспензии тест-микроорганизмов, содер­
жащей 106 КОЕ/мл. Эффективность обеззараживания оценивают 
1—2 раза в месяц*

Критерий антимикробной активности ЛКМ — снижение обсе- 
мененности не менее, чем на 90 % через 24 часа после нанесения 
тест-микроорганизмов и пролонгированное антимикробное дей­
ствие не менее 6 месяцев.

5.5. Методы определения эффективности 
кожных антисептиков
5.5. L Общие положения

По назначению кожные антисептики подразделяются на 
5 групп для:

1) гигиенической обработки рук [52, 66];
2) обработки рук хирургов (и других лиц, участвующих в опе­

ративных вмешательствах и приеме родов);
3) обработки кожи операционного поля и локтевых сгибов 

доноров;
4) обработки кожи инъекционного поля;
5) санитарной (общей или частичной) обработки кожных по­

кровов.
Кожные антисептики должны [23]:
-  обладать широким спектром антимикробного действия за 

короткое время;
-  убивать транзиторную микрофлору и снижать количество 

резидентной микрофлоры;
-  обеспечивать обеззараживание кожных покровов в течение 

от 30 с до 5 мин в зависимости от назначения;
-  обладать пролонгированным антимикробным остаточным 

действием в пределах от 1 до 3 ч;
-  быть безопасными в рекомендованных режимах примене­

ния при многократном использовании;
-  выпускаться в виде готовых к применению растворов, кон­

центратов, дезинфицирующих салфеток, пропитанных кожным 
антисептиком, аэрозолей (беспропеллентных аэрозольных упако­
вок), гелей, кремов антисептических, мыл (жидких и твердых).

Целью изучения кожных антисептиков является разработка 
эффективных режимов обеззараживания кожных покровов в зави­
симости от концентрации активно-действующих веществ, времени 
воздействия, а также способа и кратности обработки.

До изучения эффективности антисептиков при обработке 
кожных покровов определяют спектр антимикробного действия
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их, используя батистовые тест-объекты, контаминированные сле­
дующими тест-микроорганизмами: для оценки бактерицидной ак­
тивности — Е. coli (шт. 1257), 5. aureus (шт. 906), Р. aeruginosa (шт. 
АТСС 27853); туберкулоцидной активности -  Mycobacterium В5; 
фунгицидной активности — С albicans (шт. 15); вирулицидной ак­
тивности -  вирус полиомиелита 1 типа (вакцинный штамм LSc 
2ab) [23].

5.5.2 Определение эффективности кожных антисептиков, 
предназначенных для гигиенической обработки рук

Методы изучения эффективности кожных антисептиков для 
гигиенической обработки рук включают определение эффектив­
ности кожного антисептика в отношении естественной микрофло­
ры кожи рук и при искусственной контаминации их тест-микроор­
ганизмом [52,66].

Изучение эффективности кожных антисептиков в отношении 
общей микрофлоры кожи рук. С контрольной руки до обработки 
кожным антисептиком делают смыв стерильной марлевой салфет­
кой, смоченной стерильным раствором нейтрализатора.

Затем обе руки обрабатывают кожным антисептиком, после 
чего с опытной руки делают смыв стерильной марлевой салфеткой 
размером 5 х 5 см, смоченной в стерильном растворе нейтрализа­
тора (п. 2.3). Марлевые салфетки помещают в отдельные широко- 
горлые пробирки со стеклянными бусами и 10 мл стерильного фи­
зиологического раствора и отмывают в течение 10 мин. Затем 
смывную жидкость вносят по 0,5 мл в чашку Петри и заливают ка­
зеиновым агаром, по 0,2 мл на среду Эндо и желточно-солевой 
агар. Посевы инкубируют в термостате при 37 СС в течение 48 ч, по­
сле чего считают выросшие колонии.

Критерий эффективности антисептика [23] — снижение об­
щей микробной обсемененноети кожи не менее, чем на 95 %.

Изучение эффективности кожных антисептиков в отношении 
искусственно контаминированной кожи рук тест-микроорганизмом. 
Для искусственной контаминации кожи рук испытателей исполь­
зуют суспензию 18—20-часовой бульонной культуры Е. coli (штамм 
1257), выращенной в термостате при температуре 37 °С.

На ладонь наносят 1 мл суспензии, содержащей 107 КОЕ/мл и 
равномерно распределяют её по поверхности кисти рук. После 
подсыхания микробной взвеси в течение 2—3 мин с контрольной 
руки делают смыв стерильной марлевой салфеткой, смоченной 
стерильным раствором нейтрализатора. После смыва руку осуша­
ют стерильным ватным тампоном для удаления остатков жидкости.

Затем обе руки обрабатывают кожным антисептиком, после 
чего с опытной руки также делают смыв, как с контрольной.
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Смывы с кожи рук и посев их на питательную среду Эндо дела­
ют так, как указано выше.

Критерий эффективности антисептика — снижение обсеме- 
ненности кожи тест-микроорганизмом Е. coli не менее, чем на 
99,99 % [23].

Пролонгированное антимикробное действие кожных анти­
септиков оценивают на руках испытателей в отношении общей 
микрофлоры кожи.

Руки испытателей обрабатывают кожным антисептиком в те­
чение 30 с — 1 мин. Затем с одной контрольной руки у каждого 
испытателя делают смыв стерильной марлевой салфеткой, смочен­
ной стерильным раствором нейтрализатора, после чего испытатели 
выполняют работу на своем рабочем месте, но в течение всего экс­
перимента (от 30 мин до 3 ч) не моют руки водой и туалетным мы­
лом. Смывы с другой опытной руки делают стерильной марлевой 
салфеткой, смоченной в стерильном растворе нейтрализатора, че­
рез каждый час от начала эксперимента (от 30 мин до 3 ч). Каждый 
час смывы делают у разных испытателей. Марлевые салфетки по­
сле взятия смывов помещают в отдельные широкогорлые пробир­
ки со стерильным физиологическим раствором (по 10 мл в каждой) 
и стеклянными бусами, встряхивают в течение 10 мин. Затем про­
изводят посев смывной жидкости из опытных и контрольных 
пробирок на казеиновый агар как указано выше. Посевы 
инкубируют в термостате при 37 °С в течение 48 ч, после чего 
подсчитывают выросшие колонии.

Если кожный антисептик обладает пролонгированным анти­
микробным действием, то на протяжении нескольких часов после 
обработки рук антисептиком количество микроорганизмов, обна­
руживаемое в смывах, остается минимальным (по сравнению с тем 
количеством, которое обнаруживается сразу после обработки рук 
антисептиком).

5.5.3. Определение эффективности кожных антисептиков, 
предназначенных для обработки рук хирургов

Изучение эффективности кожных антисептиков для обработ­
ки рук хирургов проводят в два этапа [66].

1 этап обработки рук проводится с целью удаления загрязне­
ний и снижения количества общей микрофлоры. При этом руки 
испытателей, включая запястья и предплечья, обрабатывают сле­
дующим способом.

Перед применением антисептика кисти рук и предплечий (до 
локтевого сгиба) моют теплой проточной водой и туалетным (но не 
с антимикробными добавками) мылом в течение двух минут. После 
этого под водой смывают мыло с каждой руки и предплечья (пооче-
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редно). При этом кисти рук должны быть выше положения локтей, 
а не наоборот. Затем кисти рук и предплечья высушивают 
стерильной марлевой салфеткой.

До обработки кожным антисептиком (далее антисептик), с од­
ной руки контрольной делают смыв стерильной марлевой сал - 
феткой, смоченной физиологическим раствором.

2 этап обработки рук. На сухие кисти обеих рук испытателей 
наносят от 3 до 5 мл изучаемого антисептика и равномерно распре­
деляют его по тыльной и ладонной поверхности кожи обеих рук, 
постепенно переходя на предплечья. При этом втирают антисептик 
путем последовательных движений рук вверх-вниз (не доходя до 
локтевого сгиба). При обработке кожным антисептиком необходи­
мо поддерживать руки во влажном состоянии в течение подбирае­
мого времени обеззараживания для конкретного кожного антисеп­
тика (не более 5 мин) и следить за тем, чтобы кисти рук были выше 
положения локтей. Последнюю порцию антисептика втирают до 
его высыхания.

По истечении времени обработки (не более 5 мин) марлевой 
салфеткой, смоченной нейтрализатором, делают смыв с кожи рук 
испытателей и его посев.

Критерий эффективности антисептика [23] — снижение об­
щей микробной обсемененности кожи рук испытателей на 100 %.

Определение остаточного антимикробного действия кожно - 
го антисептика средства на коже после обработки рук испытате - 
лей в режиме применения, рекомендованном для обработки рук 
хирургов, проводят на естественно обсемененной коже рук испы­
тателей.

После предварительного мытья кистей рук и предплечий ис­
пытателей (до локтевого сгиба) теплой проточной водой и туалет­
ным (но не с антимикробными добавками) мылом в течение двух 
минут, с каждой руки и предплечья поочередно смывают мыло 
водой. При этом кисти рук должны быть выше положения локтей, а 
не наоборот. Затем кисти рук и предплечья высушивают стериль­
ной марлевой салфеткой.

На руки наносят испытуемое средство и проводят им обработ­
ку обеззараживание рук.

Испытатели надевают на руки стерильные хирургически! пер­
чатки и выполняют в них обычную работу на протяжении трех 
часов.

Через каждый час испытатели снимают перчатки, не вывора­
чивая их. В каждую перчатку наливают по 10 мл стерильного рас­
твора нейтрализатора или физиологического раствора, омывая 
внутренние поверхности перчаток этим раствором в течение 5 ми­
нут. После этого делают посев смывной жидкости в количестве
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0,5 мл на чашки Петри и заливают растопленным и остуженным до 
40—45 °С питательным агаром.

Учет результатов проводят через 48 ч инкубирования посевов в 
термостате при 37 °С, определяя наличие или отсутствие роста 
микроорганизмов.

О наличии остаточного действия у изучаемого средства судят 
по количеству стерильных проб (отсутствие роста микроорганиз­
мов), которое должно составлять более 50 % от числа проб, ото­
бранных испытателей, обработавших руки средством.

5.5Л Определение эффективности кожных антисептиков, 
предназначенных для обработки кожи операционного 

и инъекционного полей и локтевых сгибов доноров
Изучение эффективности кожных антисептиков для обработ­

ки кожи операционного поля и локтевых сгибов доноров проводят 
в отношении естественной микрофлоры кожи и при искусствен­
ном обсеменении кожи тест-микроорганизмом — Escherichia coli 
(шт. 1257), а инъекционного поля — только естественной микроф­
лоры кожи [66].

До обработки кожным антисептиком с кожи внутренней по­
верхности предплечья делают смыв.

Для оценки эффективности антисептика для обработки кожи 
операционного поля и локтевых сгибов доноров в отношении ес­
тественной микрофлоры участок кожи внутренней поверхности 
предплечья размером 5 х 13 см последовательно протирают в од­
ном направлении двумя раздельными стерильными марлевыми 
тампонами, смоченными антисептиком, для обработки инъекци­
онного поля — одним. Через определенное время марлевой салфет­
кой, смоченной нейтрализатором, с этого же участка кожи пред­
плечья делают смыв, салфетку встряхивают в течение 10 мин в про­
бирке со стеклянными бусами в нейтрализаторе. Затем смывную 
жидкость засевают в чашки Петри в толщу казеинового агара по 
0,5 мл, в чашки Петри со средой Эндо и желточно-солевым агаром 
по 0,2 мл. Чашки Петри с посевами инкубируют в термостате при 
37 °С в течение 48 ч, после чего подсчитывают колонии выросшие 
на поверхности среды.

Критерий эффективности антисептика, предназначенного 
для обработки кожи операционного поля и локтевых сгибов доно­
ров — снижение общей микробной обсемененности кожи пред­
плечья рук испытателей на 100 %.

Критерий эффективности антисептика, предназначенного 
для обработки кожи инъекционного поля — снижение общей мик­
робной обсемененности кожи предплечья рук испытателей не ме­
нее, чем на 95 %.
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Для оценки эффективности антисептика при искусственной 
контаминации на участок кожи внутренней поверхности пред­
плечья размером 5 х 13 см наносят 0,2 мл бульонной суточной куль­
туры Е. coli (шт. 1257), содержащий 105 КОЕ/мл. Затем, после ее 
подсыхания, наносят 0,2 мл антисептика и растирают стерильным 
шпателем. Через определенное время (2—3 мин) марлевой салфет­
кой, смоченной нейтрализатором, делают смыв с кожи предплечья, 
встряхивают салфетку в течение 10 мин в пробирке с бусами в ней­
трализаторе. Затем делают посевы на поверхность среды Эндо. По­
севы помещают в термостат; учитывают результаты через 48 ч.

Критерий эффективности антисептика — отсутствие роста 
тест-культуры в смывах с контаминированной кожи предплечья 
рук испытателей [23].

5,5.5. Определение эффективности кожных антисептиков, 
предназначенных для санитарной обработки кожных покровов

Оценка эффективности «кожных антисептиков -  дезинфици­
рующих средств» для санитарной обработки кожных покровов про­
водится на коже предплечий рук испытателей при искусственной 
контаминации культурой тест-микроорганизма — Е. coli (штамм 
1257) [52].

На внутреннюю поверхность кожи предплечий рук наносят и 
равномерно распределяют по 1 мл суспензии суточной бульонной 
культуры Е. coli (штамм 1257), выращенной в термостате при 37 °С 
и содержащей 2 X 105 КОЕ/мл.

После подсыхания тест-культуры (2—3 мин) с кожи контами- 
нированного участка предплечья берут контрольный смыв сте­
рильной марлевой салфеткой. Затем этот участок предплечья обра­
батывают кожным антисептиком и через определенное время.сно- 
ва делают смыв марлевой салфеткой, смоченной в нейтрализаторе. 
Далее делают посев смывной жидкости и учет результатов.

Критерий эффективности антисептика [23] — снижение обсе- 
мененности кожи не менее, чем на 99,99 %.

5.5.6. Определение эффективности 
«кожных антисептиков — моющих средств», предназначенных

для гигиенической обработки рук, санитарной обработки 
кожных покровов

Оценка эффективности «кожных антисептиков — моющих 
средств» в различных формах применения, предназначенных для 
гигиенической обработки рук и санитарной обработки кожных по­
кровов проводится на руках испытателей по снижению общей 
микробной обсемененности кожи.
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До обработки кожным антисептиком с контрольной руки де­
лают смыв. Затем руки обрабатывают антисептиком в течение 
1—2 мин, после чего с опытной руки делают смыв марлевой сал­
феткой, смоченной в нейтрализаторе. Далее делают посев смывной 
жидкости и учет результатов.

Критерий эффективности антисептика — снижение общей 
микробной обсемененности кожи не менее, чем на 60 %.

5.6. Методы определения эффективности ДС  
и кожных антисептиков в практических условиях

5.6.1. Общие положения
Изучение эффективности ДС в практических условиях являет­

ся заключительным этапом исследования, по результатам которого 
даются рекомендации для его промышленного производства и 
применения в практике медицинской дезинфекции [52]. Практи­
ческие испытания проводятся в тех случаях, когда ДС содержит но­
вое действующее вещество и требуется подтверждение эффектив­
ности разработанных режимов.

Целью практических испытаний является уточнение целевого 
назначения, условий применения, дается оценка эффективности и 
безопасности разработанных режимов обеззараживания, надеж­
ности рекомендованных мер предосторожности, влияния на фак­
туру и функциональные свойства обрабатываемых объектов, выяв­
ления преимуществ и недостатков по сравнению с используемыми 
аналогами.

Испытания проводят в ЛПУ и/или инфекционных очагах в со­
ответствии с программой и методическими указаниями по испыта­
нию ДС, которые составляются на основании результатов ранее 
проведенных исследований по физико-химическим свойствам, ан­
тимикробной и дезинфицирующей активности, а также токсич­
ности в лабораторных условиях.

В программе должны быть указаны сроки длительность, мес - 
то проведения и цель испытаний, перечень объектов обработки, 
контроль параметров, объем количество смывов.

Методические указания по проведению испытаний должны 
содержать конкретные сведения о назначении ДС, его характерис­
тику (описание, физико-химические и антимикробные свойства, 
токсичность), способы приготовления рабочих растворов, условия 
и режимы применения, правила по технике безопасности и 
оказанию первой помощи при отравлениях.

Испытания ДС в практических условиях проводят сотрудники 
ЛПУ или государственного учреждения дезинфекционного про­
филя, или центров гигиены и эпидемиологии, или государствен-

221



Р 4.2.2643-10

ных унитарных предприятий, или дезинфекционной станции. Те­
кущую дезинфекцию проводят в одном или двух многопрофиль­
ных ЛПУ, а заключительную — не менее чем в 10 инфекционных 
очагах.

Перед проведением испытаний проводят входной химический 
контроль на соответствие опытной партии ДС требованиям техни­
ческих условий, и инструктаж медицинского персонала, проводя­
щего испытания.

5.6.2. Определение эффективности ДС при обеззараживании 
различных объектов поверхностей, белья, посуды и др.

Оценку эффективности ДС проводят на основании обнаруже­
ния санитарно-показательных и патогенных микроорганизмов в 
смывах, взятых с объектов до и после проведения обеззараживания.

При испытании ДС в очагах бактериальных инфекций кон­
троль эффективности осуществляют по обнаружению Е. coli — при 
кишечных инфекциях; S . aureus — при инфекциях дыхательных пу­
тей; S. aureus и М  tuberculosis — при туберкулезе (М. tuberculosis 
определяют только в очагах с обильным бацилловыделением у па­
циентов или при оценке эффективности обеззараживания мокро­
ты). При вирусных и грибковых инфекциях контроль качества дез­
инфекции проводят на основании обнаружения санитарно-пока­
зательных микроорганизмов — Е. coli и S. aureus.

В ЛПУ об эффективности дезинфицирующего средства судят 
по обнаружению санитарно-показательной микрофлоры (Е. coli и 
S. aureus), а также возбудителей внутрибольничных инфекций 
(Р. aeruginosa, Р. vulgaris, С  albicans, A. niger и других) в зависимос­
ти от профиля стационара и наличия внутрибольничной инфек­
ции.

Для оценки эффективности ДС в практических условиях берут 
не менее 50 смывов (по 25 до и после дезинфекции). Пробы после 
дезинфекции отбирают сразу после окончания экспозиции и дос­
тавляют для анализа в лабораторию не позднее 2 ч с момента их от­
бора. Пробы отбирают с объектов, имеющих эпидемиологическое 
значение, возможность повторной контаминации которых 
исключается спецификой их использования.

При ограниченных практических испытаниях, проводимых с 
участием исследователей ДС, из-за сложности выделения и куль­
тивирования некоторых возбудителей допускается использование 
тест-объектов, искусственно контаминированных микроорганиз­
мами в лаборатории (например, при обеззараживании белья при 
туберкулезе, используют тесты, обсемененные Mycobacterium В5, а 
при грибковых заболеваниях -  Г, gypsem).
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Учет эффективности обеззараживания проводят качествен­
ным и количественным методами.

При качественном методе оценки эффективности обеззаражи­
вания пробы, взятые с объектов до и после дезинфекции, засевают 
на дифференциально-диагностические среды и проводят учет по 
наличию специфического роста микроорганизмов, определяя про­
цент обнаружения микроорганизмов до и после дезинфекции. При 
количественном методе отобранные пробы засевают на твердые 
питательные среды, подсчитывают число КОЕ и определяют не 
только процент положительных проб, но и плотность контамина­
ции единицы поверхности.

После обеззараживания поверхностей в помещениях, мебели, 
санитарно-технического оборудования, посуды, игрушек пробы 
отбирают путем протирания поверхностей перечисленных объек­
тов площадью 100 см2 увлажненными в растворе нейтрализатора 
стерильными марлевыми салфетками размером 5 х 5 см или ват­
ными тампонами.

При качественном методе оценки эффективности обеззаражи­
вания пробы, взятые с объектов до и после дезинфекции, засевают 
на дифференциально-диагностические среды и проводят учет по 
наличию специфического роста микроорганизмов, определяя про­
цент обнаружения микроорганизмов до и после дезинфекции. При 
количественном методе отобранные пробы засевают на твердые 
питательные среды, подсчитывают число КОЕ и определяют не 
только процент положительных проб, но и плотность контамина­
ции единицы поверхности.

При контроле эффективности обеззараживания мелких пред­
метов смыв берут со всей поверхности (или полностью объект по­
гружают в питательную среду), а объектов большой площади — с 
2—3 участков, общей площадью 100 см2.

Эффективность средства при обеззараживании объектов в 
практических условиях оценивают, сравнивая контаминацию объ­
ектов до и после обработки.

Критерий эффективности при проведении заключительной 
дезинфекции -  высев микроорганизмов не более 0,5 %, при теку­
щей дезинфекции на дому — не более 3 %, при текущей дезинфек­
ции в лечебно-профилактических учреждениях -  высев непатоген­
ной микрофлоры не более 2 % отобранных смывов.

5.6. 3. Определение эффективности ДС 
при обеззараживании ИМН

Изделия медицинского назначения после использования у па­
циента делят на 2 группы. С изделий 1-й группы берут смыв для 
определения микробного фона при испытаниях, Изделия меди-
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цинского назначения (включая эндоскопы) из 2-й группы обезза­
раживают в соответствии с режимами и при условиях, рекомендо­
ванных в методических указаниях инструкциях по испытанию 
конкретного средства.

Контроль качества дезинфекции изделий медицинского на­
значения осуществляют методом смывов. Взятие смывов проводят 
стерильными марлевыми салфетками размером 5 х 5 см, просте- 
рилизованными в бумажных пакетах или чашках Петри.

Контролю подлежит 1 % одновременно обработанных изде­
лий одного наименования, но не менее 3—5 единиц.

Перед взятием смывов с объектов в широкогорлые пробирки 
со стеклянными бусами стерильной пипеткой разливают по 10 мл 
стерильного нейтрализатора, соответствующего применяемому 
дезинфицирующему средству. Увлажненной стерильной салфет­
кой протирают поверхность изделия, после чего салфетку помеща­
ют в пробирку с раствором нейтрализатора и 5 мин встряхивают.

У изделий, имеющих каналы, рабочий конец изделия опуска­
ют в пробирку со стерильным нейтрализатором и с помощью сте­
рильного шприца или пипетки 1—2 раза промывают канал этим 
раствором. После этого из смывной жидкости проводят высев на 
дифференциально-диагностические среды.

Контроль обеззараживания эндоскопов осуществляют мето­
дом взятия смывов с участков эндоскопа, труднодоступных для 
очистки и дезинфекции, например, дистальный конец эндоскопа, 
а также путем микробиологического контроля смывной жидкости, 
в первую очередь, из инструментального канала эндоскопа, а также 
других каналов, полостей и поверхностей.

О качестве дезинфекции после ее проведения судят по отсут­
ствию на изделиях медицинского назначения золотистого стафи­
лококка, синегнойной палочки и бактерий группы кишечной 
палочки.

Для обнаружения микроорганизмов в смывной жидкости ее 
пропускают через мембранный фильтр, который затем помещают 
на поверхность плотной дифференциально-диагностической сре­
ды. При отсутствии фильтрующего устройства смывную жидкость 
по 0,1 мл засевают на поверхность желточно-солевого, кровяного 
агара и среду Эндо. Посевы выдерживают в термостате при 37 °С в 
течение 48 ч.

При наличии роста микроорганизмов на агаре их идентифика­
цию проводят в соответствии с действующими методическими 
документами.
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5.6.4. Определение активности изделий 
из антимикробных тканей

Оценку эффективности изделий из антимикробных тканей 
проводят в лечебно-профилактических учреждениях и на промыш­
ленных предприятиях, где условия труда способствуют развитию 
заболеваний кожных покровов микробной этиологии, или на кото­
рых требуется обеспечение незначительного количества микроор­
ганизмов в воздухе и на поверхностях.

Набор изделий из антимикробной ткани, подлежащих испы­
танию, определяют конкретно для каждого учреждения. Обычно в 
ЛПУ и на предприятиях это нательное и постельное белье, спец­
одежда персонала.

Во всех учреждениях, наряду с изделиями из испытываемой 
ткани (опытная группа), исследуется группа аналогичных изделий 
из обычной ткани (контрольная группа), желательно того же арти­
кула, что и опытная группа.

Микробную обсемененность изделий из антимикробных тка­
ней изучают методом отпечатков. Предметные стекла, разрезанные 
пополам, раскладывают стерильным пинцетом в стерильные чаш­
ки Петри (три половинки предметного стекла). Питательную среду 
(в зависимости от тест-микроорганизма — казеиновый или мясо- 
пептонный агар, агар Сабуро, картофельно-глицериновый агар) 
растапливают на водяной бане и при помощи пипетки, соблюдая 
правила асептики, наливают на поверхность каждого стекла до его 
полного покрытия (1,5—2,0 мл). Чашки с пластинками после 
застывания среды можно сохранять до 3 суток в холодильнике.

Взятие посевов-отпечатков проводят следующим образом: 
приоткрыв чашку с пластинками, берут пальцами пластинку за 
края, не касаясь питательной среды. Извлекают пластинку из чаш­
ки и плотно прикладывают питательной средой к испытываемой 
поверхности на 2—3 с. После соприкосновения с поверхностью 
пластинки с питательной средой отпечатком кверху помещают в 
чашку Петри. Чашку закрывают крышкой и ставят в термостат при 
37 °С на 48 ч, после чего проводят подсчет выросших колоний. В 
посеве-отпечатке сохраняется естественное расположение мик­
робных клеток.

При определении обсемененности белья пробы отбирают ме­
тодом отпечатков с внутренней поверхности нательного белья в об­
ласти спины (верхний край лопатки), средней линии живота между 
пупком и грудиной, груди (область грудных желез, над грудными 
сосками). Пробы отбирают симметрично с левой и правой сторо­
ны. С наружной поверхности нательного белья пробы берут в 
подмышечной области и области плечевого шва.

225



Р 4.2.2643-10

С наволочек, полотенец отбирают пробы в трех точках. С по­
додеяльников, простыней, мягкого инвентаря (шторы, ширмы, 
мешки для белья) отбирают по 3—5 проб по углам и в середине.

Антимикробная активность тканей не должна снижаться при 
многократных не менее 30 стирках более чем на 15 %.

Критерий эффективности — отсутствие роста микроорганиз­
мов в отобранных пробах.

5.6.5. Определение антимикробной активности 
лакокрасочных покрытий

Определение антимикробной активности лакокрасочных ма­
териалов в практических условиях является заключительным эта­
пом исследования, по результатам которого даются рекомендации 
для применения в практике медицинской дезинфекции.

В соответствии с назначением Л КМ поверхности в помещении 
окрашивают краской или покрывают лаком. Контролем служат по­
верхности других аналогичных помещений, обработанных ЛКМ, 
не содержащими биодобавок.

Оценку антимикробной активности лакокрасочных покрытий 
проводят на основании обнаружения санитарно-показательных и 
патогенных микроорганизмов в смывах, взятых с поверхностей, 
окрашенных испытуемой краской или покрытых лаком. В качестве 
контроля используют поверхности, окрашенные краской или 
покрытые лаком, не содержащими биодобавок.

Оценку антимикробной активности ЛКМ проводят количес­
твенным методом: отобранные пробы засевают на твердые пита­
тельные среды, подсчитывают число КОЕ и определяют процент 
снижения микробной обсемененности по сравнению с контролем.

Антимикробное покрытие считают эффективным при обеспе­
чении снижения обсемененности по сравнению с контрольными 
поверхностями через 24 ч не менее, чем на 90 % и длительности ан­
тимикробного действия не менее 6 мес.

5.6.6. Определение эффективности кожных антисептиков
Методика определения эффективности обеззараживающего дей­

ствия антисептиков, предназначенных для гигиенической обработки 
рук. Оценку эффективности обеззараживающего действия анти­
септиков для гигиенической обработки рук осуществляют методом 
смыва. Для оценки эффективности антисептиков в практических 
условиях берут не менее 100 смывов (по 50 до и после обработки рук 
антисептиком). Смывы после обработки отбирают сразу после 
окончания необходимой экспозиции и доставляют для анализа в 
лабораторию не позднее 2 ч с момента их отбора.
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С одной руки контрольной до обработки рук антисептиком 
берут смыв стерильной марлевой салфеткой размером 5 х 5 см, 
смоченной в 1 %-м растворе пептонной воды. Затем руки обраба­
тывают антисептиком и по истечении времени обработки с другой 
руки опытной берут смыв стерильной марлевой салфеткой разме - 
ром 5 x 5  см, смоченной в нейтрализаторе. Марлевые салфетки 
после взятия смывов помещают в пробирки с 1%-м раствором пеп­
тонной воды. Пробирки инкубируют в термостате при 37 °С в тече­
ние 18—20 ч, после чего из них делают посевы на среду Эндо для 
выявления энтеробактерий и синегнойной палочки. Для выявле­
ния золотистого стафилококка делают посев на желточно-солевой 
агар.

Показатель эффективности обеззараживающего действия ан­
тисептика — отсутствие роста золотистого стафилококка, энтеро­
бактерий и синегнойной палочки в отобранных смывах.

Определение эффективности обеззараживающего действия 
кожных антисептиков, предназначенных для обработки рук хирур­
гов осуществляют методом смыва. Для оценки эффективности об­
работки рук хирургов кожными антисептиками в практических 
условиях, берут не менее 100 смывов (по 50 смывов до и после 
обработки рук антисептиком).

Смывы берут стерильной марлевой салфеткой сразу после 
окончания времени, необходимого для обработки рук хирургов 
кожным антисептиком.

До обработки рук антисептиком с одной руки контрольной 
берут смыв стерильной марлевой салфеткой ( 5 x 5  см), смоченной 
физиологическим раствором. После этого проводят обработку рук, 
для чего на кисти обеих рук наносят определенное количество ан­
тисептика и проводят обработку рук путем втирания антисептика в 
кожу кистей рук, между пальцами, а также запястий и предплечий 
рук в режиме обработки, рекомендованном для конкретного кож­
ного антисептика. После окончания обработки рук хирургов, сте­
рильной марлевой салфеткой, увлажненной стерильным раство­
ром нейтрализатора, берут смыв с кожи рук, тщательно протирая 
ладони, околоногтевые пространства обеих рук. Салфетки поме­
щают в пробирки с жидкой питательной средой. Посевы помеща­
ют в термостат и выдерживают при температуре 37 °С в течение 
48 ч, после чего производят учет результатов.

Критерий эффективности обработки рук кожным антисепти­
ком — снижение общей микробной обсемененности кожи рук на 
100 % (отсутствие роста микроорганизмов на жидкой питательной 
среде).

Определение эффективности обеззараживающего действия 
кожных антисептиков, предназначенных для обработки кожи опе-
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рационного поля (локтевых сгибов доноров) осуществляют мето­
дом смыва. Для оценки эффективности обработки кожи операци­
онного поля кожными антисептиками в практических условиях, 
берут не менее 100 смывов (по 50 смывов до и после обработки рук 
антисептиком).

Смывы берут стерильной марлевой салфеткой сразу после 
окончания времени, необходимого для обработки кожи операци­
онного поля кожным антисептиком.

До обработки кожи операционного поля антисептиком берут 
смыв стерильной марлевой салфеткой ( 5 x 5  см), смоченной фи­
зиологическим раствором. После этого проводят обработку кожи 
операционного поля в режиме применения, рекомендованном для 
конкретного кожного антисептика. После окончания обработки 
кожи операционного поля, стерильной марлевой салфеткой, 
увлажненной стерильным раствором нейтрализатора, берут смыв с 
обработанной кожи. Салфетки помещают в пробирки с жидкой 
питательной средой. Посевы помещают в термостат и выдержива­
ют при температуре 37 °С в течение 48 ч, после чего производят учет 
результатов.

Критерий эффективности обработки операционного поля 
(локтевых сгибов доноров) кожным антисептиком — снижение об­
щей микробной обсемененности кожи на 100 % (отсутствие роста 
микроорганизмов на жидкой питательной среде).

5.7. Методы изучения и оценки вирулицидной активности 
дезинфицирующих средств

J. 7. L Общие положения
Методы изучения и оценки вирулицидной активности ДС гар­

монизированы с Европейским стандартом 14476. «Химические дез­
инфектанты и антисептики. — Вируцидный количественный сус­
пензионный тест для химических дезинфектантов и антисептиков, 
используемых в медицине — Тест-методы и требования (фаза 2/сту- 
пень 1)», 2005г.; «Протоколом тестирования эффективности дезин­
фектантов, используемых для инактивации вируса гепатита В уток и 
поддержания соответствующего уровня требований», ЕРА 2000 г,, 
США; «Комиссии по антивирусной дезинфекции Немецкого Объе­
динения по борьбе с вирусными заболеваниями (DW)», 2004.

Вирусы обладают разной устойчивостью к действию физичес­
ких и химических факторов, в т. ч. ДС и субстанций. Устойчивость 
вирусов к ДС определяется их структурой и химическим составом. 
Более устойчивы к действию Д С вирусы без липидсодержащей об­
олочки, например, пикорнавирусы, парвовирусы. Вирусы с липид­
содержащей оболочкой, например, вирусы гриппа, герпеса, ВИЧ,
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относительно легко инактивируются. Механизм действия ДС на 
вирусы различен и зависит от химического состава. Они могут из- 
бирательно повреждать нуклеиновую кислоту вируса, белки нукяе- 
окапсида или липопротеины суперкапсидной оболочки. Возможно 
синхронное воздействие на эти структурные элементы, дезинтег­
рация вирусной частицы или блокировка рецепторов на ее повер­
хности за счет накопления амфотерных веществ дезинфектанта. 
Для оценки вирулицидной активности следует использовать 
несколько тест-вирусов с различной устойчивостью, что позволяет 
оценить активность ДС в отношении широкого спектра вирусов 
[60].

Результаты исследований вирулицидной активности ДС зави­
сят также от характера используемого вируссодержащего материа­
ла, метода индикации вируса, метода определения вирулицидных 
свойств ДС, состава испытываемого ДС (действующие вещества — 
ДВ и другие компоненты) [75].

При изучении вирулицидной активности ДС необходимо иметь 
его подробную характеристику с указанием рецептуры, физико-хи­
мических свойств (включая растворимость и стабильность), под­
твержденных результатами входного химического контроля.

ДС, принимаемые для исследований, должны отвечать следую­
щим требованиям: обладать хорошей растворимостью в воде, сохра­
нять свою активность в присутствии органических веществ (кровь 
и др. биологические субстраты), быть нетоксичными или малоток­
сичными для людей (и животных), не должны иметь неприятный за­
пах, портить обеззараживаемые предметы [75].

Непременным условием при исследованиях вирулицидной ак­
тивности ДС является использование нейтрализатора.

5.7.2. Тест-вирусы, модельные системы, критерии оценки 
и основные условия, которые необходимо соблюдать 

при исследованиях вирулицидной активности ДС 
и их субстанций. Применение нейтрализатора

Тест-вирусы. Модельные системы для исследований ДС и суб­
станций. При исследованиях вирулицидной активности ДС необ­
ходимо использовать как РНК-, так и ДНК-содержащие тест-виру­
сы (прилож. 1). При этом следует учитывать наличие лабораторной 
модели, безопасность для лиц, работающих с вирусом.

Обязательным для всех ДС является испытание на двух 
тест-вирусах: вирусе полиомиелита 1 типа (вакцинном штамме 
Sabin LSc-2ab [далее «полиовирус»] и аденовирусе 5 типа (штамм 
Аденоид 75) [далее «аденовирус»] [75].

Средство, показавшее способность инактивировать полно- и 
аденовирус, включают в группу ДС с вирулицидной активностью.
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ДС с вирулицидной активностью могут быть использованы для 
дезинфекции при любой вирусной (включая особо опасные) ин­
фекции, имеющей значение в инфекционной патологии человека.

Для ДС, применяемых при повышенной (до 60 °С) температу­
ре растворов (например, для обеззараживания белья), в качестве 
тест-вируса используют бычий парвовирус штамм Хаден [75].

В связи с эпидемиологической и социальной значимостью ге­
патита А для дезинфекции в инфекционных очагах проводят также 
исследования с вирусом гепатита А. Для изучения и оценки актив­
ности ДС в отношении вируса гепатита А используют вирус гепати­
та А человека (штамм HAS-15). ДС, инактивирующие вирус гепа­
тита А, входят в группу средств с вирулицидной активностью [75].

Для изучения вирулицидной активности ДС в отношении ви­
руса гепатита В применяют суррогатный вирус — вирус гепатита В 
уток ВГВУ, в отношении вируса гепатита С — суррогатный ви - 
рус -  вирус диареи -  болезни слизистых оболочек крупного рога­
того скота ВД-БС (штамм ВК-1В1-№ 28) или вирус гепатита С 
человека штамм Д1 [75].

Спектр тест-вирусов может быть расширен, в таком случае 
дают дополнительную информацию о результатах исследований на 
конкретном вирусе.

Модельные системы для исследований ДС и субстанций. Иссле­
дования in vitro в культуре клеток. В экспериментах используют 
культуры клеток, чувствительные к тест-вирусу.

Исследования in vivo. В экспериментах используют чувстви­
тельных лабораторных животных (белые мыши), уток и др. (при- 
лож. 1).

Критерии оценки вирулицидной активности ДС и субстанций. 
Вирулицидное ДС субстанция должно подавлять инфекцион - 
ность обязательных для испытаний тест-вирусов — полиовируса и 
аденовируса на исследуемых объектах не менее, чем на 4 log10 
ТЦИД50 (т. е. степень инактивации должна быть не менее 99,99 %) 
[7, 75].

Критерием вирулицидной активности ДС субстанций для 
других тест-вирусов (включая вирусы — возбудители особо опас­
ных инфекций) является отсутствие инфекционное™, определяе­
мое современными методами индикации.

Степень инактивации тест-вируса определяют в чувствитель­
ных модельных системах по подавлению инфекционной, цитопа- 
тической или бляшкообразующей активности вируса в культуре 
клеток, или по отсутствию маркеров инфицирования, или по спе­
цифической гибели лабораторных животных (белые мыши) и др. 
Для получения более точных результатов тест-вирус следует 
использовать с максимальным титром.
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Показателем вирулицидной активности ДС субстанций яв - 
ляется скорость инактивации, которая представляет собой соотно­
шение концентрации тест-вируса, выраженное в десятичных лога­
рифмах, до и после воздействия ДС за определенный промежуток 
времени экспозиция. Степень снижения вирусной инфекцион - 
ности вычисляется в десятичных логарифмах по разнице титров 
вируса до и после обработки ДС [75].

Основные условия, которые следует соблюдать при исследова­
ниях вирулицидной активности ДС и субстанций [66, 75]:

-  исследуемые ДС до, во время и после исследований (испы­
таний) должны храниться в соответствии с требованиями техни­
ческих условий ТУ. При отсутствии ТУ необходимо соблюдать 
общие требования: избегать попадания прямых солнечных лучей и 
влаги, воздействия высоких температур и замораживания;

-  при проведении сертификационных испытаний ДС хранят в 
соответствии с правилами сертификации;

-  растворы ДС готовить на стерильной водопроводной дехло­
рированной воде;

-  поддерживать температуру растворов исследуемых ДС в те­
чение всего эксперимента в пределах 20 ± 2 °С (если по условиям 
эксперимента не рекомендована другая температура), независимо 
от температуры окружающей среды;

-  использовать рабочие растворы ДС, производимых в форме 
гранул, порошков, таблеток и др. только после полного их раство­
рения;

-  кратность постановки экспериментов должна быть не менее 
трех при условии получения одинаковых результатов;

-  при отсутствии цитопатического эффекта пробы подверга­
ют необходимой обработке с целью проведения второго, а при не­
обходимости и третьего слепого пассажа для определения полноты 
ингибирования тест-вируса;

-  эксперименты должны сопровождаться всеми необходимы­
ми контролями, в т. ч. контролем полноты нейтрализации дезин­
фектанта, жизнеспособности тест-вируса, контаминации тест-об- 
ъекта тест-вирусом, культуры клеток или лабораторных животных 
мыши, утокидр.;

-  использовать нейтрализатор, подобранный к конкретному 
ДС (или дезинфицирующей субстанции, далее в этом разделе -  
«ДС»);

-  при исследованиях ДС следует строго соблюдать рекоменду­
емые меры индивидуальной защиты (перчатки, очки, респираторы 
идр.).

Применение нейтрализатора ДС и субстанции. Для нейтрализа­
ции ДС субстанции используют вещество -  нейтрализатор (или
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комплекс из нескольких веществ), останавливающее действие ДС. 
Нейтрализатор либо добавляют непосредственно в питательную 
среду, либо промывают им тест-объекты после воздействия ДС 
(субстанции, исследуемого вещества) для того, чтобы остановить 
его действие на тест-вирус через заданное время экспозицию.

Для нейтрализации ДС применяют следующие вещества:
-  для ДС в виде монопрепарата на основе окислителей (хлор-, 

йод-, кислородсодержащие средства) -  0,1—1,0 %-е растворы тио­
сульфата натрия;

-  для галоидактивных (хлор-, бром- и йод активные) и кисло- 
родактивных (перекись водорода, ее комплексы с солями, над­
уксусная кислота, озон) — 0,1—1,0 %-е растворы тиосульфата на­
трия;

-  для четвертичных аммониевых солей (алкилдиметилбензи- 
ламмоний хлорид, дидецилдиметиламмоний хлорид и др.), произ­
водных гуанидина (полигексаметиленгуанидин гидрохлорид, 
хлоргексидйн биглюконат и др.) — 0,1—1,0 %-е растворы лаурил- 
сульфата натрия сульфонол или растворы лаурилсульфата натрия
с 10 %-ми обезжиренного молока, или комплексный нейтрализа­
тор см. ниже;

-  для альдегидов (глутаровый альдегид, глиоксаль, формаль­
дегид, ортофталевый альдегид) -  1,0 %-й раствор пиросульфита 
метабисульфита натрия или комплексный нейтрализатор (см. 
ниже);

-  для кислот — щелочи в эквивалентном количестве;
-  для щелочей — кислоты в эквивалентном количестве;
-  для спиртов — разведение в воде до недействующей концен­

трации;
-  для композиционных средств — «комплексный» нейтрали­

затор, например, содержащий Твин 80 (3 %), сапонин (0,3—3 %), 
гистидин (0,1 %), цистеин (0,1 %). Если в состав ДС входят окисли­
тели, в нейтрализатор дополнительно вводят тиосульфат натрия. 
Следует иметь ввиду, что комплексный нейтрализатор обладает 
выраженным цитотоксическим действием на клеточные культуры.

Если не удается подобрать какой-либо из перечисленных ней­
трализаторов, что проявляется в неспецифической дегенерации 
культуры клеток (или гибели мышей, уток), то используют 60— 
80 % сыворотки (без консерванта) крупного рогатого скота 
(СКРС), инактивированной при 56 °С в течение 30 мин. СКРС ней­
трализует большой перечень ДВ и наиболее близка к комплексно­
му нейтрализатору.

При невозможности нейтрализовать токсическое действие ДС 
следует применять дополнительные методы удаления ДС — диализ 
смеси вирус-дезинфектант, например, с использованием сефадек-
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са LH-20, G-75; осаждения вируса методом высокоскоростного 
центрифугирования или фильтрацией через мембранные фильтры.

5.7.3. Основные этапы и методы изучения . 
вирулицидной активности ДС и субстанций [75]

Исследование вирулицидной активности ДС осуществляется в 
два этапа:

1) первый этап исследований — определение наличия вирули­
цидной активности. Проводится in vitro суспензионным методом 
или методом батистовых тест-объектов;

2) второй этап исследований — изучение вирулицидной эф­
фективности ДС при обработке ими различных тест-объектов, воз­
духа, контаминированных тест-вирусом.

В качестве тест-объектов следует использовать различные из­
делия медицинского назначения; предметы ухода за больными и 
игрушки; белье, спецодежду и другие изделия из тканей; посуду, в 
т. ч. лабораторную; различные поверхности в помещениях (жес­
ткой мебели, разных предметов, оборудования, в т. ч. санитар­
но-технического и др.); кровь; выделения (моча, фекалии, 
мокрота).

Объем исследований и перечень объектов обеззараживания 
зависит от назначения Д С, их состава, токсикологической характе­
ристики, формы выпуска средства и др.

Проводятся также исследования вирулицидной активности 
кожных антисептиков, антимикробных тканей и лакокрасочных 
материалов.

5.7.3.1. Суспензионный метод [66,75]
К вирусной суспензии ВС, в качестве которой может быть 

использована культуральная жидкость после удаления клеточных 
остатков, или ВС органов или тканей, или сыворотка крови, добав­
ляют испытуемое средство в объеме 1 : 9 (1 объем вируса и 9 объе­
мов средства) в различных концентрациях.

Суспензионный тест проводят в двух вариантах: без белковой 
нагрузки и с белковой нагрузкой. В последнем случае к вирусной 
суспензии добавляется инактивированная сыворотка КРС из рас­
чета 40 % ее концентрации в смеси вирус — дезинфектант.

Полученную смесь (как с сывороткой, так и без нее) выдержи­
вают при комнатной температуре (20 ± 2 °С) в течение 
15—30—60 мин, нейтрализуют (в соотношении 1 : 1, т. е. 1 объем 
смеси и 1 объем нейтрализатора), встряхивая в течение 5—10 мин, 
и используют для определения тест-вируса в чувствительной куль­
туре клеток или на мышах, или на утках.
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Методика определения инфекционного вируса после воздей­
ствия ДС субстанции: исследуемый материал (смесь вируса, ДС и 
нейтрализатора) вносят (или исследуемым материалом заражают 
мышей или уток) в лунки планшет пробирки с выращенным мо - 
нослоем клеток или в суспензию клеток (в случае применения сус­
пензионной культуры клеток), через 30—60 мин удаляют смесь, за­
меняют ее культуральной средой. Культуру клеток инкубируют в 
термостате при температуре, необходимой для репродукции вируса 
в течение срока наблюдения.

О вирулицидной активности средства судят по наличию или 
отсутствию цитопатогенного действия, вызываемого вирусом, или 
по другим проявлениям, указывающим на репродукцию вируса.

Все эксперименты сопровождаются контролями культуры 
клеток, вируса, полноты нейтрализации.

Эффективным считают средство субстанцию, обеспечиваю - 
щее инактивацию вируса при времени воздействия не более 
60 мин.

5.7.3.2. Метод батистовых тест-объектов [66, 75]
Исследования вирулицидной активности ДС субстанций 

этим методом проводят на тест-вирусах, фиксированных на батис­
товых тест-объектах. При использовании данного метода происхо­
дит некоторая потеря (1—2 log ТЦИД50/мл) вирусных частиц во 
время погружения контаминированных тест-объекгов в раствор 
Д С, нейтрализатор и при последующем отмывании от остатков Д С. 
Однако этот метод более приемлем для изучения ДС, продукты ней­
трализации которых токсичны для культуры клеток и вызывают в 
них неспецифические дегенеративные изменения.

Подготовка эксперимента. Вирусной суспензией контамини- 
руют батистовые тест-объекгы далее «тесты».

В качестве тестов используют кусочки батиста размером 
1x0,5 см, предварительно простиранного (т. е. освобожденного от 
крахмала) и проглаженного. Тесты помещают в стерильную чашку 
Петри и заливают ВС из расчета 0,05—0,1 мл жидкости на один тест 
(без сыворотки или с добавлением 40 процентов СКРС). Тесты 
подсушивают при комнатной температуре не менее 60 мин. Конта- 
минированные ВС тесты используют в опытах. Тесты не следует за­
готавливать впрок, их контаминируют ВС ex tempore.

При исследовании вирулицидной активности готовят 3—5 
концентраций раствора ДС на стерильной дехлорированной во­
допроводной воде из расчета 1,0 мл раствора на каждый тест.

Постановка эксперимента. В исследуемые растворы погружают 
контаминированные ВС тесты по 5 штук на каждую экспозицию.
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Момент смачивания тестов раствором ДС является началом 
опыта и с этого момента отсчитывают экспозицию. Через 
5—15—30—45-—60 мин стерильным охлажденным пинцетом или 
петлей извлекают по 5 тестов, помещают их в пробирку с бусами (из 
стекла, пластика) и 5 мл стерильного раствора нейтрализатора, 
помещают в шуттель-аппарат на 10 мин. * - ■

По истечении каждой экспозиции смывной жидкостью зара­
жают культуру клеток (мышей, уток). Культуру клеток, отмытую от 
ростовой среды, оставляют на контакт на 30—60 мин для адсор­
бции вируса. Затем клетки промывают раствором Хенкса и залива­
ют поддерживающей средой с сывороткой. Клетки инкубируют в 
термостате при оптимальной для конкретного вируса температуре.

Критерием вирулицидной активности ДС является снижение 
количества вируса не менее, чем на 4 log10 при времени дезинфек­
ционной выдержки не более, чем 60 мин.

Контроль культуры клеток. С этой целью оставляют незаря­
женными пробирки с культурой клеток и наблюдают в течение 
максимального срока опыта. При работе с культурой клеток в кон­
трольных пробирках также, как и в опытных, при необходимости 
меняют поддерживающую среду в зависимости от изменения pH.

Контроль вируса. С этой целью 5 штук тестов, контаминиро- 
ванных вирусом, помещают в пробирку с 5 мл раствора Хенкса, вы­
держивают максимальную экспозицию, используемую в экспери­
менте; переносят в пробирки с 5 мл нейтрализатора и бусами, 
встряхивают в шуттель-аппарате в течение 10 мин и заражают куль­
туру клеток (или другой чувствительный биологический объект) 
соответствующей дозой (0*2 мд или менее) жидкости, отмытой с 
тестов. Для выяснения количества жизнеспособного вируса прово­
дят титрование.

Неспецифический цитопатический эффект (ЦПЭ) может быть 
при неполной нейтрализации дезинфектанта или цитотоксическом 
эффекте смеси «дезинфектант + нейтрализатор». Исключить не­
специфический цитотоксический эффект в некоторых случаях уда­
ется путем дополнительного отмыва монослоя раствором Хенкса 
после контакта клеток с внесенной пробой с нейтрализатором в те­
чение 60 мин для адсорбции вируса на поверхности клеток. По исте­
чении этого времени добавляют поддерживающую среду. Избежать 
неполной нейтрализации можно путем тщательной отработки усло­
вий нейтрализации или поиска другого нейтрализатора.

Контроль контаминации вирусом тестов. С этой целью 5 штук 
тестов, контаминированных вирусом, помещают в пробирку с бу­
сами и 5 мл физиологического раствора, отмывают в шуттель-ап- 
парате в течение 10 мин и соответствующей дозой (0,2 мл или ме­
нее, как в опыте) жидкости, отмытой с тестов, заражают культуру
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клеток (или другой биологический объект). Для определения сте­
пени контаминации тестов вирусом проводят титрование.

Контроль полноты нейтрализации ДС. С этой целью 5 штук тес­
тов (без вируса) помещают на максимальную экспозицию, исполь­
зуемую в эксперименте, в 5 мл раствора максимальной концентра­
ции ДС. После этого тесты переносят на 5 мин в 5 мл раствора ней­
трализатора, отмывают с бусами в течение 10 мин и вносят (по 
0,2 мл или менее) смыв с тестов в культуру клеток (или другой био­
логический объект).

Исследования вирулицидной активности субстанции завер­
шаются первым этапом.

Исследования вирулицидной активности ДС, предназначен­
ных для дезинфекции при особо опасных вирусных инфекциях, за­
вершаются первым этапом, если возбудитель по устойчивости к 
конкретному ДС не превышает полиовирус и аденовирус.

После получения данных о наличии у ДС вирулицидной ак­
тивности исследования продолжаются на втором этапе -  изучение 
эффективности при обеззараживании различных объектов.

Эффективным считают средство (субстанцию), обеспечиваю­
щее инактивацию вируса при времени воздействия не более 60 мин.
5.7.4. Методы изучения и оценки вирулицидной эффективности ДС,

предназначенных для обеззараживания различных объектов, 
контаминированных тест-вирусами [15, 66, 75]

Исследования эффективности ДС при обеззараживании раз­
личных объектов (изделия медицинского назначения, включая эн­
доскопы, посуда, белье, поверхности, выделения и др.), имеющих 
эпидемиологическое значение в распространении инфекционных 
заболеваний вирусной этиологии, проводят с целью разработки 
эффективных режимов дезинфекции. Полученные положитель­
ные результаты в опытах на тест-вирусах уточняют (при необходи­
мости) на вирусах-возбудителях той инфекции, при которой они 
будут использованы, учитывая их специфику и механизм передачи 
инфекции. Объем исследований ДС зависит от их предполагаемого 
назначения и может включать все или некоторые из приведенных 
ниже объектов.

5.7.4.1. Определение вирулицидной активности ДС, предназначенных 
для обеззараживания ИМИ [16,68, 73]

5JA A .1 . Определение вирулицидной активности ДС, предназна­
ченных для обеззараживания ИМИ (кроме эндоскопов) из различных 
материалов.

В качестве тест-изделий используют стерильные инструменты 
и другие ИМИ (в т. ч. однократного применения): имеющие замко-
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вые части (щипцы, ножницы, корнцанг), не имеющие замковых 
частей (пинцеты, шпатели); стоматологические, в т. ч. вращающи­
еся, инструменты (боры, буравы корневые, зеркала, диски шлифо­
вальные) из различных материалов (металлов, резин, стекла, 
пластмасс) или имитирующие их тест-объекты.

Контаминация изделий тест-вирусом. Простерилизованные 
или продезинфицированные (способом кипячения) тест-изделия 
контаминируют ВС с добавлением 40 % инактивированной (без 
консерванта) СКРС в качестве органической нагрузки (например, 
к 6 мл ВС добавляют 4 мл неразведенной сыворотки), перемеши­
вают. Если средство обладает фиксирующими свойствами, то сы­
воротку в качестве белковой нагрузки добавляют в количестве 5 %.

Приготовленной смесью контаминируют изделия, полностью 
погружая в нее мелкие, а на крупные йаносят пипеткой, следя за 
равномерным смачиванием всей поверхности. Каналы изделий за­
полняют с помощью шприца или другого приспособления, избегая 
образования пузырьков воздуха.

Разъемные изделия погружают в смесь и, опуская в нее, делают 
несколько рабочих движений. Инструменты, имеющие замковые 
части, погружают раскрытыми, предварительно сделав ими не­
сколько рабочих движений для лучшего проникновения вируса в 
труднодоступные участки изделия в области замка. Избыток смеси 
удаляют любым способом (промокают с помощью стерильной фи­
льтровальной бумаги, марлевой салфетки), но не протирают!! изде­
лия. Тест-изделия подсушивают при температуре (20 ± 2) °С в те­
чение 60—90 мин.

Определение активной концентрации средства и времени ви- 
рулицидного действия. Контаминированные вирусом изделия по­
гружают в дезинфектант на время дезинфекционной выдержки (5, 
10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 мин) или при необходимости на более 
длительное время, например, 240 мин — для изделий однократного 
применения перед утилизацией.

По истечении времени дезинфекционной выдержки изделия 
извлекают из дезинфектанта. Каналы промывают нейтрализато­
ром, с поверхностей берут смывы салфетками размером 5 х 5 см, 
смоченными нейтрализатором. Салфетки, мелкие изделия погру­
жают в пробирки с бусами и нейтрализатором (объем — 5 мл), кото­
рые помещают в шуттель-аппарат на 10 мин.

Полученную смывную жидкость вносят в пробирки или лунки 
планшет с культурой клеток или вводят в организм лабораторного 
животного или уток.

Оптимальное время обеззараживания — не более 60 мин, для 
изделий однократного применения -  не более 240 мин.
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5.7.4.1.2. Определение вирулицидной активности ДС, предназна­
ченных для обеззараживания эндоскопов, включая ДВУ[16,66, 73, 75].

В качестве исследуемых объектов используют гибкий (гастрос­
коп), жесткий цистоскоп эндоскопы или фрагменты гибкого эн - 
доскопа гастроскопа — его каналов и наружной поверхности.

С помощью пипетки ВС контаминируют поверхность и каналы 
эндоскопа (или его фрагменты), затем их погружают в раствор ДС, 
заполняя им каналы изделия. Для имитации минимального органи­
ческого загрязнения к ВС перед контаминацией тест-изделия добав­
ляют 5 % инактивированной сыворотки. Через 5—60 мин тест-изде­
лие извлекают из раствора и берут смыв с его поверхности стериль­
ной марлевой салфеткой, смоченной нейтрализатором. Канал изде­
лия промывают раствором нейтрализатора и оставляют на 10 мин. 
Салфетки помещают в пробирки с нейтрализатором и стеклянными 
бусами, отмывают в шуттель-аппарате в течение 10 мин. Промыв­
ную -  из каналов и смывную -  с салфеток жидкости вносят в культу­
ру клеток (или заражают другой биологический объект), отмытую от 
ростовой среды, оставляют на контакт на 30—60 мин для адсорбции 
вируса и добавляют поддерживающую среду. При необходимости 
для снятия цитотоксическою действия ДС клетки промывают рас­
твором Хенкса и заливают поддерживающей средой с сывороткой. 
Клетки инкубируют в термостате при необходимой для конкретного 
вируса температуре.

Оптимальное время обеззараживания — не более 60 мин.
При разработке режима ДВУ в качестве органической нагрузки 

используют 5 % инактивированной СКРС. ДС используют в кон­
центрации, обеспечивающей стерилизацию, и исследуют только 
время ДВУ.

Оптимальное время ДВУ -  не более 30 мин.
5.7.4.1.3. Определение вирулицидной активности ДС, предназна­

ченных для обеззараживания стоматологических оттисков [75].
В качестве тест-объектов используют оттиски из альгинатных, 

силиконовых или других материалов. Для изготовления оттисков 
слепочную массу, полученную в соответствии с рекомендациями из­
готовителя, помещают в пластмассовую или металлическую ложку и 
делают оттиск с пластмассовых зубных протезов с моделированной 
десной.

На оттиски наносят ВС, подсушивают в течение 2—3 мин, 
промывают стерильной водой и погружают полностью в раствор 
ДС. Контрольные контаминированные ВС оттиски погружают в 
стерильную водопроводную воду (вместо раствора ДС) на макси­
мальное время, взятое в эксперименте.
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Через 5—30 мин оттиски извлекают из раствора Д С (контроль­
ные -  из воды) и делают смывы марлевой салфеткой, смоченной в 
5 мл нейтрализатора, приготовленного на поддерживающей среде.

Салфетки помещают в пробирки с нейтрализатором и стек­
лянными бусами, отмывают в шуттель-аппарате в течение 10 мин. 
Смывной жидкостью заражают культуру клеток (или другой биоло­
гический объект). Культуру клеток, отмытую от ростовой среды, 
оставляют на контакт на 30—60 мин для адсорбции вируса. Затем 
клетки промывают раствором Хенкса и заливают поддерживающей 
средой с сывороткой. Клетки инкубируют в термостате при 
оптимальной для конкретного вируса температуре.

Оптимальное время обеззараживания -  не более 30 мин.
5ДАЛ. 4. Особенности постановки экспериментов по изучению 

вирулицидной активности ДС, предназначенных для обеззараживания 
ИМН в установках моюще-дезинфицирующие машины и др. [75].

Одним из самых значимых условий постановки эксперимен­
тов по разработке (для отечественных) или экспертной оценке (для 
зарубежных) режимов обеззараживания ИМН в установках, на­
пример, ультразвуковых, моюще-дезинфицирующих машинах, яв­
ляется создание условий эксперимента,, максимально приближен­
ных к условиям практического применения (в соответствии с 
техническим паспортом и инструкцией по эксплуатации).

Принципиальными являются следующие характеристики: 
скорость движения циркуляции дезинфицирующего раствора; 
температура раствора, количество объем раствора, диаметр- кана - 
ла каналов по которым циркулирует раствор. Повышенная тем - 
нература растворов ДС и принудительная циркуляция повышают 
их активность, в несколько раз сокращая время обеззараживания 
ИМН.

5.7.4.2. Определение вирулицидной активности ДС, 
предназначенных для обеззараживания предметов ухода 

за больными и игрушек [66,75]

Определение вирулицидной активности ДС при обеззаражи­
вании предметов ухода за больными. Предметы ухода за больными 
можно поделить на 2 группы в зависимости от возможного загряз­
нения биосубстратами и степени контаминации вирусами:

• наконечники к клизмам соприкасаются при их использова­
нии со слизистой оболочкой прямой кишки, поэтому требования к 
их обработке и критерии эффективности ДС такие же, как к ИМН. 
Органическая нагрузка в экспериментах должна составлять 40 % 
сыворотки, а способ обеззараживания — путем погружения в рас­
твор ДС;
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• подкладные клеенки могут быть загрязнены любыми выде­
лениями, поэтому органическая нагрузка должна быть такая же, 
как и в экспериментах с ИМН — 40 %, а способ обеззараживания — 
путем погружения в раствор или одно-, при необходимости — дву­
кратного протирания;

* пузыри для льда и грелки соприкасаются только с кожей, 
они, как правило, не загрязнены выделениями, однако могут быть 
контаминированы вирусами. При разработке режимов их обезза­
раживания органическая нагрузка на тест-объекгах не обязательна, 
а способ обработки -  одно- или двукратное протирание.

В качестве тест-объекгов, имитирующих предметы ухода за 
больными, используют тест-поверхности размером 10 х 10 см2, 
изготовленные из резиновых грелок, пузырей для льда, медицин­
ской клеёнки, а также наконечники к клизмам и др., из разных ма­
териалов. Их контаминируют смесью ВС с 40 % инактивированной 
сыворотки. Наконечники к клизмам контаминируют вирусом по 
такой же методике, что и ИМН, имеющие каналы, затем подсуши­
вают до полного высыхания при температуре 20 + 2 °С.

Подготовленные тест-объекты протирают однократно или 
двукратно с интервалом 15 мин салфеткой, смоченной раствором 
ДС. Кроме того, тест-объекты, изготовленные из медицинской 
клеёнки, погружают в дезинфицирующий раствор.

Мелкие предметы (наконечники к клизмам и др.) погружают в 
раствор ДС, заполняя им полости и каналы, избегая образования 
пузырьков воздуха.

Через 30, 60, 90,120 мин смывы берут марлевыми салфетками 
размером 5 x 5  см, смоченными в нейтрализаторе. Предметы ухо­
да, имеющие каналы, промывают нейтрализатором (не более 5 мл), 
который собирают в стерильные пробирки и оставляют на 10 мин 
для нейтрализации. Марлевые салфетки погружают в широкогор- 
лые пробирки с бусами (с 5 мл нейтрализатора, приготовленного 
на поддерживающей среде), которые отмывают в шуттель-аппара- 
те в течение 10 мин. Далее -  как в п. 5.7.4.1 Л.

Оптимальное время обеззараживания предметов ухода за 
больными -  не более 120 мин.

Определение вирулицидной активности ДС при обеззаражи­
вании игрушек. При обеззараживании игрушек (мелких и средних) 
определение вирулицидной активности ДС проводят при обработ­
ке способами протирания, погружения в раствор ДС или орошения 
для крупных игрушек.

С этой целью игрушки (без отверстий) контаминируют ВС из 
расчета 0,5 мл на 100 см2, но так, чтобы вся их поверхность была ею 
покрыта. Мелкие игрушки погружают полностью в ВС. Затем их 
подсушивают при температуре 18—20 °С до полного высыхания.
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Поверхность игрушек протирают салфеткой, смоченной рас­
твором ДС (в контроле — стерильной водой), мелкие игрушки по­
гружают в раствор ДС, препятствуя их всплытию; крупные игруш­
ки орошают раствором ДС. Норма расхода раствора ДС способом 
протирания 100—150 мл/м2 при однократной обработке, способом 
орошения — 150 мл/м2 при обработке распылителем типа «Квазар» 
и 300 мл/м2 обработке распылителем типа «Автомакс» или гидро­
пультом. При необходимости обработку способом протирания или 
орошения повторяют через 5—15 мин.

Через определенные интервалы времени (от 15 до 120 мин) с 
помощью марлевой салфетки (5 х 5 см), смоченной нейтрализато­
ром, приготовленном на поддерживающей среде или физрастворе, 
с игрушек берут смывы. Салфетки погружают в пробирки со стек­
лянными бусами и нейтрализатором. Далее — как в п. 5.7.4.1.1.

Оптимальное время обеззараживания -  не более 120 мин.
5.7.4.3. Определение вирулицидной активности ДС, предназначенньк для 
обеззараживания белья, спецодежды и других изделий из тканей [66, 75]
При определении вирулицидной активности ДС при обеззара­

живании белья учитывают соотношение раствора ДС и белья: при 
особо опасных инфекциях расход раствора составляет 5 л на 1 кг 
сухого белья, при прочих -  4 л раствора на 1 кг сухого белья; темпе­
ратуру раствора, степень и характер загрязнения белья.

Определение эффективности ДС при обеззараживании белья без 
видимых загрязнений. Исследования проводят с помощью батисто­
вых тестов. Контаминированные вирусом тесты подсушивают при 
комнатной температуре, затем их закладывают (по 5 штук в каж­
дый) в бязевые стерильные мешочки размером 5 х 8 см с приши­
той к углу каждого из них прочной ниткой длиной около 0,5 м. Ме­
шочки закрывают в виде конверта.

Белье (старые бязевые халаты, полотенца и др.) погружают в 
емкость с раствором ДС, последовательно замачивая одну вещь за 
другой, следя за тем, чтобы между вещами не образовывалось воз­
душных прослоек, препятствующих процессу дезинфекции. 
Одновременно между слоями белья распределяют (сверху, в сере­
дине и внизу) мешочки с контаминированными вирусом тестами.

Через определенные промежутки времени (15—30—60 и более 
минут) мешочки с тестами извлекают одновременно из трех слоев.

Тесты вынимают из мешочка стерильным пинцетом, погружа­
ют в широкогорлые пробирки с нейтрализатором и бусами, далее — 
как в п. 5.7.4,1.1.

Определение вирулицидной активности ДС при обеззараживании 
белья, загрязненного кровью, фекалиями. С целью изучения эффек­
тивности средства при обеззараживании белья, загрязненного
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кровью (имитация в виде 40 % сыворотки), медицинских отходов 
из тканей, марли, ваты (одноразовое хирургическое белье и аку­
шерские комплекты, перевязочный материал, марлевые салфетки, 
ватные тампоны и др.) к 6 мл сируссодержащей жидкости прибав­
ляют 4 мл инактивированной СКРС, смешивают и заливают тесты, 
подсушивают их и используют в опыте (п. 5.7 А 1.3).

Оптимальное время обеззараживания белья — не более 
120 мин, медицинских отходов — не более 240 мин.

Для имитации загрязнения белья и медицинских отходов из 
тканей и других фекалиями в экспериментах с тест-вирусом ис­
пользуют фекальную эмульсию. Фекальную эмульсию готовят сле­
дующим образом: к 6 мл 10 % ВС добавляют 4 мл 40 % эмульсии 
фекалий. Для этого 8 г простерилизованных фекалий (1,5 атм в те­
чение 30 мин) растирают в ступке с 20 мл стерильной воды. В ка­
честве органической нагрузки можно использовать также 80 % 
инактивированной СКРС из расчета: 8 мл сыворотки и 2 мл ВС, 
тщательно перемешивают и этой смесью заливают тесты. Избыток 
жидкости через 15 мин удаляют с помощью пипетки, тесты подсу­
шивают при комнатной температуре. Далее эксперимент проводят 
по схеме для незагрязненного белья (п. 5.7.4.1.3.).

Оптимальное время обеззараживания белья и медицинских 
отходов, загрязненных фекалиями — не более 240 мин.

5.7.4.4. Определение вирулицидной активности ДС, 
предназначенных для обеззараживания посуды, 

в том числе лабораторной [66,75]
Методика обеззараживания посуды без остатков пищи, а так­

же без других видимых загрязнений. При обеззараживании посуды 
без остатков пищи, лабораторной посуды без видимых загрязнений 
в качестве тест-объектов используют тарелки, стаканы, эмалиро­
ванные кружки; столовые приборы — ножи, вилки, ложки; лабора­
торной посуды — пипетки, в т. ч. микропипетки, наконечники к 
ним, предметные стекла, пробирки.

Чистую посуду контаминируют ВС, которую наносят пипет­
кой из расчета 0,5 мл на 100 см2 и равномерно распределяют по по­
верхности стерильным стеклянным шпателем. Вилки, ложки и 
ножи погружают в ВС на 10— 15 мин (за исключением ручек), кана­
лы пипеток контаминируют вирусом.

Посуду, столовые приборы подсушивают при комнатной тем­
пературе. После полного высыхания погружают в раствор ДС, пол­
ностью их покрывая (расход раствора составляет примерно 2 л на 
комплект посуды; чашка, блюдце, 2 тарелки, ложка, вилка, нож) 
раствором.
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Через определенные интервалы времени (15, 30, 60, 90, 
120 мин) посуду извлекают из раствора Д С  Для оценки эффектив­
ности обеззараживания стерильными марлевыми салфетками раз­
мером 5 х 5 см (вначале увлажненной нейтрализатором, затем су­
хой) тщательно протирают контаминированные вирусом части каж­
дого предмета. Салфетки помещают в стерильную широкую про­
бирку с бусами и 5 мл стерильного нейтрализатора (п. 5.7.4.1.1).

Оптимальное время обеззараживания — не более 60 мин.
Контролем служит аналогичным способом контаминирован- 

ная вирусом посуда, погруженная на максимальную экспозицию в 
стерильную или прокипяченную водопроводную воду.

Методика обеззараживания посуды с остатками пищи, а также 
загрязненной лабораторной посуды. Для изучения эффективности 
ДС при обеззараживании посуды с остатками пищи, загрязненной 
лабораторной посуды многократного использования и однократ­
ного применения (перед утилизацией) к ВС добавляют 80 % инак­
тивированной СКРС из расчета: 20 % ВС и 80 % сыворотки, смесь 
наносят равномерно на посуду, подсушивают. Далее — как в 
п. S.7.4.4 для посуды без остатков пищи.

Оптимальное время обеззараживания — не более 120 мин для 
посуды многократного использования и не более 240 мин -  для по­
суды однократного применения перед утилизацией.

5.7.4.5. Определение вирулицидной активности ДС, 
предназначенных для обеззараживания поверхностей [66, 75]

Определение вирулицидной активности ДС при обеззаражи­
вании тест-поверхностей изучают двумя способами; способом про­
тирания одно- или двукратного или способом орошения.

В экспериментах используют тест-поверхности размером 
10x10 см, гладкие, шероховатые, впитывающие и невпитывающие 
ДС из различных материалов: деревянные, оштукатуренные, окра­
шенные масляной или клеевой и другими красками, оклеенные об­
оями, а также из линолеума, пластика, стекла, кафеля, метлахской 
плитки, фаянса, искусственной или натуральной кожи и др. Набор 
тест-поверхностей (далее «поверхностей») определяется назначени­
ем средства.

Перед экспериментом поверхности подвергают механической 
очистке — моют водой с мылом и щеткой, за исключением повер­
хностей, оклеенных обоями и окрашенных клеевой краской. Пос­
ледние протирают несколько раз стерильной салфеткой, увлаж­
ненной стерильной водопроводной водой. После подсыхания по­
верхности располагают горизонтально и пипеткой наносят ВС из 
расчета 0,5 мл с добавлением 5 % инктивированной СКРС на пло­
щадь в 100 см2, равномерно распределяют по поверхности стеклян-
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ным шпателем. Контаминированные вирусом поверхности подсу­
шивают до полного высыхания при температуре 20 ± 2 °С и отно­
сительной влажности воздуха 50—60 %, затем обрабатывают рас­
твором ДС.

Обеззараживание контаминированных ВС поверхностей не­
которых видов -  оштукатуренные, окрашенные клеевой и другими 
красками, оклеенные обоями, из стекла, фаянса, дерева, окрашен­
ного масляной краской, из кафеля, проводят в вертикальном поло­
жении (способ орошения). Остальные поверхности обрабатывают 
как в горизонтальном (способ однократного или двукратного про­
тирания), так и в вертикальном положениях. Раствор ДС наносят 
на поверхность путем орошения из пульверизатора, точно следя за 
количеством израсходованной жидкости. Норма расхода -  от 80 до 
500 мл раствора на 1 м2 обрабатываемой площади.

Для имитации органического загрязнения используют 40 % 
инактивированной сыворотки при разработке режимов обеззаражи­
вания раковин, ванн или 80 % при разработке режимов обеззаражи­
вания унитазов. Возможно также использование вируссодержащей 
фекальной эмульсии, которую наносят на поверхности из кафеля 
или фаянса в экспериментах с вирусами, выделяющимися из орга­
низма с фекалиями.

Контроль эффективности обеззараживания осуществляют че­
рез 15—30—60 мин. Пробы отбирают путем тщательного протира­
ния орошенных раствором ДС поверхностей стерильной марлевой 
салфеткой ( 5 x 5  см), слегка увлажненной нейтрализатором в фи­
зиологическом растворе или растворе Хенкса с антибиотиками, а 
затем сухой. Салфетки помещают в широкогорлые пробирки с бу­
сами и 5 мл нейтрализатора (п. 5.7.4.1.1).

Оптимальное время обеззараживания поверхностей — не более 
60 мин.

В контроле вируса контаминированные ВС поверхности про­
тирают или орошают стерильной или прокипяченной водопровод­
ной водой при той же норме расхода воды, что и ДС в опыте. Забор 
проб и их обработку проводят аналогично опытным. Для определе­
ния плотности контаминации проводят титрование смывов с 
поверхностей.

При работе с вирусом гепатита А опыт моделируется с мень­
шим количеством белья, ДС и ВС.

5.7.4.6. Определение вирулицидной активности ДС, 
предназначенных для обеззараживания выделений 

моча, фекалии, мокрота и крови [66, 75]
При определении вирулицидной активности ДС для обеззара­

живании мочи подбирают концентрацию ДС и время обработки.
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Растворы Д С добавляют к продезинфицированной способом кипя­
чения моче в равном или двойном объеме. Через 15,30,60 мин ука­
занную смесь в количестве 1 мл переносят в пробирки с 5 мл ней­
трализатора, перемешивают, оставляют на 10 мин для нейтрализа­
ции, затем заражают культуру клеток (или другой биологический 
объект). Культуру клеток, отмытую от ростовой среды, оставляют 
на контакт на 30—60 мин для адсорбции вируса. Затем клетки про­
мывают раствором Хенкса и заливают поддерживающей средой с 
сывороткой. Клетки инкубируют в термостате при оптимальной 
для конкретного вируса температуре.

В контроле к моче добавляют не дезинфицирующий раствор, а 
стерильную воду. Результаты опытов учитывают в сравнении с кон­
тролем. Количество вируса в моче в контроле определяют титрова­
нием.

Оптимальное время обеззараживания -  не более 120 мин.
При разработке режимов обеззараживания фекалий учитыва­

ют соотношение ДС и обеззараживаемой массы фекалий, время 
обработки, консистенцию обеззараживаемых выделений, степень 
гомогенизации в процессе обеззараживания.

С этой целью 20 г простерилизованных фекалий растирают в 
ступке с добавлением 80 мл воды до получения гомогенной эмуль­
сии. Эмульсию разливают по 9 мл в пробирки и добавляют по 1 мл 
вируссодержащей жидкости.

Приготовленную эмульсию фекалий заливают равным или 
двойным количеством раствора ДС и в дальнейшем берут пробы так 
же, как и при обеззараживании мочи. Взятые пробы центрифугиру­
ют при 2 500—3 000 об./мин в течение 20 мин, после чего надоса- 
дочной жидкостью заражают культуру клеток, внося её в пробир- 
ки/лунки с клетками, или в организм чувствительного животного, 
уток.

В контроле вместо раствора ДС используют стерильную воду. 
Результаты учитывают в сравнении с контролем.

Оптимальное время обеззараживания — не более 240 мин.
При разработке режимов обеззараживания крови (без. сгус­

тков) используют цитратную (или дефибринированную) кровь, 
контаминированную тест-вирусом (соотношение объема крови и 
вирусной суспензии 1 : 1). Можно также использовать эритроци­
тарную массу (бараньи эритроциты), которая готовится путем до­
бавления к 3 мл отмытой эритроцитарной массы 97 мл 3,0 %-го 
раствора альбумина на фосфатном буфере. Аликвоты этой смеси 
контаминируют тест-вирусом. Подбирают оптимальное соотно­
шение ДС и обеззараживаемой крови, концентрацию ДС, время 
обработки, нейтрализуют (1 : 1, т. е. 1 объем смеси крови и ДС и 
1 объем нейтрализатора), выдерживают 5—10 мин (перемешивая
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или встряхивая) и используют для определения инфекционное™ 
тест-вируса. Для обеззараживания крови со сгустками 
эффективным является только термический метод обработки (в 
паровом стерилизаторе).

Оптимальное время обеззараживания — не более 240 мин.
При разработке режимов обеззараживания мокроты использу­

ют мокроту волонтеров, подбирают оптимальное соотношение ДС 
и обеззараживаемой мокроты, время обработки, концентрацию 
ДС, нейтрализатор.

Оптимальное время обеззараживания -  не более 240 мин.
5.7.4.7. Определение вирулицидной активности аэрозолей ДС, 

предназначенных для обеззараживания воздуха в помещениях [75]
Для определения вирулицидной активное™ аэрозолей ДС при 

обеззараживании воздуха в помещениях (инфекционные очаги, 
ЛПУ и др.) применяют аспирационный метод.

В качестве тест-вирусов используют полиовирус и/или адено­
вирус. ВС распыляют в камере в количестве, достаточном для полу­
чения в воздухе камеры концентрации вируса 1 х 105 ТЦИД50/м 3. 
Аэрозоль создают с помощью распиливающей аппаратуры, кото­
рая обеспечивает образование в воздухе не менее 80 % частиц с дис­
персностью 20 ± 5 мкм, затем включают вентилятор для предот­
вращения оседания аэрозоля ДС.

В склянки Дрекселя вместо 50 мл стерильной водопроводной 
воды наливают 5 мл раствора Хенкса или поддерживающей пита­
тельной среды с нейтрализатором и антибиотиками.

Для контроля исходной контаминации воздуха вирусом перед 
началом эксперимента через склянки Дрекселя, соединенные по­
следовательно одна с другой, а также в процессе эксперимента про­
пускают по 50 л воздуха (объем пробы для исследования). После 
отбора проб через каждые 5,10 или 15 мин, в зависимости от пред­
полагаемой эффективности ДС и с учетом чувствительности виру­
са к ДВ, жидкость из двух склянок Дрекселя соединяют, перемеши­
вают и по 2 мл вносят в пробирки/лунки с культурой клеток (или в 
организм лабораторного животного, уток). Клетки оставляют на 
1 ч для контакта, затем сливают. После этого во все пробирю! 
вносят поддерживающую среду в количестве 2 мл и помещают в 
термостат.

При. определении эффективности аэрозоля ДС исследования 
проводят при трех показателях относительной влажности воздуха: 
20—25, 50—55 и 80—85 % и температуре воздуха (20 ± 2) °С. Во вре­
мя эксперимента в камере должен постоянно работать вентилятор 
для Деремешивания компонентов исследуемой системы -  вируса, 
воздуха, аэрозоля ДС.
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Об инактивации вируса судят по утрате им инфекционной ак­
тивности.

Вирулицидная активность ДС в форме аэрозоля зависит от 
концентрации вируса в воздухе, расхода смеси аэрозоля на единицу 
объема, концентрации раствора ДС в аэрозольной смеси, экспози­
ции, относительной влажности воздуха и температуры в камере.

В контроле.используют аэрозольные смеси, содержащие вмес­
то раствора ДС стерильную воду, которые распыляют в камере в тех 
же количествах, при этом размер аэрозольных частиц должен быть 
одинаковым с размером частиц аэрозоля средства.

5.7.4.8. Определение вирулицидной активности ДС, 
предназначенных для обеззараживания медицинских отходов [75]

Методики определения вирулицидной активности ДС при 
обеззараживании медицинских отходов разного происхождения 
приведены в соответствующих разделах: изделий медицинского 
назначения однократного применения -  п. 5.7.4.1.1; отходов из 
тканей (медицинская защитная одежда и белье, перевязочный ма­
териал, марлевые салфетки, ватные тампоны и др.) — п. 5.7.4.3; по­
суды, в том числе лабораторной однократного использования, — 
п. 5.7.4.4; крови и д р .-п .  5.7.4.6.

5.7.5. Определение вирулицидной активности 
кожных антисептиков

Для изучения вирулицидной активности кожных антисепти­
ков используют суспензионный метод (п. 5.7.3.1) или метод батис­
товых тест-объектов (п. 5.7.3.2). С этой целью используют полио­
вирус, аденовирус, а также ВГВУ в количестве 105 ТЦИД50/мл 
(ИД50/мл), или вирус диареи крупного рогатого скота ВД-БС. 
Время дезинфекционной выдержки не должно превышать 4 мин. 
Эффективность -  снижение титра вируса не менее, чем на 4 log10.

5.7.5. Определение вирулицидной активности антимикробных 
тканей, лакокрасочных материалов [75].

При определений вирулицидной активности антимикробных 
тканей выбор тест-вируса и тест-объекта зависит от назначения и 
сферы применения, например, марлевые повязки для защиты верх­
них дыхательных путей профессионального контингента (меди­
цинские работники, продавцы в супермаркетах и др.) или изготов­
ление спецодежды и пр.

С этой целью на тест-объекты (по два на каждое разведение) из ис­
следуемой ткани размером 2 х 2 см капельно наносят по 0,05 мл ВС.

Через 30 сек, 1,3,5,10,15,30,60 мин тест-объекты переносят в 
широкогорлые пробирки с бусами и 5 мл нейтрализатора, отмыва-
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ют в.щуттель-аппарате в течение 10 мин. Смывной жидкостью за­
ражают культуру клеток (или другой биологический объект). Куль­
туру клеток, отмытую от ростовой среды, оставляют на контакт на 
30—60 мин для адсорбции вируса. Затем клетки промывают рас­
твором Хенкса и заливают поддерживающей средой с сывороткой. 
Клетки инкубируют в термостате при оптимальной для конкретно­
го вируса температуре. В контроле используют тест-объекты из 
ткани того же артикула, но не содержащей противовирусные 
вещества.

Критерии вирулицидной активности — снижение титра вируса 
не менее, чем на 4 logi0.

Определение вирулицидной активности лакокрасочных мате­
риалов. При определении вирулицидной активности лакокрасоч­
ных материалов (антимикробные лаки, краски) ВС в дозе 105 
ТЦИД50/мл наносят в количестве 0,5 мл на исследуемую тест-по­
верхность (размер 10 х 10 см2). После необходимой экспозиции 
(от 30 мин до 24 ч) с поверхности берут смыв стерильной марлевой 
салфеткой, смоченной нейтрализатором. Салфетки погружают в 
широкогорлые пробирки с 5 мл нейтрализатора и бусами, отмыва­
ют в течение 10 мин в шутгель-аппарате (п. 5.7.4.1.1).

В качестве контроля используют тест-поверхности, окрашен­
ные краской или покрытые лаком, не содержащими вирулицидные 
вещества.

Определение пролонгированного вирулицидного действия ла­
кокрасочных материалов проводят на тесг-поверхностях без до­
полнительной и с дополнительной искусственной контаминацией 
испытуемым тест-вирусом.

Критерии вирулицидной активности лакокрасочного покры­
тия -  снижение количества вируса не менее, чем на 4 logt0 через 
24 ч после нанесения его на поверхность; наблюдение может про­
должаться в течение 6 месяцев и более.
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5.7.8. Приложения
П р и л о ж е н и е  1 

р е к о м е н д у е м о е

1. Тест-вирусы и методы их культивирования
1.1. Тест-вирусы

Тёст-вирусы получают из национальных или из международ­
ных коллекций вирусов:

1.1.1. Вирус полиомиелита 1-го типа (вакцинный штамм Sabin 
LSc-2ab, РНК- содержащий вирус, не имеющий оболочки, из се - 
мейства пикорнавирусов.
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1.1.2. Аденовирус, тип 5, штамм Аденоид 75 (АТСС VR-5), 
ДНК-содержащий вирус, не имеющий оболочки, из семейства аде­
новирусов.

1.1.3. Бычий парвовирус, штамм Хаден АТСС VR-767.
1.1.4. Вирус гепатита А, штамм HAS-15, РНК-содержащий ви­

рус, не имеющий оболочки, из семейства пикорнавирусов.
1.1.5. Вирус гепатита В уток ВГВУ, штамм «УФА-04», 

ДНК-содержащий, из семейства гепаднавирусов.
1.1.6. Вирус гепатита С человека, штамм Д1.
1.1.7. Вирус бычьей диареи ВД-БС, РНК-содержащий вирус 

диареи — болезни слизистых оболочек крупного рогатого скота, из 
семейства пестивирусов, штамм ВК-1В1-№ 28.

1.2, Культивирование вирусов
1.2.1. Исходный вирус — это вирус, полученный из рефе- 

ренс-центров (из национальных или международных коллекций 
вирусов), размноженный в объемах, достаточных для длительной 
работы с данным пассажем, при минимальных количествах пасса­
жей. Хранится в малых объемах при —70 °С или в жидком азоте (Ру­
ководство по вирусологическим исследованиям полиомиелита, 
ВОЗ. Женева, М., 1998).

1.2.2. Тест-вирусная суспензия — вирусная суспензия, полу­
ченная из исходного вируса и используемая для определения виру- 
лицидных свойств дезинфектанта.

1.2.3. Исходный вирус размножают в чувствительных клетках 
(лабораторныхживотных, уткахидр.), продуцирующих вирус в вы­
соких титрах. Клеточный детрит удаляют цетрифугированием при 
низких оборотах (1 000 об./5 мин). Этот материал называют 
«тест-вирусной суспензией». Ее используют не разведенной.

Предполагается, что минимальный титр вирусной суспензии 
по крайней мере 106,5 ТЦИД50/мл. В любом случае он должен быть 
достаточно высоким, чтобы можно было получить снижение титра 
на 4,0 log10.

Полиовирус размножают в перевиваемой культуре клеток RD и 
НЕр-2 или в других чувствительных клеточных культурах (4647, Vero 
и т. д.). Для получения ВС культуру клеток, инфицированную виру­
сом полиомиелита на стадии 100 % поражения монослоя, вызванно­
го цитопатическим действием вируса, трехкратно замораживают и 
оттаивают. После удаления разрушенных клеток центрифугирова­
нием, полученную суспензию используют в экспериментах.

Аденовирус размножают в перевиваемой клеточной культуре 
НЕр-2, 4647 и в других чувствительных клеточных культурах. Ме­
тодика получения ВС аналогична вышеописанной, за исключени­
ем того, что перед процедурой разрушения клеток методом замора-
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живания-оттаивания проводят замену культуральной среды на не 
содержащую сыворотки и добавляют ее в меньшем объеме.

Вирус гепатита А размножают в перевиваемой культуре клеток 
4647. Для получения ВС флаконы инкубируют при 37 °С в течение 
21—28 дней с еженедельной сменой среды. По окончании инкуба­
ции из флаконов удаляют среду поддержания, монослой промыва­
ют раствором Хенкса, добавляют подогретый до 37 °С раствор Вер- 
сена, монослой обмывают диспергентом, раствор Версена сливают 
и добавляют 0,1М фосфатно-солевой буфер, pH 7,6.

Зараженные клетки ресуспендируют в фосфатно-солевом бу­
фере, суспензию клеток пятикратно замораживают (—70 °С) и отта­
ивают при комнатной температуре. Полученный клеточный лизат, 
содержащий 6,5—7,0 log10 ВГА гомогенизируют и осветляют цен­
трифугированием (3 000 об./5 мин), затем используют в качестве 
тест-вируса.

Супернатант аттестовывают на содержание антигена вирусно­
го гепатита А методом ИФА. Оптическая плотность (ОП450) испы­
туемых образцов, обработанных ДС, должна соответствовать ОП450 
контрольных образцов, не содержащих ВГА.

Методика определения инфекционного титра основана на вы­
явлении антигена ВГА при титровании методом конечного разве­
дения. Готовят 10-кратные разведения анализируемого материала 
на среде Игла MEM х  2. Каждым разведением вируса, начиная с 
103, заражают не менее 4 одинаковых емкостей с плотным моносло­
ем культуры клеток 4647. После инкубации в течение 21—28 дней 
супернатант аттестуют на содержание вирусного антигена методом 
ИФА. Инфекционные титры вычисляют по методу Рида и Менча 
или по методу Спермана-Кербера (прилож. 3).

Вирус гепатита В уток. Метод моделирования инфекции ВГВУ 
in vivo. Источником вируса при моделировании инфекции является 
сыворотка крови домашней утки, инфицированной ВГВУ in vivo при 
экспериментальном заражении вирусом с известными инфекцион­
ными свойствами. Для тест-вируса ВГВУ, используемого в каждом 
опыте по оценке ДС, должен быть определен инфекционный титр.

Важным моментом при подготовке опыта по испытанию ДС с 
помощью моделирования ВГВУ-инфекции домашних уток является 
определение численности опытных групп. По причине довольно ши­
рокой распространенности естественной ВГВУ-инфекции и отсу­
тствия скрининга на ВГВУ в хозяйствах — поставщиках эмбрионов и 
утят на территории Российской Федерации — перед закладкой опыта 
необходимо предварительное тестирование на ДНК ВГВУ для отвода 
от участия в опыте уток с естественной инфекцией. Ввиду максималь­
ной восприимчивости к инфицированию ВГВУ утят в возрасте 
1—3 дней целесообразно работать с утятами именно этого возраста,

251



Р 4.2.2643-10

однако предварительный скрининг может привести к задержке экс* 
пергамента, и, как следствие, к  снижению числа восприимчивых к ин­
фицированию особей. Поэтому рекомендуется увеличение опытных 
групп до 10—15 голов каждая с учетом потенциального числа утят с 
естественной ВГВУ-инфекцией, взятие крови у всех утят непосре­
дственно перед введением опытного материала, определение ДНК 
ВГВУ в течение ближайшего времени и выведение из опыта утят с вы­
явленной естественной ВГВУ-инфекцией.

После определения числа опытных групп проводят непосре­
дственно обработку вируса ДС. Обработка ДС должна проводиться 
непосредственно перед введением материала уткам, при необходи­
мости обработанный ДС вирусный препарат может храниться не 
более суток при 4 °С без снижения потенциальных инфекционных 
свойств.

Обработка вируса ДС проводится по стандартной методике, с 
использованием суспензионного метода или метода батистовых 
тест-объектов.

Затем проводят нейтрализацию ДС по стандартной методике. 
Трехдневных утят размещают по 10 голов в изолированных клетках 
по числу групп эксперимента. Затем у всех утят берут кровь и ис­
пользуют для последующего ПЦР-анализа. После взятия крови 
уткам внутрибрюшинно вводят материал, полученный в результате 
обработки ВГВУ ДС. Показано, что внутрибрюшинное инфициро­
вание ВГВУ так же эффективно, как и внутривенное, но при этом 
менее травматично для животных. Каждой утке вводят 200 мкл ма­
териала, в каждой опытной группе используют соответствующий 
материал, обработанный выбранной концентрацией ДС. В позитив­
ной и негативной группах таким же образом вводят соответствую­
щий контрольный материал.

После получения данных по выявлению естественной 
ВГВУ-инфекции среди задействованных в эксперименте уток по­
зитивных по ВГВУ особей удаляют. У всех участвующих в экспери­
менте уток проводят взятие крови через 3 недели после инфициро­
вания. Взятие крови и отделение сыворотки крови проводят таким 
же образом, как и при предварительном тестировании на естес­
твенную ВГВУ-инфекцйю. В отобранных образцах проводят опре­
деление ВГВУ-инфекции в ПЦР. Оценка результатов эксперимен­
та проводится по системе «да/нет», т. е. появление даже одного слу­
чая ВГВУ-инфекции в опытной группе рассматривается как инфи­
цирование ВГВУ, и, как следствие, указывает на недостаточные 
вирулицидные свойства анализируемой концентрации ДС.

. Вирус диареи -  болезни слизистых оболочек крупного рогатого 
скота размножают в клетках КСТ — перевиваемой культуре клеток 
коронарных сосудов сердца плода коровы. Вирус имеется в музее
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ГУ «Всероссийский научно-исследовательский институт экспери­
ментальной ветеринарии им. Я. Р. Коваленко».

Вирус гепатита С человека размножают в культуре клеток по 
методике, разработанной в ГУ НИИ вирусологии им. Д. И. Ива­
новского РАМН.

Приложение 2 
справочное

Статистическая обработка результатов

А. Определение 50 % дозы по методу Рида и Менча 
и по методу Спермана-Кербера

Титрование вируса в пробирочных культурах и на животных 
предусматривает определение дозы, при которой действие вируса 
(цитопатогенный эффект или гибель животных) проявляется в 
50 % тест-объектов (пробирочных культур или животных), так на­
зываемых ТЦИД50 или LDS0. Поскольку в большинстве случаев по 
данным титрования сразу не удается определить 50 % дозу, возни­
кает необходимость в статистической обработке результатов. Ре­
зультаты могут считаться статистически достоверными при соблю­
дении следующих условий:

1. Количество тест-объектов, зараженных одним разведени­
ем вируса, должно быть не менее 4;

2. В титрование должны быть включены два разведения виру­
са ниже 50 % дозы и два разведения вируса выше этой дозы.

Среди различных методов подсчета ТЦИД50 ИЛИ LD50 наи­
большее распространение получили метод полных кумулятивов 
Рида и Менча и метод определения «центральной величины» Кер- 
бера.

1. Метод Рида и Менча
(Reed L.J., Mnench Н.А. A simple method of estimating 50 % 

endpoints. Am. J. Hyd., 1938, 27, 493—497. Упрощенный вариант по 
книге Ворошиловой М.К., Жевандеровой В.И., Балаяна М.С. Мето­
ды лабораторной диагностики энтеровирусных инфекций. М., Ме­
дицина, 1964. с. 127—129. Статистическая обработка результатов).

Метод основан на логической предпосылке, что тканевая 
культура или животное, погибшие при заражении их каким-либо 
разведением вируса, погибнут и при заражении любым более 
низким разведением.

Пример подсчета показан в табл. 1.
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Таблица 1
Подсчет 50 % дозы (ТЦИД5()) по методу Рида и Менча

Ра
зв

ед
ен

ие
ви

ру
са

К
ол

ич
ес

тв
о

те
ст

-о
бъ

ек
то

в Исходные
данные

Кумулятивные
данные

П
ро

це
нт

ги
бе

ли

погибло выжило погибло выжило

КГ5 4 4 0 7 0 100

10-* 4 2 2 3 2 60

1СГ7 4 1 3 1 5 17

к г 8 4 0 4 0 9 0

Из табл. 1 видно, что 50 % доза находится между разведениями 
вируса 10_6 и 10~7.

Далее расчет величины X, которую необходимо прибавить к 
разведению непосредственно ниже 50 % дозы (в log10), произво­
дится по следующей формуле:

__ Л -50  
Л -В

где 1

А — процент гибели при разведении непосредственно 
ниже искомой 50 % дозы (в данном случае 60 %);

В — процент гибели при разведении непосредственно 
выше искомой 50 % дозы (в данном случае 17 %).

Подставляя полученные значения в формулу 1, находим:
60-50
60-17

=0,23

откуда—титр вируса (в обратных log10) равен 6 + 0,23 =  6,23; дру­
гими словами, одна ТЦИД50 или LD50 соответствует разведению ви­
руса ДО-6,23.

Если в титрование были взяты разведения вируса с интервалом 
0,5 logio, то величину X в формуле 1 следует умножить на 0,5.

Поскольку при титровании вируса в пробирочных культурах 
обычно получаются четкие результаты и культуры со 100 % дегене­
рацией отделены от культур с полным отсутствием дегенерации
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всего одним разведением вируса, удобно пользоваться при 
подсчете титров по Риду и Менчу упрощенной схемой:

Количество пробирочных 
культур, зараженных 

разведением 10~п

Количество
культур
сЦПЭ

Процент
культур
сЦПЭ

Титр 
вируса 
в loglO

4 1 25 п-1 ,66
4 2 50 п, 0
4 3 75 п, 33
4 4 100 п, 50

Для вычисления ТЦИД50 (количества цитопатогенных доз) ви­
руса в 1 мл исследуемой жидкости к показателю величины титра 
вируса в log10 прибавляют в зависимости от количества вируссодер­
жащего материала, взятого для заражения одной культуры, соотве­
тствующие величины поправок:

Объем материала 
в миллилитрах, взятого 

для заражения одной  
культуры

Величина поправки 
в единицах логарифма

0,2 0,7

0,25 0,6

0,3 0,52

0,4 0,4

0,5 0,3

0,6 0,22

0,7 0,16

0,8 0,1

Например, если во всех пробирочных культурах, зараженных 
по 0,2 мл материалом в разведении 10-4, наблюдается цитопато- 
генный эффект, а в культурах, инокулированных разведением 10_6, 
цитопатогенного эффекта не наблюдается (при инокуляции же 
разведением 10-5 цитопатогенный эффект отмечен в одной из че­
тырех пробирок), то титр вируса в log10 будет равен 104,66. Содержа­
ние же его в 1 мл будет равно 105,36 ТЦИД50.
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2. Определение ТЦИД50 вируса по методу 
Спермана-Кербера

ТЦИД50 представляет собой отрицательный десятичный лога­
рифм наибольшей использованной концентрации вируса, умно­
женной на логарифм разведения, то есть (сумма % пораженных 
клеток в каждом разведении/100—0,5) х log10 разведения.

Таблица 2
Пример результата титрования

Разведения, -log10 Результаты по ЦПД* Процент % культур 
с наличием ЦПД

-4 4,4,4,4,4,4 100
-5 4,4,3,4,4,4 100
-6 4,4,3,3,0,0 66,7
-7 4,2,0,0,0,0 33,3
-8 0,0,0,0,0,0 0

Сумма % с ЦПД 300
* от 1 до 4 -  плюсовая система %-го выражения гибели клеточных культур
1+ = 25 %, 2+ = 50 %, 3+ =: 75 % и 4+ = 100 %, 0 = отсутствие ЦПД.

Формула расчета ТЦИД50 по этим данным:
-4. -  [{(100 + 100 + 66,7 + 33,3 + 0)/100} -  0,5] х 1 =

- 4 -  [300/100 -  0,5] х 1 = - 4 - 2 , 5  =  6,5
Таким образом, ТЦИД50 будет равно 10~6,5 или 6,5 log10 

ТЦИД5о-
3. Метод бляшек

Для расчета среднего значения количества бляшек использует­
ся следующая формула:

EOEjt = Х с 1+с2+...+ся 
п ,+л2-у2+."+и„-у я d

где

t — объем, добавляемый в лунку при каждом шаге разве­
дения;

с1 — число БОЕ во всех лунках наименьшего разведения, 
при котором возможен учет (уже не сливные бляш­
ки);

с2 — число БОЕ во всех лунках следующего разведения;
сп — число БОЕ во всех лунках последнего разведения;
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nI — количество всех лунок наименьшего разведения 
с не сливными бляшками (соответствует С,); 

п2 -  число всех лунок второго разведения с не сливными 
бляшками (С2);

v2 — фактор разведения между nj/n2 (например, щ = 10"3 
и п2 = 10“4, то v2 = 0,1);

пп -  количество всех лунок последнего разведения, при 
котором имеются бляшки (сп); 

v„ -  фактор разведения между щ и пп (например, 10”3 
и nn = 10”6, то vn = 0,0001); 

d — шаг разведения с2.

Вычисления проводятся с целыми числами. Если последнее 
число меньше 5, то оно остается неизменным; если оно больше 5, 
то округляется до следующего целого числа.

Пример.
52)+ 48 + 49 + 25 + 27 + 31 +5 + 6 + 7 

[3+ 3 0,1 + 3-ОД ] 1 0 “3
250

3,33-ю -3
= 75075,075 =  lg 4,875 = lg 4,9

Если объем, добавляемый при разведении равен 0,2 мл, то 
БОЕ\мл = log105,6.

5.8. Методы изучения и оценки спороцидной активности 
дезинфицирующих и стерилизующих средств

5.8.1. Общие положения
Федеральный закон «О санитарно-эпидемиологическом благо­

получии населения» [1] и Федеральный закон «Об охране окружаю­
щей среды» [2] регламентируют проведение специфической и не­
специфической профилактики инфекционных заболеваний. В комп­
лекс неспецифических профилактических мероприятий входят дез­
инфекция и стерилизация [12] с использованием ДС и СС, обладаю­
щих спороцидной активностью, т. е. убивающих споры микроорга­
низмов при регламентированных параметрах технологии (режимах 
обработки) [10,47,68].

ДС, обладающие спороцидной активностью, необходимы для 
обеззараживания различных объектов при сибирской язве, газовой 
гангрене, столбняке, дезинфекции высокого уровня ДВУ эндос - 
копов; стерилизующие средства -  для стерилизации изделий меди-
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цинского назначения ИМН, включая эндоскопы, и для ДВУ 
эндоскопов [7—11].

Данное руководство регламентирует методологию и техноло­
гию изучения и оценки спороцидной активности субстанций для 
производства ДС и СС, спороцидной активности и эффективности 
химических и физических ДС для обеззараживания различных объ­
ектов, а также СС для стерилизации ИМН, обсемененных наиболее 
устойчивыми микроорганизмами в споровой форме с учетом макси­
мально возможного уровня контаминации ими объектов [10, 74].

Исследования спороцидной активности субстанций, ДС, СС и 
эффективности режимов их применения включают [74]:

• выбор и подготовку тест-микроорганизмов в споровой фор­
ме для изучения спороцидной активности ДС, СС и их субстанций;

• обеспечение стандартности условий проведения исследова­
ний спороцидной активности ДС, СС и их субстанций;

• методы исследований и оценку результатов спороцидной 
активности ДС, СС и их субстанций in vitro (суспензионный метод, 
метод батистовых тест-объектов) и спектра спороцидной актив­
ности;

• методы исследований и оценку спороцидной эффективнос­
ти ДС при разработке режимов обеззараживания объектов внеш­
ней среды, контаминированных тест-микроорганизмами в споро­
вой форме;

• методы исследований спороцидной эффективности СС при 
разработке режимов стерилизации ИМН, включая эндоскопы;

■ методы исследований спороцидной активности СС, пред­
назначенных для ДВУ эндоскопов.

Для применения спороцидных ДС в очагах искусственного 
происхождения биотерроризм разработанные режимы (дезин - 
фектологические технологии) должны корректироваться в специ­
альных лабораториях, изучающих возможные споровые биологи­
ческие рецептуры и связанные с этим специфические особенности 
дезинфекции в очагах заражения.

Организации, проводящие исследования спороцидной актив­
ности и эффективности химических Д С, СС и их субстанций, в от­
четной документации, представляемой для регистрации и серти­
фикации средств, должны представлять конкретные результаты 
оценки стандартности использованных в исследованиях спор 
тест-микроорганизмов, а также эффективности нейтрализации ДВ 
использованного нейтрализатора [7, 8, 9,10,11].
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5.8.1.1. Тест-микроорганизмы для изучения и оценки 
спороцидной активности ДС, СС и их субстанций. Требования 

к тест-микроорганизмам

При изучении спороцидной активности ДС и их субстанций в 
качестве тест-микроорганизмов используют [74]:

Bacillus cereus, штамм 96;
-  Bacillus subtilis, штамм 7;
-  сибиреязвенная живая сухая вакцина СТИ-1 для людей;
-  Bacillus anthracis, штамм 81/1 (рХ01+, рХ02+), или штамм 27 

(рХ01+, рХ02+).
При изучении спороцидной активности СС и их субстанций в 

качестве тест-микроорганизмов используют;
-  Bacillus cereus, штамм 96;
-  Bacillus subtilis, штамм 7;
-  Bacillus licheniformis, штамм G BKM В-171 ID;
-  Geobacillis stearothermophilius, штамм BKM B-718.
Тест-микроорганизмы выбирают в зависимости от действую­

щего вещества ДВ и от назначения спороцидного ДС, СС и его 
субстанции.

Требования к тест-микроорганизмам. Тест-микроорганизмы 
должны иметь типичные морфологические, культуральные, био­
химические свойства, присущие данному виду (прилож. 1), и об­
ладать стандартной устойчивостью к эталонным ДС и СС [10]: хло­
рамину 10 %, перекиси водорода 6 %, глутаровому альдегиду 2,5 % 
(pH 7,2), сухому горячему воздуху при(1б0 ± 3) °С, водяному теку­
чему пару при 100 °С, водяному насыщенному пару под избыточ­
ным давлением при (121 ± 1) °С.

Показатели устойчивости тест-микроорганизмов к вышепере­
численным средствам приведены в табл. 5.8.

Музейные штаммы тест-микроорганизмов хранят в холодиль­
нике при температуре (6 ± 2) 9С в виде сухой культуры в ампулах 
после лиофильной сушки не более 2 лет [66, 74].

Тест-микроорганизмы, не обладающие указанной устойчи­
востью, подлежат замене.

Спороцидную активность ДС, СС и их субстанций определя­
ют, используя тест-микроорганизмы в споровой форме [74].
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Таблица 5 .8
Устойчивость спор тест-микроорганизмов 

к эталонным дезинфицирующим и стерилизующим средствам

Тест-культура Время гибели тест-микроорганизмов, 
не менее мин, при действии
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1 2 .3 4 5 6 7 8
Тест-микроорганизмы для изучения и оценки дезинфицирующих средств

и их субстанций
Bacillus cereus, 
штамм 96

1 -5  • 
10‘ 360 60 60 - 6—7 -

Bacillus 
subtilis, 
штамм 7

1 -5  •
10‘ 360 60 180 6 -7 -

Сибиреяз­
венная живая 
сухая вакци­
на СТИ-1 для 
людей

1 -5  • 
10‘ 360 60 60 - 6 -7 -

Bacillus 
anthracis, 
штамм 81/1 
или 27

1 -5  • 
10‘ 360 60 60 - 6 -7 ' -

Тест-микроорганизмы для изучения и оценки стерилизующих средств
и их субстанций

Bacillus cereus, 
штамм 96

1 -5  • 
10‘ 360 60 60 - 6 -7 -

Bacillus 
subtilis, 
штамм 7

1-5  * 
106 360 60 180 — 6 - 7 -

Bacillus
licheniformis
GBKM
B-1711D

1-5  • 
10* - - 30 -
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Прододжете табл. 5.8
1 2 3 4 5 6 7 8

Geobaciilis 
stearothermoph 
ilius, штамм 
ВКМ В-718

1-5 • 
10‘ - - - - - 15

Использование В .  cereus и В .  subtilis в качестве тест-микроорганизмов при 
изучении спороцидной активности дезинфицирующих и стерилизующих средств 
гармонизировано с Европейским стандартом. Руководствуясь данными табл. 5.8, 
дальнейшие исследования проводят с использованием наиболее устойчивого 
тест-микроорганизма к проверяемому средству.

5.8.1.2. Методика приготовления суспензии спор 
тест-микроорганизмов

Для получения тест-микроорганизмов в споровой форме их 
выращивают на питательных средах, приведенных в табл. 5.9.

Перечень компонентов и методика приготовления питатель­
ных сред для культивирования тест-микроорганизмов, предназна­
ченных для изучения и оценки спороцидной активности ДС, СС и 
их субстанций, приведены в прилож. 2.

Процесс приготовления суспензии спор тест-микроорганиз­
ма, используемого при исследовании и оценке спороцидной актив­
ности ДС, СС и их субстанций, включает три последовательных 
этапа [74]:

— получение бульонной культуры из музейной лиофилизиро- 
ванной или агаровой культуры тест-микроорганизма;

-  получение споровой агаровой культуры тест-микроорганизма;
Таблица 5.9

П и т а т е л ь н ы е  с р е д ы  д л я  в ы р а щ и в а н и я  т е с т - м и к р о о р г а н и з м о в  
в  с п о р о в о й  ф о р м е

№
п/п Тест-культуры Питательные среды

1 Bacillus cereus, штамм 96
Пшеничный агар

2 Bacillus subtilis, штамм 7

3 Bacillus anthracis, штамм 
81/1,27

Пшеничный агар или агар Хоттин- 
гера с аминным азотом 120 мг%

4 Bacillus licheniformis, 
GBKMB-1711D

Пшеничный агар или картофель- 
но-пептонный агар5 Geobaciilis

stearothermophilius, штамм 
BKMB-718
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— приготовление суспензии спор тест-микроорганизма и 
оценка соответствия ее требованиям.

При использовании лиофилизированной споровой культуры 
A cereus и A subtilis ампулы с этими тест-микроорганизмами 
вскрывают в асептических условиях следующим образом: тампо­
ном ваты, смоченным этиловым спиртом, обрабатывают повер­
хность ампулы, затем нагревают ее запаянный конец над пламе­
нем, К накаленному концу ампулы прикладывают ватную пробку, 
смоченную стерильной водой, чтобы на ампуле образовалась тре­
щина. Металлическим инструментом (скальпель, пинцет) откалы­
вают по трещине конец ампулы. После этого стерильной пастеров­
ской пипеткой в ампулу вливают 0,2 мл стерильной питьевой воды, 
накрывают стерильной марлевой салфеткой и оставляют на 30 мин 
при комнатной температуре. Для получения суспензии спор содер­
жимое ампулы перемешивают с помощью стерильной бактериоло­
гической петли.

Полученную таким образом в ампуле суспензию спор тест- 
микроорганизма отсасывают стерильной пастеровской пипеткой и 
переносят по 1—2 капли в две пробирки с 5 мл питательного бульо­
на (бульон Хоттингера, сухой питательный бульон -  СПБ, мясо- 
пептонный бульон МПБ), содержащего 0,5 % глюкозы.

При работе с возбудителем сибирской язвы для приготовления 
суспензии спор ампулы с высушенными культурами вскрывают в 
помещении музея коллекции живых культур. Манипуляции про - 
водят в боксе биологической безопасности. При этом оттянутый 
конец ампулы нагревают над пламенем газовой горелки; затем 
влажным концом стерильного ватного тампона прикасаются к на­
гретой части, в результате чего появляются трещины. Конец ампу­
лы накрывают трехслойной марлевой салфеткой, смоченной 
дезинфицирующим раствором и хорошо отжатой, и обламывают 
пинцетом.

После вскрытия ампула остается накрытой той же салфеткой в 
течение 1—2 мин. Затем салфетку осторожно снимают и вместе с 
остатками стекла погружают в дезинфицирующий раствор. Вскры­
тую ампулу накрывают стерильным марлевым тампоном на 
1—2 мин. Затем в ампулу вносят 0,2 мл стерильной питьевой воды 
для приготовления суспензии спор, которую далее высевают в жид­
кие питательные среды, как указано выше.

Посевы G. stearothemophilius инкубируют при температуре 
(55 ± 1) eC, a A cereus, A subtilis, A anthracis и A licheniformis — 
при температуре (37 ±  1) °С в течение 24—48 ч.

Бульонные культуры тест-микроорганизмов бактериологи­
ческой петлей или пастеровской пипеткой (по 1—2 капли) пересе­
вают в пробирки на скошенную питательную среду (сухой пита-
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тельный агар -  СПА, мясо-пептонный агар -  МПА). Посевы инку­
бируют в течение 24—48 ч, как указано выше.

Для получения спор культур В. licheniformis, <7. stearother- 
mophilius в пробирки с посевом необходимого для проведения ис­
следования тест-микроорганизма добавляют 5 мл стерильной дис­
тиллированной воды и смывают культуру, выросшую на твердой 
питательной среде. Полученную взвесь переносят во флаконы или 
емкости до 250/500 мл, содержащие соответственно 100/200 мл со­
ответствующего для данного тест-микроорганизма скошенной 
твердой агаровой питательной среды табл. 5.9.

На поверхность питательной среды в каждый флакон матрац, 
в зависимости от их вместимости (250/500 мл), вносят суспензию, 
смытую с 1—2 пробирок с посевами. Взвесь покачиванием флакона 
матраца равномерно распределяют по поверхности среды, за - 
крывают ватно-марлевыми пробками и бумажными колпачками и 
инкубируют при температуре (55 ± 1) °С (G. stearothermophilus) или 
(37 ± 1) °С (В. licheniformis) в течение 10—12 суток в наклонном по­
ложении (под углом 45 °) агаром вверх. Для создания достаточной 
влажности в термостат, работающий при температуре (55 ± 1) °С, 
помещают открытые емкости с водой (до 2 л на термостат вмести­
мостью 80 л).

Тест-микроорганизмы В, cereus, В. subtilis и В. anthracis для 
получения споровой формы засевают на скошенный пшеничный 
агар или агар Хоггингера с аминным азотом 120 мг% и выращивают 
при температуре 37±1 °С двое суток в термостате, а затем еще 
7—12 суток при температуре (20 ± 1) °С в темном месте. На 7-е и 
9-е сутки культуры проверяют на интенсивность спорообразова­
ния. Для этого выборочно с 2—3 флаконов матрацев культуру за - 
бирают петлей с верхнего, среднего и нижнего участков агара; все 
три пробы растирают вместе на одном предметном стекле, распре­
деляя тонким слоем. Мазок фиксируют над пламенем горелки, 
окрашивают по Грамму или генцианвиолетом (по Синеву). Окра­
шенные препараты промывают питьевой водой, подсушивают и 
микроскопируют с иммерсионной системой — споры имеют вид 
неокрашенных пустот, находящихся внутри клеток.

При работе с В. anthracis для фиксации мазков используют 
90°-й этиловый спирт или смесь Никифорова (равное количество 
спирта и эфира), время фиксации 30 мин. Затем мазок окрашивают 
при нагревании 1—2 мин карболовым фуксином Циля, промывают 
водой и обесцвечивают, погружая в 2 %-й раствор азотной кислоты 
в спирте или в 1 %-й раствор серной кислоты, так, чтобы на препа­
рате не было видно следов красителя.
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Исследуют 10 полей зрения, подсчитывают количество спор, 
выражая в процентах. Достаточным количеством считают не менее 
90 % спор в поле зрения от общего числа клеток.

После завершения спорообразования тест-микроорганизмы 
осторожно при помощи шпателя (из проволоки) или стерильных 
стеклянных бус смывают с поверхности агара 5—10 мл стерильной 
дистиллированной воды (в зависимости от вместимости флакона) 
и сливают в емкости (пробирки, флаконы), которые закрывают 
стерильными резиновыми пробками.

Для оценки качества полученной споровой суспензии тест- 
микроорганизма и принятия решения о возможности использова­
ния ее по назначению из флакона (после тщательного перемеши­
вания путем встряхивания) стерильно отбирают в пробирку 10 мл 
суспензии и определяют соответствие требованиям по биологичес­
кой концентрации БК спор тест-микроорганизма в суспензии и 
их устойчивости к эталонным физическим и химическим 
дезинфицирующим и стерилизующим средствам, представленным 
в табл. 5.8.

В случае загрязнения исходного штамма тест-микроорганизма 
посторонней микрофлорой выделяют его чистую культуру приня­
тыми методами (прогревания, промывания, центрифугирования 
и др.). Выделенную культуру тест-микроорганизма идентифици­
руют и проверяют его устойчивость к эталонным дезинфицирую­
щим и стерилизующим средствам.

5.8.1.3. Определение биологической концентрации тест-микроорганизма 
в споровой суспензии [74]

Определение выполняют методом последовательных десяти­
кратных разведений суспензии тест-микроорганизма в стерильной 
дистиллированной воде с последующим высевом суспензии в чаш­
ки Петри с плотной питательной средой (агар Хоттингера, СПА, 
МПА). После определенного времени инкубации при соответству­
ющей температуре проводят подсчет выросших колониеобразую- 
щюс единиц КОЕ и определяют количество жизнеспособных 
спор в одном мл суспензии БК.

Для проведения испытания необходимы материалы и обору­
дование, приведенные в прилож. 3.

При выполнении испытания соблюдают следующие условия:
-  используют дозаторы переменного объема не менее 2-го 

класса точности;
-  в процессе выполнения опыта соблюдают асептические 

условия;
-  контролируют температуру термостата и срок инкубации 

посевов.
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До проведения испытания выполняют следующие подготови­
тельные операции:

-  расплавляют на кипящей водной бане плотную питательную 
среду (агар) и охлаждают ее до температуры (45 ± 5) °С;

-  охлажденную питательную среду разливают по (25 ± 5) см3 в 
стерильные чашки Петри в пламени спиртовки (газовой горелки) и 
оставляют чашки на горизонтальной поверхности пока не застынет 
агар;

-  при необходимости подсушивают чашки с плотной пита­
тельной средой в термостате крышками вниз;

-  разливают в стерильные пробирки с ватно-марлевыми проб­
ками по 4,5 см3 стерильной дистиллированной воды.

В работе используют только кондиционные партии питатель­
ных сред, для чего предварительно проверяют их качество путем 
высева эталонной культуры соответствующего штамма. Для конди­
ционной среды число выросших тест-микроорганизмов от их об­
щего количества должно составлять не менее 50 %.

При определении БК тест-микроорганизма в исходной сус­
пензии спор агаровой культуры последнюю разводят стерильной 
дистиллированной водой до концентрации, соответствующей по 
бактериальному стандарту мутности 1 млрд микробных тел в 1 мл. 
Затем стерильной пипеткой отбирают 0,5 мл суспензии спор и пе­
реносят в пробирку, содержащую 4,5 мл стерильной дистиллиро­
ванной воды. Полученное разведение (10-1) тщательно встряхива­
ют. Аналогично, меняя пипетку, делают все последующие разведе­
ния до необходимого (10~6), теоретически соответствующего кон­
центрации 1 * 103 спор в 1 мл. Из двух последовательных десяти­
кратных разведений исходной суспензии производят высев по 
0,1 мл на поверхность трех чашек Петри с агаром (агар Хоттингера, 
СПА, МПА). Чашки Петри инкубируют при температуре 
(55 ± 1) °С или (37 ± 1) °С в зависимости от вида культуры в тече­
ние 24—48 ч, после чего определяют число КОЕ. Количество жиз­
неспособных спор в исходной суспензии определяют как среднее 
арифметическое число КОЕ с учетом разведения исходной суспен­
зии и объема пробы для посева.

Пример расчетов. Предположим, что при посеве на три чашки 
Петри с агаром суспензии в разведении 1 : 100 000 подсчитано 
140, 110 и 134 КОЕ. Аналогичные высевы из разведений 
1 : 1 000 000 привели к образованию 12, 14 и 16 КОЕ.

Вычисляем общее число КОЕ, найденных во всех трех чашках 
Петри соответствующих разведений:

1 : 100 000 140 + 110 + 134 = 384
1 : 1 000 000 12 + 14 + 16 = 42
Среднее число КОЕ на чашках составит для разведения:
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1 : 100 000 384 : 3 = 128
1 :1 0 0 0 0 0 0  4 2 :3  = 14
Из расчета посевной дозы (0,1 мл на каждую чашку) вычисля­

ем число жизнеспособных спор в 1 мл исходной суспензии с учетом 
разведений, далее находим среднее арифметическое числа КОЕ:

128 • 10 • 105 = 12,8 • 107
14 • 10 • 106 =14,0 ■ 107
Таким образом, число жизнеспособных спор в исходной сус­

пензии составит:
(12,8 + 14,0) • 107:2 = 13,4 • 107 = 1,32 • 10* спор/мл
Или при посеве из одного последнего разведения по 0,1 мл на 

5 чашек Петри расчет концентрации жизнеспособных микроорга­
низмов в 1 мл суспензии препарата осуществляют по формуле:

БК = х ■ р • 2, где
БК -  концентрация жизнеспособных спор тест-микроор­

ганизма, КОЕ • мл;
х -  суммарное количество колоний, выросших на пяти 

чашках, КОЕ;
р -  разведения;
2 -  коэффициент, приводящий измерение объема посе­

янной суспензии к 1 мл.
Например: общее количество колоний на 5 чашках Петри со­

ставило 540 КОЕ, тогда количество жизнеспособных спор в исход­
ной суспензии равно:

БК = 540 • 2 • 106 =  1080 • 106 = 1,08 ■ 109 спор/мл
Герметично закрытые стерильной пробкой флаконы (пробир-

ки) с исходной суспензией спор хранят в холодильнике при темпе­
ратуре (6 ± 2) °С до 6 месяцев, если споры тест-микроорганизма 
соответствуют вышеуказанным требованиям (табл. 1). Для сниже­
ния негативного влияния на суспензию спор перепада температу­
ры, неизбежного при извлечении флакона из холодильника для от­
бора части суспензии, необходимой для проведения исследования 
ДС, СС и их субстанций, суспензию спор тест-микроорганизма из 
флакона целесообразно расфасовывать в пробирки и использовать 
их по мере необходимости.

Чистоту культуры тест-микроорганизма на всех этапах культи­
вирования контролируют путем посева ее на чашки Петри с агаром 
Хоттингера, СПА, МПА.

Сибиреязвенную живую сухую вакцину СТИ-1 при изучении 
спороцидной активности и эффективности используют в виде сус­
пензии, содержащей Ю8—109 спор/мл, приготовленной разбавле-
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нием содержимого одной ампулы в 10 мл стерильной питьевой 
воды.

5.8.1.4. Методики определения устойчивости спор тест-микроорганизмов 
к эталонным ДС

5.8.1.4.1. Определение устойчивости спор к текучему пару, водя­
ному насыщенному пару под избыточным давлением, сухому горячему 
воздуху [51, 52, 74]

Устойчивость к действию текучего пара спор 2?. cereus, В. subtilis, 
В. anthracis, сибиреязвенной вакцины СТИ-1 определяют в аппарате 
Ойль-Мюллера, используя батистовые тест-объекты, контаминиро- 
ванные вышеуказанными тест-микроорганизмами, с последующим 
посевом тест-объекгов в жидкую питательную среду.

Аппарат Ойль-Мюллера может быть заменен устройством, 
доступным для изготовления практически в любой лаборатории, 
где необходимо провести такое исследование. Для этого берется 
стеклянная колба объемом 1—2 л с широким удлиненным горлом. 
Корковую пробку под него срезают на 1/з по длине для обеспече­
ния выхода пара. Это отверстие используется и для проведения из­
мерения термометром температуры пара в месте размещения ба­
тистовых тест-объектов. Через трубку пропускают проволоку, име­
ющую на конце припаянную (или укрепленную другим способом) 
перпендикулярно к ней металлическую сеточку диаметром
3—3,5 см из нержавеющей стали, предназначенную для размеще­
ния батистовых тест-объектов, контаминированных спорами 
тест-микроорганизма.

Проволоку в пробке устанавливают так, чтобы сеточка находи­
лась в месте перехода конуса колбы в горло. Это обеспечивает про­
хождение через сеточку практически всего объема выделяемого ки­
пящей в колбе водой пара. Уровень воды должен находиться от 
сеточки на расстоянии 5—6 см.

В процессе испытаний контролируют следующие показатели;
-  температуру текучего пара;
-  исходную и остаточную контаминацию тест-микроорганиз­

мами батистовых тест-объектов;
-  время действия пара на контаминированные тест-объекгы в 

аппарате Ойль-Мюллера колбе.
“Исследования проводят следующим образом: в колбу наливают 

дистиллированную воду и нагревают ее до кипения. При достиже­
нии температуры 100 °С на термометре, находящемся под воздей­
ствием текучего пара, на предварительно простерилизованную ав­
токлавированием вместе с пробкой или обожженную в пламени се­
точку помещают 2 батистовых тест-объекта (1 х 0,5 см), контами­
нированных спорами тест-микроорганизма (методику приготовле-
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ния тест-объекгов см. в п. 5.1.2.2). Тест-объекты размещают так, 
чтобы исключался контакт их со стенкой горла колбы при введении 
сеточки в колбу. Держась за пробку, сеточку с тест-объекгами вносят 
в зону действия текучего пара и включают секундомер. По истече­
нии 2 мин воздействия пара, держась за пробку, сеточку с тест-объ- 
екгами извлекают из колбы, а тест-объекты сразу помещают (засева­
ют) в две пробирки со стерильным питательным бульоном. Обжига­
ют сеточку и кладут на нее 2 новых тест-объекга. Аналогично выше­
описанному вносят их в зону действия пара на 2 мин, затем также 
извлекают и помещают в пробирки со стерильным питательным 
бульоном. Так операцию повторяют, увеличивая экспозицию на 
1 мин, до 10 мин. Посевы инкубируют при (37 ± 1) °С в течение 7 су­
ток. Предварительный учет результатов проводят через 48 ч инкуби­
рования, окончательный -  на 7-е сутки. Из пробирок с проросшим 
бульоном делают посев петлей на твердую среду для идентификации 
выросших тест-микроорганизмов.

При использовании аппарата Ойль-Мюллера необходимо не 
допускать случайного прикосновения к горлышку колбы сначала 
до обеззараживания тест-объектов, затем — после обеззаражива­
ния. Этих погрешностей, искажающих результаты опыта, можно

Рис. 5.1. Принципиальная схема 
устррйства аппарата Ойль-Мюллера 

в модификации Л. А. Блиновой

2

избежать при использова­
нии аппарата Ойль-Мюллера 
в модификации Л. А. Блино­
вой (рис. 5.1). В емкости для 
текучего пара имеется четы­
ре отверстия. Первое отвер­
стие (1) размещается вверху 
и предназначено для термо­
метра, второе (2) справа в 
торце — для внесения зара­
женных тест-объектов, третье 
(3) — на лицевой стороне — 
для изъятия обеззаражен­
ных тест-объектов и четвер­
тое (4) — слева в торце для 
выхода пара. При пользова­
нии таким аппаратом тест- 
объекты накалывают на 
иглу, закрепленную в про­
бке, которую вставляют в 
отверстие 2. Отверстие 3 во 
время экспозиции закрыто 
стерильной пробкой. По 
окончании экспозиции его
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открывают и через него извлекают обожженным пинцетом сня­
тые с иглы тест-объекты, которые сразу засевают в бульон.

Применяемый в аппарате термометр должен иметь шкалу с де­
лениями на десятые доли градуса. Определение устойчивости спор 
бацилл к текучему пару проводят при атмосферном давлении близ­
ком к 760 мм рт. ст. Учет этого фактора важен, поскольку сущест­
венно может влиять на результаты оценки. Так, при атмосферном 
давлении 745 мм рт. ст. температура текучего пара составляет 
99,4 °С и резистентность при этой температуре В. cereus равна 
6—7 мин, а при давлении 765 ммрт.ст. температура пара— 100,8 °С 
резистентность не превышает 3—4 мин.

Споры тест-микроорганизмов должны иметь устойчивость к 
текучему пару температурой 1 00 °С не менее 7—9 мин.

Устойчивость тест-микроорганизма G. stearothermophilius к во­
дяному насыщенному пару под избыточным давлением. В качестве 
тест-носителя применяют флаконы из нейтрального стекла, конта- 
минированные суспензией спор тест-микроорганизма G. stearo- 
thermophilus.

Предварительно флаконы тщательно моют и стерилизуют па­
ровым или воздушным методом. Из исходной суспензии спор гото­
вят рабочую суспензию для контаминации тест-носителей.

Стерильные тест-носители контаминируют из расчета 
1—5 * 10 6 тест-микроорганизма G. stearothermophilus, что достигает­
ся внесением в каждый носитель с помощью дозатора переменного 
объема 0,02 мл суспензии спор с содержанием от 5 * 107 до 
2,5 • 108 спор/мл.

Контаминированные тест-носители высушивают в термостате 
при температуре (37 ± 1) °С в течение 24 ч и закладывают в бумаж­
ные пакеты, разрешенные к применению в качестве стерилизаци­
онных упаковочных материалов в Российской Федерации.

Устойчивость спор тест-микроорганизма G. stearothermophilius 
к водяному насыщенному пару под избыточным давлением опре­
деляют в паровом стерилизаторе объемом 75 дм3 с гравитационным 
способом предварительного удаления воздуха из стерилизацион­
ной камеры.

Упакованные тест-носители помещают в стерилизационной 
коробке в незагруженную камеру парового стерилизатора. После 
набора давления в водопаровой камере (1,1 ±  0,1) кгс/см2 проводят 
вытеснение воздуха паром из камеры парового стерилизатора (про­
дувка парового стерилизатора) в течение 10 мин (при открытом 
спускном кране и давлении в стерилизационной камере от 0,1 до 
0,2 кгс/см2). После продувки доводят давление пара в стерилизаци- 
оннойкамере до(1,1 ± 0,1) кгс/см2(121 ± 1) °Сичерез5 мин (вре­
мя выживания спор тест-микроорганизма) с момента установле-
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ния давления спускают пар. Для уменьшения времени воздействия 
пара до и после периода испытуемого воздействия (время воздейст­
вия при температуре (121 ± 1) *С) подъем давления проводят мак­
симум в течение 8 мин, спуск -  в течение 3 мин. Контроль темпера­
туры осуществляют максимальными термометрами СП-82.

Аналогичное исследование проводите 15-минутным временем 
воздействия (время гибели спор тест-микроорганизма). При каж­
дом из указанных периодов воздействия экспонируют не менее 
10 тест-носителей. По окончании времени выдержки тест-носите­
ли вынимают из стерилизатора. Во флаконы вносят 1 мл питатель­
ной среды (бульон Хоттингера, МПБ, СПБ, цветная питательная 
среда с индикатором бромкрезоловым пурпуровым), закрывают 
стерильными резиновыми пробками N7,5 и инкубируют при тем - 
пературе (55 ± 1) °С в течение 7 суток при использовании пита­
тельного бульона (бульон Хоттингера, СПБ, МПБ) или в течение 
48 ч при использовании цветной питательной среды с индикато­
ром бромкрезоловым пурпуровым.

Учет результатов проводят путем визуального осмотра. Отсут­
ствие помутнения/изменения цвета питательной среды с индика­
тором указывает на гибель спор. При наличии роста микроорга­
низмов проводят сравнение последних с тест-микроорганизмом.

В качестве контроля используют тест-носители, которые не 
подвергали действию стерилизующего средства. Посевы контроль­
ных тест-носителей и питательную среду, а также инкубирование 
посевов осуществляют аналогично опытным тест-носителям, ко­
торые подвергали действию стерилизующего средства.

Время гибели спор G. stearothermophilius при действии водяного 
насыщенного пара под избыточным давлением (1,1 ± 0,1) кгс/см2, 
температуре (121 ± 1) °С должно быть не менее 15 мин.

Устойчивость спор В. lieheniformis к сухому горячему воздуху 
определяют в воздушном стерилизаторе объемом 80 дм3 с принуди­
тельной циркуляцией и скоростью движения воздуха более 1 м/с, 
которые обеспечивают допустимые предельные отклонения от но­
минального значения температуры.

В качестве тест-носителя применяют флаконы из нейтрально­
го стекла, контаминированные спорами тест-микроорганизма 
В. lieheniformis. Предварительно флаконы тщательно моют и сте­
рилизуют паровым или воздушным методом. Из исходной суспен­
зии спор готовят рабочую суспензию для контаминации тест-носи­
телей из расчета 1—5 х 106 спор в носителе.

Стерильные тест-носители контаминируют рабочей суспензи­
ей спор тест-микроорганизма В. lieheniformis, что достигается вне­
сением в каждый тест-носитель с помощью дозатора с переменным
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объемом 0,02 мл суспензии спор в дистиллированной воде с содер­
жанием от 5,0 х 107 до 2,5 х 10*спор/мл.

Контаминированные тест-носители высушивают в термостате 
при температуре (37 ± 1) °С в течение 24 ч и закладывают в бумаж­
ные или полимерные пакеты, разрешенные к применению в качес­
тве стерилизационных упаковочных материалов в Российской Фе­
дерации.

Упакованные тест-носители помещают на полку воздушного 
стерилизатора, предварительно прогретого до 140 аС. Стерилиза­
тор закрывают и после достижения температуры (160 ± 3) °С начи­
нают отсчет времени выдержки. Через 4 мин (время выживания 
спор тест-микроорганизма) аппарат отключают. Контроль темпе­
ратуры осуществляют по наружному термометру.

Аналогичное исследование проводят с 30-минутным временем 
испытуемого воздействия (время гибели спор тест-микроорганиз­
ма). При каждом из указанных периодов испытуемого воздействия 
экспонируют не менее 10 тест-носителей.

По окончании времени выдержки тест-носители вынимают из 
стерилизатора. Во флаконы вносят 1 мл питательной среды (буль­
он Хотгингера, МПБ, СПБ, цветная питательная среда с индикато­
ром бромтимоловым синим) и закрывают стерильными резиновы­
ми пробками N7,5 и инкубируют при температуре (37 ± 1) °С в 
течение 7 суток при использовании питательного бульона (бульон 
Хоттингера, СПБ, МПБ) или в течение 48 ч при использовании 
цветной питательной среды с индикатором бромтимоловым 
синим.

Учет результатов опытов и контроля проводят аналогично, как 
при определении устойчивости спор к водяному насыщенному 
пару под давлением.

Время гибели спор тест-микроорганизма В. licheniformis при 
действии сухого горячего воздуха при температуре (160 ± 3) °С дол­
жно быть не менее 30 мин.

5.8.1.4.2. Определение устойчивости спор к хлорамину, перекиси 
водорода, глутаровому альдегиду

Устойчивость к хлорамину, перекиси водорода, глутаровому 
альдегиду у спор В. cereus, В. subtilis, В. anthracis, живой сухой си­
биреязвенной вакцины СТИ-1 определяют методом погружения 
батистовых тест-объектов, контаминированных споровой суспен­
зией указанных культур (п. 5.1.2.2), в 10 %-й раствор хлорамина, 
6 %-й раствор перекиси водорода, 2,5 %-й раствор глутарового аль­
дегида с последующей нейтрализацией действующих веществ и по­
севом в жидкую питательную среду [74].

В процессе испытаний контролируют концентрацию действу­
ющего вещества в рабочем растворе ДС, температуру его в опыте,
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исходный и остаточный уровень контаминации спорами тест-мик­
роорганизма тест-объекта, время выдержки тест-объектов в 
испытуемом дезинфицирующем растворе.

Определение устойчивости спор к хлорамину. Йодометричес­
ким методом определяют процент активного хлора в хлорамине. В 
опытах используют препарат, содержащий 26—28 % активного 
хлора, растворяя который в воде готовят 10 %-й (по препарату) ра­
бочий раствор. Готовят и разливают в пробирки по 5 мл стериль­
ный раствор нейтрализатора (2 %-й раствор тиосульфата натрия), 
стерильную питьевую воду, питательный бульон МПБ. Готовят и 
контаминируют тест-микроорганизмом батистовые тест-объекты 
(п. 5.1.2.2). Если в опытах используют ранее приготовленные и хра­
нящиеся в холодильнике контаминированные спорами тест-мик­
роорганизма тест-объекгы, то их заранее извлекают из холодиль­
ника, чтобы они приобрели комнатную температуру (18—20 °С).

При проведении экспериментов в стеклянную ёмкость объе­
мом 50—100 мл пипеткой наливают требуемый объем 10 %-го рас­
твора хлорамина из расчета 0,5 мл на каждый тест-объект и поме­
щают в водяную баню с температурой 20 °С на весь период опыта. 
Отсчитывают в чашке Петри необходимое для опыта количество 
контаминированных спорами тест-микроорганизмов батистовых 
тест-объектов (по 2 на каждую экспозицию), захватывают их сте­
рильным пинцетом все сразу и опускают в емкость с раствором 
хлорамина; легким покачиванием емкости добиваются полного их 
смачивания. В момент смачивания всех тест-объектов отмечают 
время.

Через каждый час стерильной петлей извлекают по 2 тест-объ- 
екта из раствора хлорамина и опускают их в пробирку с 5 мл 2 %-го 
стерильного раствора тиосульфата натрия для нейтрализации оста­
точного действия хлорамина. Через 5—10 мин тест-объекгы пере­
носят во вторую пробирку с 5 мл стерильной питьевой воды, а через 
10—15 мин каждый тест-объект помещают в 5 мл питательного 
бульона.

Для контроля два контаминированных спорами тест-микро­
организма тест-объекга погружают в стерильную воду (вместо рас­
твора хлорамина) на максимальный срок экспозиции, затем (как и 
опытные тест-объекгы) их переносят последовательно в раствор 
нейтрализатора (тиосульфат натрия), стерильную питьевую воду и 
сеют в жидкий питательный бульон в пробирках. Полноту нейтра­
лизации активного хлора контролируют путем погружения некон- 
таминированных тест-объектов в раствор 10 % хлорамина на мак­
симальную экспозицию, затем в раствор тиосульфата натрия, про­
мывают в воде и помещают в бульон, куда вносят 0,1 мл суспензии, 
содержащей 20—30 жизнеспособных спор тест-микроорганизма.
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Рост культуры в бульоне свидетельствует об эффективной нейтра­
лизации действия хлорамина.

Посевы опытные и контрольные ставят в термостат при темпе­
ратуре (37 ± 1) °С; наличие роста тест-микроорганизма проверяют 
через 48 ч. Из пробирок с ростом делают посев петлей на твердую 
питательную среду для идентификации тест-микроорганизмов. 
Окончательный учет результатов проводят через 7 суток.

Опыт повторяют не менее 3 раз. Споры тест-микроорганиз- 
мов: В. сегеш(штамм. 96), В. subtilis(штамм 7), A anthracis(штамм. 
81/1 и 27), живой сибиреязвенной вакцины СТИ-1 должны быть 
устойчивы к 10 %-му раствору хлорамина не менее 360 мин.

Определение устойчивости спор к перекиси водорода. Йодомет­
рическим методом определяют концентрацию перекиси водорода 
в средстве «Перекись водорода медицинская». В опытах использу­
ют средство, содержащее не менее 30 % перекиси водорода, из ко­
торого путем разведения стерильной питьевой водой готовят рас­
твор для исследований, содержащий 6 % перекиси водорода. Для 
нейтрализации перекиси водорода используют стерильный 
2,5 %-й раствор тиосульфата натрия. Подготовку и определение 
устойчивости спор тест-микроорганизмов к 6 %-му раствору пере­
киси водорода проводят по такой же методике, как и к хлорамину, 
только в качестве нейтрализатора используют 2,5 %-й раствор тио­
сульфата натрия. Учитывая, что споры тест-микроорганизмов дол­
жны быть устойчивы к воздействию 6 %-го раствора перекиси во­
дорода в течении не менее 60 мин, испытание осуществляют в тече­
ние 90 мин с отбором проб (по 2 теста) через каждые 15 мин (обыч­
но берут по 2 тест-объекта на 6 экспозиций). Аналогично, как и при 
определении устойчивости спор к хлорамину, проводят посевы, 
учет результатов и контроль.

Споры тест-микроорганизмов: J9. cereus (штамм 96), В. subtilis 
(штамм. 7), В. anthracis (штамм. 81/1 и 27), живой сибиреязвенной 
вакцины СТИ-1 должны быть устойчивы к 6 %-му раствору пере­
киси водорода не менее 60 мин.

Определение устойчивости спор В, subtilis (штамм 7) к 2,5 %-му 
раствору глутарового альдегида. Определяют концентрацию глута- 
рового альдегида в исходном концентрированном растворе глута - 
рового альдегида. В экспериментах используют средство, содержа­
щее не менее 20 % глутарового альдегида. Раствор для исследова­
ний, содержащий 2,5 % глутарового альдегида, готовят путем раз­
ведения исходного раствора стерильной питьевой водой с последу­
ющим доведением pH приготовленного раствора до значений 7,5. 
Подготовку и определение устойчивости спор В. subtilis (штамм 7) 
к 2,5 %-му раствору глутарового альдегида проводят по такой же 
методике, как и к хлорамину, используя батистовые тест-объекты,
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контаминированные этим тест-микроорганизмом, только в качес­
тве нейтрализатора используют или стерильный 1 %-й раствор би­
сульфита натрия или стерильный универсальный нейтрализатор, 
содержащий Твин-80 (3 %), сапонин (0,1 %), гистидин (0,1 %), 
цистеин (ОД, %). Учитывая, что споры некоторых тест-микроорга­
низмов должны быть устойчивы к воздействию 2,5 %-го раствора 
глутарового альдегида не менее чем в течение 3 ч, испытание осу­
ществляют в течение 6 ч с отбором проб (по 2 тест-объекга) через 
каждые 30 мин. Посевы, учет результатов и постановку контроля 
осуществляют аналогично определению устойчивости спор к хло­
рамину.

Споры тест-микроорганизма В. subtilis, (штамм 7) должны 
быть устойчивы к 2,5 %-му раствору глутарового альдегида нс ме­
нее 3 ч.

5.8.2. Обеспечение стандартности условий
проведения исследований спороцидной активности ДС, СС 

и их субстанций
Химико-аналитический контроль ДС, СС и их субстанций [74].

До проведения исследования спороцидной активности ДС, СС и 
их субстанций необходимо проанализировать представленные 
производителем утвержденные рецептуры средства и технические 
условия на отечественные или спецификацию на зарубежные сред­
ства, провести химико-аналитические исследования по определе­
нию концентрации действующих веществ и определить соотве­
тствие ее и других показателей, регламентированных вышеуказан­
ными документами. При этом используют химико-аналитические 
методы контроля и применяют условия хранения средства и меры 
безопасности при работе с ним, предложенные производителем 
средства.

Быбор, приготовление и контроль эффективности нейтрализато­
ров ДС с целью исключения остаточного спороцидного или спороста­
тического действия ДС, СС и их субстанции на тест-микроорганизмы 
[74]. Для дезинфекции и стерилизации применяют средства, обла­
дающие спороцидным действием, т. е. убивающие споры, но не за­
держивающие только их рост. Поэтому при определении споро­
цидного действия необходимо разграничить спороцидное действие 
средства от споростатического.

На основании накопленного опыта для нейтрализации анти­
микробного действия ДВ из различных химических групп (в зави­
симости от концентрации ДВ в растворе) применяют следующие 
нейтрализаторы:
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-  для средств из группы окислителей (хлор-, йод-, перекись­
содержащие средства; средства, содержащие надуксусную кислоту, 
озон) -  0,5—2,5 %-е растворы тиосульфата натрия;

-  для альдегид- и фенолсодержащих средств — универсальный 
нейтрализатор, содержащий 3 % полисорбита 80 % Твин-80, 3 % 
сапонина, 0,1 % гистидина и 0,1 % цистеина; или 3 % полисорбита 
80 %, 2 % гистидина, 0,3 % лецитина, 3 % сапонина;

-  для композиционных ДС -  универсальный нейтрализатор, 
например, содержащий 3 % полисорбита 80 %, 3 % сапонина, 0,1 % 
гистидина и 0,1 % цистеина или 3 % полисорбита 80 %, 3 % сапони­
на, 0,3 % лецитина и 0,15 % цистеина, 0,15 % тиосульфата натрия, 
или другие нейтрализаторы, рекомендуемые производителями.

Растворы нейтрализаторов готовят в асептических условиях, 
применяя только стерильную дистиллированную воду. При невоз­
можности соблюдения асептических условий приготовления ней­
трализаторов допускается стерилизация готовых растворов авток­
лавированием при 1,1 кГс/см2 (121 °С) в течение 15 мин. Темпера­
тура растворов нейтрализаторов должна быть 20 °С независимо от 
температуры окружающей среды. Готовые растворы необходимо 
использовать в день приготовления. Допускается хранение готовых 
растворов при температуре 4 вС в течение 48 ч.

Контроль полноты нейтрализации остаточного действия испыты­
ваемого средства [74]. Существующие рекомендации по примене­
нию нейтрализаторов рассчитаны для различных монодействую­
щих веществ ДВ. Однако многие современные ДС содержат не - 
сколько ДВ и другие вспомогательные вещества, которые могут об­
ладать споростатическим действием. Поэтому существующие (ре­
комендуемые) нейтрализаторы могут не обеспечивать эффектив­
ную нейтрализацию остаточного действия таких ДС. В этой связи 
результаты оценки эффективности ДС могут быть необъективны­
ми. Поэтому каждый случай проведения испытаний, даже извес­
тного ДС, должен предварительно сопровождаться эксперимен­
тальным контролем эффективности нейтрализации остаточного 
действия ДС на тест-микроорганизм.

Для контроля эффективности нейтрализатора и полноты ней­
трализации остаточного действия ДС используют суспензионный 
метод, как обеспечивающий наиболее жесткие условия действия 
нейтрализатора при проведении испытаний ДС. Последователь­
ность и методология выполнения основных операций при проведе­
нии такого эксперимента и их назначение приведены на рис. 5.2 и 
в табл. 5.10.

Обеспечение техники безопасности при исследовании спороцид- 
ной активности ДС, СС и их субстанций. Споры тест-микроорганиз­
мов обладают высокой устойчивостью, поэтому их гибель обеспе-
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Таблица 5.10
Назначение операций эксперимента по оценке эффективности 

нейтрализации остаточного действия ДС

№
про­
бы

Назначение опера­
ции исследования

Процедура выполне­
ния операции 
исследования

Ожидаемый
результат

1 Контроль губитель­
ного действия ДС

к 9 мл суспензии спор 
(103 спор/мл) на дис­
тиллированной воде + 
1 мл раствора ДС (пе­
ремешать встряхива­
нием пробирки)

Рост тест-микро­
организмов дол­
жен отсутство­
вать

2 Контроль полноты 
нейтрализации ДС

к 9 мл суспензии спор 
(103 спор/мл) с нейтра­
лизатором + 1 мл рас­
твора ДС (сразу ин­
тенсивно перемешать 
встряхиванием про­
бирки)

Примерно оди­
наковое (или в 
пределах ошибки 
в 25 %) КОЕ в 
посевах проб (по 
0,1 мл) на плот­
ной питательной 
среде3 Контроль отсут­

ствия антимикроб­
ного действия 
у нейтрализатора

к 9 мл суспензии спор 
(103 спор/мл) с нейтра­
лизатором + 1  мл рас­
твора нейтрализатора 
(перемешать встряхи­
ванием пробирки)

4 Референс-контроль 
количества спор 
тест-микроорга­
низма

к 9 мл суспензии спор 
(103 спор/мл) на дис­
тиллированной воде + 
1 мл дистиллирован­
ной воды (перемешать 
встряхиванием про­
бирки)

Примечание: спустя 5 мин после постановки опыта из каждой из четырех проб 
производят посев смеси по 0,1 мл как минимум на 3 чашки Петри с питательной 
средой, которые инкубируют в термостате при (37 ± 1) °С и через 2—4 суток 
учитывают результаты исследований.____________________________________

чиваю т в больш инстве случаев высокие концентрации Д С , С С  и их 
субстанций и по препарату, и по ДВ. П оэтому при хранении, взве­
ш ивании, приготовлении рабочих растворов, их хим ико-аналити­
ческих исследованиях и проведении экспериментов необходимо 
применять меры защ иты, предусмотренные в технических услови­
ях на отечественные средства или специф икации  — н а  зарубежные 
с учетом класса их опасности [74].

Все тест-микроорганизмы , кроме патогенных ш таммаммов 
возбудителя сибирской язвы , относятся к  III  и  Г /  группам патоген-
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ности опасности, поэтому микробиологические исследования с 
ними следует проводить в асептических условиях при соблюдении 
правил техники безопасности, предусмотренных СП 1.3.23.22—08 
«Безопасность работы с микроорганизмами III—IV групп 
патогенности и возбудителями паразитарных болезней» [74].

Лабораторные исследования с использованием патогенных 
штаммов возбудителя сибирской язвы должны проводить специа­
листы, прошедшие подготовку на курсах по особо опасным инфек­
циям, в лицензированных лабораториях, имеющих допуск на рабо­
ту с микроорганизмами I—II групп патогенности опасности, при 
строгом соблюдении всех правил техники безопасности, пред­
усмотренных СП 1.3.1285—03 «Безопасность работы с микроорга­
низмами I—II групп патогенности опасности» [15].

5.8.3. Методы исследований и оценки результатов спороцидной 
активности ДС, СС и их субстанций in vitro

5.8.3.1. Суспензионный метод
Суспензионный метод оценки спороцидной активности ДС и 

их субстанций используют для получения первичной информации
0 концентрации и времени эффективного (отсутствие жизнеспо­
собных спор) спороцидного действия ДС [51, 52,74]. Методология 
выполнения эксперимента по оценке спороцидной активности ДС 
суспензионным методом приведена на схеме рис. 5.3.

Как видно из схемы рис, 5.3, для проведения опыта по оценке 
спороцидной активности ДС суспензионным методом необходимо 
приготовить:

-  рабочую суспензию тест-микроорганизма с концентрацией 
спор не менее 1 ■ 109спор/мл (это обеспечивает возможность созда­
ния в смеси ДС с суспензией (обоснованной и применяемой для 
этого метода оценки ДС) концентрации спор порядка
1 • 108спор/мл);

-  пробирки со стерильной питьевой водой для проведения 
контроля реальной биологической концентрации БК тест-мик - 
роорганизма в суспензии, используемой в опыте;

-  пробирки или флакон с раствором ДС в испытываемой кон­
центрации в количестве, необходимом для обеспечения отбора 
всех проб;

-  необходимое количество пробирок (в зависимости от коли­
чества проб, отбираемых для определения времени, обеспечиваю­
щего полную гибель спор тест-микроорганизма), содержащих по 
9 мл нейтрализатора, проверенного предварительно на эффектив­
ность нейтрализации остаточного действия испытываемого ДС на 
тест-микроорганизм п. 5.8,2;

2 7 8
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-  чашки Петри со стерильной плотной питательной средой в 
количестве, необходимом для посева пробы контроля исходной 
суспензии и проб контроля эффективности действия ДС на 
тест-микроорганизм.

Методика проведения самого опыта включает, как видно из 
схемы, последовательное выполнение следующих операций:

-  тщательное перемешивание хранимой в пробирке или во 
флаконе рабочей суспензии тест-микроорганизма путем встряхи­
вания в течение 2—3 мин;

-  помещение испытываемого рабочего раствора Д С в водяную 
баню с заданной температурой; если задачей эксперимента не 
предусмотрено изучение влияния воздействия температуры на эф­
фективность средства, то оценка эффективности раствора испыты­
ваемого средства осуществляется при температуре 18—20 °С;

-  проведение контроля реальной на момент проведения опы­
та биологической концентрации БК тест-микроорганизма в сус - 
пензии п. 5.8.1.3;

-  внесение в испытываемый дезинфицирующий раствор ра­
бочей суспензии тест-микроорганизма с обеспечением соотноше­
ния ДС и суспензии тест-микроорганизма 9:1;

-  перемешивание смеси и отсчет по секундомеру времени на­
чала действия ДС на тест-микроорганизм;

-  по окончании каждой заданной экспозиции проводят отбор 
пробы в количестве 3 мл, которую по 1 мл вносят в 3 пробирки, со­
держащие по 9 мл стерильного раствора нейтрализатора;

-  перемешивание пробы путем встряхивания в течение 1—2 мин 
(или в течение 5 мин на шейкере) и посев из них стерильно на поверх­
ность плотной питательной среды в чашках Петри (по 0,1 мл на каж­
дую чашку и не менее чем на 3 чашки из каждой пробы).

В опытах с вирулентным тест-микроорганизмом возбудителя 
сибирской язвы, кроме посева на твердую питательную среду, про­
бу по 0,2 мл вводят внутрибрюшинно белым мышам весом по 
10—12 г. Параллельно проводят контрольное заражение животных 
питательной средой с нейтрализатором и суспензией спор исход­
ного тест-микроорганизма. Количество животных в контрольных 
группах -  не менее 3. Наблюдают за животными в течение 48—96 ч. 
Как павших, так и усыпленных эфиром мышей вскрывают, делают 
посев органов на элективные среды для выявления роста возбуди­
теля сибирской язвы и его идентификации;

-  инкубирование чашек Петри с посевами проб при темпера­
туре (37 ± 1) °С или (55 ± 1) °С в зависимости от тест-микроорга­
низма в течение 2—7 суток и учет результатов.

Эффективной экспозицией для рабочего раствора испытан­
ной концентрации считается вторая экспозиция из показавших от-
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сутствие жизнеспособных спор в посевах соответствующих им 
проб.

Количество и интервал шаг экспозиций, при которых осуще - 
ствляют отбор проб на эффективность ДС, выбирают на основе 
учета данных о составе и эффективности входящих в средство 
действующих веществ.

Средство, растворы которого обеспечивают при комнатной 
температуре в течение 60 мин полную гибель спор одного из реко­
мендуемых споровых тест-микроорганизмов, рассматривают как 
перспективное спороцидное средство для дальнейшего изучения: 
определения спектра спороцидного действия, факторов, влияю­
щих на спороцидную активность ДС и др.

5.8.3.2. Метод батистовых тест-объектов

Как и суспензионный метод оценки спороцидной активности 
ДС и их субстанций, так и метод батистовых тест-объектов исполь­
зуют для получения информации о концентрации и времени эф­
фективной спороцидной активности ДС [51, 52, 74]. В принципи­
альном плане методология выполнения эксперимента по оценке 
спороцидной активности ДС методом батистовых тест-объектов 
приведена на схеме рис. 5.4.

Как видно из схемы рис. 5.4, для проведения опыта по оценке 
спороцидной активности ДС методом батистовых тест-объекгов 
необходимо приготовить:

-  стерильные батистовые тест-объекты размером 1 х 0,5 см 
путем погружения куска батиста на 24 ч в холодную питьевую воду 
для удаления апплитуры. Затем ткань тщательно стирают с мылом, 
прополаскивают в холодной воде, кипятят, сушат и гладят горячим 
утюгом. С помощью иглы в приготовленном куске ткани выдерги­
вают нитки в продольном направлении на расстоянии 11 мм друг от 
друга, а в поперечном направлении — 6 мм. По этим линиям батист 
разрезают ножницами на отдельные тест-объекты; раскладывают 
по 50 штук в чашки Петри, упаковывают в бумагу и стерилизуют в 
паровом стерилизаторе;

-  рабочую суспензию тест-микроорганизма с концентрацией 
не менее 1 ■ 109 спор/мл для контаминации батистовых тест-объек­
тов;

-  пробирки со стерильной питьевой водой (10 мл) для контро­
ля реальной биологической концентрации БК тест-микроорга - 
низма на контаминированных тест-объектах;

-  испытываемый раствор ДС в емкости (пробирка, колба или 
стакан) в количестве, достаточном для замачивания всех взятых в 
опыт тест-объектов, исходя из расчета 0,5 мл раствора на 1 тест- 
объект;
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-  необходимое количество пробирок (в зависимости от коли­
чества проб, отбираемых для определения времени полной гибели 
спор тест-микроорганизма под действием ДС), содержащих по 
9 мл нейтрализатора, проверенного предварительно на эффектив­
ность нейтрализации остаточного действия испытываемого ДС на 
тест-микроорганизм п. 5.8.2;

-  чашки Петри со стерильной плотной питательной средой 
для посева проб контроля БК тест-микроорганизма на тест-объек­
те и проб контроля эффективности действия ДС на тест-микроор­
ганизм.

Методика проведения самого опыта по оценке спороцидной 
активности ДС предусматривает, как видно из схемы, последова­
тельное выполнение следующих этапов рис. 5.4:

-  тщательное перемешивание хранимой в пробирке или во 
флаконе при температуре (6 ± 2) °С исходной суспензии агаровой 
культуры тест-микроорганизма путем встряхивания пробирки (фла­
кона) в течение 2—3 мин; приготовление из нее рабочей суспензии 
тест-микроорганизма в концентрации не менее 1 ■ 109 спор/мл и в 
количестве, достаточном для контаминации используемых в опыте 
тест-объектов (из расчета 0,2 мл на тест-объект);

-  контаминация батистовых тест-объектов тест-микроорга­
низмом. Для этого помещают в чашку Петри необходимое для опы­
та количество стерильных батистовых тест-объектов; заливают их 
приготовленной рабочей суспензией спор тест-микроорганизма, 
обеспечивая их равномерное смачивание, и оставляют их в суспен­
зии в закрытой чашке Петри на 20 мин. С соблюдением асептики 
контаминированные тест-объекты переносят на стерильную фи­
льтровальную бумагу, уложенную в два слоя в стерильной чашке 
Петри, покрывают их листом такой же бумаги и закрывают чашку 
крышкой; через 10 мин перекладывают тест-объекгы на сухую сте­
рильную фильтровальную бумагу в стерильной чашке Петри и под­
сушивают в термостате при (37 ± 1) вС в течение 60 мин с приот­
крытыми крышками. Высушенные тест-объекты, контаминиро­
ванные спорами тест-микроорганизма, помещают в чашки Петри в 
холодильник и хранят при температуре (6 ± 2) °С, используя для 
проведения опытов в течение не более 3—4 суток;

-  с целью контроля микробной контаминации тест-объектов 
определяют БК спор на них. Для этого контаминированные спора­
ми батистовые тесты погружают в пробирки с 10 мл стерильной 
питьевой воды и встряхивают в течение 10—15 мин на шейкере для 
отмывания спор с тест-объекта. Затем делают 3 последовательных 
10-кратных разведения, чтобы получить суспензию с концентра­
цией порядка 1 • 103 спор/мл, из которой производят посев по 
0,1 мл на 5 чашек с плотной питательной средой. Посевы инкуби-

282



Приготовление 
и контаминация 
стерильных 
тест-объектов

Чашка Петри 
с су спешней 
спор тест- 
микроорганизма 
(2 ■ 109 спср/мл)

Подсушивание тестов на 
фильтр, бумаге и 20 мни 
в открытой чашке Петри 
в термостате. Отбор теста 
в 10 мл д. в. для 
проведения контроля 
исходной контаминации 
путем соответствующего 
(до 10?) разведения 
пробы н посева на 
плотную среду по ОД мл

Замачивание тестов 
(3 теста на эккспози­
цию) в дезинфици­
рующем растворе

]  р

Пробирки со стериль­
ной дн стиллнр о ванной 
водой (по 10 мл) 
в количестве, необхо­
димом для определе­
ния БК тест-микро­
организма на тесте

1
Чашки Петрн 
с плотной 
питательной 
средой (5 чашек 
на пробу)

Отбор опытных проб (по 
3 теста) после каждой 
экспозиции в пробирки 
с 10 мл нейтрализатора 
остаточного действия ДС

Посев пробы 
на 3 чашки 
с питательной 
средой (по ОД мл 
нейтрализатора 
после встряхива­
ния пробирки),, 
помещение теста 
в бульон

3

Емкость с 
дезинфициру­
ющим раство­
ром (из расчета 
0,5 мл на 1 тест)

Пробирки 
с нейтрализа­
тором (по 9 мл)

J к

Пробирки
с питательным
будь он «и
(не менее 3
на экспозицию)

Рис. 5.4. Схема алгоритма проведения эксперимента по оценке спороцидной активности ДС  
оо методом батистовых тест-объекгов
U )

Р
 4

.2
.2

6
4

3
-1

0



Р 4.2.2643-10

руют в термостате при (37 ± 1) °С или (55 ± 1) °С в течение 
2—4 суток и подсчитывают общее количество выросших на чашках 
КОЕ. Используя формулу определения БК, приведенную в п.
5.8.1.3, рассчитывают количество жизнеспособных спор тест-мик­
роорганизма на тест-объекте;

-  приготовление испытываемого рабочего раствора ДС в соот­
ветствующей емкости из расчета 0,5—1,0 мл на тест-объект;

-  помещение испытываемого рабочего раствора ДС на водя­
ную баню с заданной температурой. Если задачей эксперимента не 
предусмотрено изучение влияния воздействия температуры на эф­
фективность средства, то оценка эффективности раствора испыты­
ваемого средства осуществляется при температуре 18—20 °С;

-  замачивание необходимого для обеспечения отбора проб 
количества контаминированных тест-объектов в дезинфицирую­
щем растворе с заданной температурой и отсчет по секундомеру 
времени начала воздействия ДС на тест-микроорганизм;

-  отбор (по окончании каждой заданной экспозиции) сте­
рильным пинцетом петлей тест-объектов (не менее 3 на экспози - 
цию), которые помещают в пробирку с 10 мл заранее проверенного 
на эффективность нейтрализатора остаточного действия ДС на 
тест-микроорганизм.

Определение наличия жизнеспособных спор на тест-объекте. 
Если предусматривается только установление наличия на данную 
экспозицию оставшихся на тест-объекте жизнеспособных спор 
тест-микроорганизма, то проба не подвергается встряхиванию, а 
тесты стерильным пинцетом извлекают из нейтрализатора и по­
мещают в пробирку со стерильным питательным бульоном. Если 
предусматривается количественное определение оставшихся на 
тест-объекте жизнеспособных спор тест-микроорганизма, то на 
стерильную плотную питательную среду в чашках Петри сеят по 
0,1 мл стерильной пипеткой из нейтрализованной пробы (или из 
ее соответствующего разведения), полученной после интенсивно­
го встряхивания тест-объектов вручную в течение 5—10 мин или 
на шейкере;

-  инкубирование посевов в чашках Петри или пробирках про­
водят при температуре (37 ± 1) °С или (55 + 1) °С в зависимости от 
вида тест-микроорганизма в течение 2—4 суток;

-  учет и анализ результатов эксперимента испытания.
Эффективной экспозицией для рабочего раствора испытан­

ной концентрации считается вторая экспозиция из показавших от­
сутствие жизнеспособных спор в посевах соответствующих им 
проб.

Количество и интервал шаг экспозиций, при которых осуще - 
ствляется отбор проб на эффективность ДС, выбирают на основе
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данных о составе и эффективности входящих в средство 
действующих веществ.

Средство, растворы которого обеспечивают при комнатной 
температуре в течение 60 мин полную гибель спор одного из реко­
мендуемых споровых тест-микроорганизмов, может рассматри­
ваться как перспективное спороцидное ДС для дальнейшего 
изучения.

Исследование спектра спороцидной активности химических 
ДС, СС и их субстанций проводят с использованием следующих 
тест-микроорганизмов: A cereus, В. subtilis, В. anthracis, сибиреяз­
венной сухой живой вакцины СТИ-1. Дальнейшие исследования 
проводят, используя наиболее устойчивый тест-микроорганизм.

5.8.3.3. Методы изучения факторов, влияющих на спороцидную 
активность ДС, СС и их субстанций

Для определения сферы применения и направлений дальней­
ших исследований необходимо изучить спектр спороцидной ак­
тивности ДС, СС и их субстанций и зависимости от температуры, 
величины pH и присутствия белковых загрязнений [51, 74].

Исследования проводят методом батистовых тест-объекгов 
п.5.8.3.2.

Для определения спектра спороцидного действия ДС, СС и их 
субстанций используют споровые тест-микроорганизмы, реко­
мендуемые для изучения и оценки спороцидной активности 
п. 5.8.1.1, табл. 5.8.

На основании полученных данных определяют целесообраз­
ность дальнейших исследований для применения в качестве ДС, 
СС и их субстанций.

Определение влияния температуры на спороцидную активность 
ДС, СС и их субстанций проводят с целью выявления возможности 
использования подогретых растворов ДС для сокращения времени 
обеззараживания объектов в отношении спор тест-микроорганиз­
мов, а также для оценки эффективности спороцидного действия 
при пониженных температурах окружающей среды, обеззаражива­
емого объекта и самого раствора ДС.

Для изучения влияния температуры рабочие растворы испытуе­
мых ДС готовят в день опыта, наливают в стеклянные колбы (про­
бирки) из расчета по 0,5 мл на каждый тест-объект.

Исследование влияния положительных температур раствора 
ДС на его спороцидную активность проводят с использованием во­
дяной бани, в которой нагревают емкость с дезинфицирующим 
раствором до (18 ± 1), (37 ± 1), (55 ±  1) °С, после чего погружают в 
него контаминированные тест-объекты и поддерживают эти тем­
пературы в процессе всего опыта.
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Опыты по оценке влияния пониженной температуры на ак­
тивность ДС проводят с использованием криостата или солевых 
низкозамерзающих растворов, в которых охлаждают емкость с дез­
инфицирующим раствором до температур (10 ± 1), (5 ± 1), 
(—20 ± 1) °С и поддерживают их в процессе опыта. После достиже­
ния указанной температуры в раствор ДС погружают батистовые 
тест-объекты, контаминированные тест-микроорганизмом из рас­
чета 2 тест-объекта на каждую экспозицию.

Через определенные промежутки времени из каждой колбы 
извлекают по 2 тест-объекта и помещают их в пробирки с соотве­
тствующим нейтрализатором на 5 мин, затем во вторую пробирку 
со стерильной водопроводной водой на 5 мин и только после этого 
каждый тест-объекг переносят в пробирку, заполненную 5 мл буль­
она Хоттингера (pH 7,2). Посевы инкубируют в течение 48—72 ч 
при (37 ± 1) °С. Контролем служат по 2 тест-объекта при каждой 
исследованной температуре, не подвергавшиеся действию испыту­
емого ДС, но погруженные в пробирки со стерильной питьевой во­
дой на срок, равный действию испытуемого ДС.

Определение влияния величины pH на спороцидную активность 
ДС, СС и их субстанций начинают с приготовления рабочих рас­
творов ДС, имеющих различную величину pH (5,6—6,0; 7,0; 
8,5—9,0). Для подкисления раствора используют децинормальный 
раствор соляной или другой кислоты, а для подщелачивания — де­
цинормальный раствор щелочи. В подготовленные растворы по­
гружают контаминированные спорами батистовые тест-объекты. 
Исследование зависимости спороцидной активности ДС, СС и их 
субстанций от величины pH проводят по методике, описанной 
выше, только при нейтрализации действия действующих веществ 
одновременно понижают и величину pH, добавляя соответственно 
кислоту или щелочь.

Определение влияния белковых загрязнений на спороцидную 
активность ДС проводят с целью выявления возможности влияния 
(или установления его отсутствия) белковых загрязнений на обез­
зараживаемом объекте на спороцидную активность ДС.

Исследование проводят методом батистовых тест-объектов 
(п. 5.8.3.2), только для контаминации тест-объектов используют 
суспензию спор тест-микроорганизма, содержащую 20 % инакти­
вированной сыворотки крупного рогатого скота или дефибрини- 
рованной крови, которые добавляют в суспензию при ее приготов­
лении. Инактивацию нормальной сыворотки крупного рогатого 
скота проводят дробным трехкратным прогреванием на водяной 
бане при температуре (60 ± 1) °С в течение 30 мин. Если актив­
ность препарата не снижается в присутствии 20 % белка, концен­
трацию инактивированной сыворотки крупного рогатого скота
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или дефибринированной крови в суспензии тест^-микроорганизма 
увеличивают до 40 %. Отсутствие снижения спороцидной актив­
ности ДС при добавлении и 40 % сыворотки позволяет смотать ДС 
не реагирующим на присутствие белковых загрязнений.

5,8.4. Методы исследований спороцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания объектов внешней среды, 
контаминированных тест-микроорганизмами в споровой форме

Длительная выживаемость спор возбудителей сибирской язвы 
во внешней среде обосновывает необходимость обеззараживания 
большого перечня объектов, которые могут быть контаминирова- 
ны возбудителем сибирской язвы при уходе за больными животны­
ми, захоронении их трупов, транспортировании, реализации, пе­
реработке и уничтожении продуктов и сырья, полученных от боль­
ных животных, в очаге на дому при выявлении лиц, больных си­
бирской язвой, в лечебно-профилактических учреждениях при 
оказании медицинской помощи больным сибирской язвой, в спе­
циализированных бактериологических лабораториях, работающих 
с этими возбудителями, на предприятиях по производству 
биопрепаратов на их основе, а также при биотеррористическом 
использовании возбудителя сибирской язвы [12,14, 15].

Учитывая вышесказанное, перечень тест-объекгов, моделиру­
ющих объекты, подлежащие дезинфекции, включает:

-  поверхности помещений, мебели, аппаратов, приборов, са­
нитарно-технического оборудования, транспортных средствидр.;

-  изделия медицинского назначения, в т. ч. эндоскопы;
-  предметы ухода за больными, игрушки;
-  посуду столовую, лабораторную и из-под выделений;
-  белье, одежду, спецодежду и другие объекты из тканей;
-  изделия из резины, в т. ч. перчатки, сапоги, фартуки и др.;
-  обувь;
-  руки в резиновых перчатках;
-  остатки пищи;
-  выделения: фекалии, мочу, кровь, мокроту;
-  воду;
-  воздух;
-  медицинские отходы.

5.8.4.1. Исследование спороцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания поверхностей помещений,

мебели, аппаратов, приборов, санитарно-технического оборудования, 
транспортных средств и других объектов

В исследованиях используют тест-поверхности (10 х 10 см) из 
различных материалов: дерева (окрашенные масляной или клеевой 
и другими красками, оклеенные обоями и неокрашенные), лино-
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леума, пластика, кафеля, фаянса, плитки, металлов, стекла [51, 52, 
66, 74].

Тест-поверхности из различных материалов (за исключением 
поверхностей окрашенных клеевой краской и оклеенных обоями) 
тщательно моют водой с мылом и щеткой, стерилизуют в паровом 
стерилизаторе. Тест-поверхности, окрашенные клеевой краской и 
оклеенные обоями, протирают несколько раз стерильной марлевой 
салфеткой, увлажненной стерильной питьевой водой. Готовят спо­
ровую суспензию тест-микроорганизма (В. сегеть сибиреязвенная 
живая сухая вакцина СТИ-1 для людей, В, anthracis), содержащую 
2,0 ■ 109 спор/мл, добавляют 40 % лошадиной сыворотки, инакти­
вированной при 56 °С в течение 30 мин (к 6 мл суспензии, содержа­
щей 2,0 ■ 109 спор/мл, прибавляют 4 мл сыворотки).

После подсыхания тест-поверхности располагают горизон­
тально и на них с помощью одноканального механического дозато­
ра или стеклянной пипетки наносят 0,5 мл суспензии спор 
тест-микроорганизма. Суспензию равномерно распределяют по 
всей тест-поверхности (100 см2) стерильным стеклянным шпате­
лем. Если суспензия тест-микроорганизма не распределяется рав­
номерно, а собирается в каплю, растирание шпателем по тест-по- 
верхности осуществляют неоднократно (3—5 раз). Контаминиро- 
ванные тест-поверхности подсушивают при комнатной температу­
ре до полного высыхания (30—120 мин). Обеззараживание тест-по­
верхностей осуществляют способами протирания или орошения 
дезинфицирующим раствором (при работе с В. anthracis пременяют 
только орошение в боксе биологической защиты при предвари­
тельном подсушивании не более 20 мин).

При поведении экспериментов тест-поверхности, окрашен­
ные клеевой и другими красками или оклеенные обоями, распола­
гают вертикально и обеззараживают путем орошения дезинфици­
рующим раствором. Остальные тест-поверхности обеззараживают 
как в горизонтальном, так и в вертикальном положениях путем 
орошения, однократного или двукратного протирания или мытья 
дезинфицирующим раствором.

В зависимости от вида обрабатываемой поверхности и нали­
чия загрязнений на ней норма расхода ДС способом протирания 
равна 100—150 мл/м2 (1,0—1,5 мл на 100 см2); способом орошения 
150 мл/м2 (1,5 мл на 100 см2) при обработке распылителем типа 
«Квазар» или его аналогами и 300—500 мл/м2 (3—5 мл на 100 см2) 
при обработке распылителем типа «Автомакс» или гидропультом.

При необходимости обработку способом протирания или оро­
шения повторяют через 15 мин.

Для контроля эффективности обеззараживания через опреде­
ленные промежутки времени (15—30—60 мин) с тест-поверхнос-
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тей делают смывы путем тщательного протирания тест-поверхнос­
ти сначала в одном, а затем в перпендикулярном направлении сте­
рильной марлевой салфеткой ( 5 x 5  см), увлажненной нейтрали­
затором. После протирания на тест-поверхности не должно оста­
ваться излишней влаги. Салфетки погружают на 5 мин в пробирки 
емкости с соответствующим для испытуемого ДС нейтрализато - 
ром (10 мл), а затем в стерильную питьевую воду с бусами и встря­
хивают на шейкере в течение 10 мин. Полученную смывную жид­
кость вносят по 0,1 мл на поверхность питательного агара двух ча­
шек Петри, тщательно распределяя по всей поверхности. Посевы 
инкубируют в термостате при температуре (37 ± 1) °С в течение 
48—72 ч.

В контрольных опытах для обработки аналогично контамини- 
рованных тест-поверхностей вместо раствора ДС используют сте­
рильную питьевую воду из того же расчета, что и опытные. Жид­
кость, в которую помещают стерильную марлевую салфетку после 
взятия смыва с контрольных поверхностей, перед посевом разво­
дят в 100 раз и вносят по ОД мл на поверхность питательного агара 
двух чашек Петри. Посевы инкубируют в термостате при темпера­
туре (37 ± 1) °С. Учитывают результаты через 48 ч (предваритель­
ные), а окончательные — через 21 сутки.

Оценку результатов контрольных опытов проводят по посеву 
того разведения, в котором число КОЕ на поверхности питательно­
го агара в чашке Петри составляет от 30 до 300.

После выдерживания посевов в термостате подсчитывают чис­
ло КОЕ на чашках с агаром, рассчитывают плотность контамина­
ции на 100 см2 и высчитывают эффективность обеззараживания, 
принимая количество тест-микроорганизмов, снятых с контроль­
ных тест-объектов, за 100 %.

Например: на посевах со 100 см2 контрольной тест-поверхнос- 
ти обнаружено 148 000 КОЕ, а с аналогичного вида опытной 
тест-поверхности — 20 КОЕ.

148 000 -  100%
х = 20 х 100:148 000 = 2 :148 =* 0,013 %

20 — х
Эффективность обеззараживания опытной тест-поверхности 

составляет: 100,000 — 0,013 = 99,987 %.
Критерий эффективности ДС при обеззараживании тест-по­

верхностей объектов, контаминированных тест-микроорганизмом 
в споровой форме, равен 100 %. При необходимости отработанные 
в лабораторных условиях режимы обеззараживания подлежат 
апробации на натурных объектах.
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5.8.4.2. Исследование спороциддой эффективности ДС,
предназначенных для обеззараживания предметов ухода за больными 

и игрушек из различных материалов кроме мягких
В исследованиях используют тест-объекты (100 см2) и предме­

ты ухода за больными из различных материалов:
-  резин на основе натурального и силиконового каучука (ме­

дицинская клеенка, грелка, груша);
-  стекла поильник, плевательница, градусник;
-  пластмасс грелка, лоток, наконечник для клизм;
-  металлов таз, стакан для термометра;
-  игрушки кроме мягких из резин и пластмасс [66].
Тест-объекты, предметы ухода за больными и игрушки из раз­

личных материалов тщательно моют водой с мылом и щеткой. 
Тест-объекты стерилизуют паровым или воздушным методом.

Готовят суспензию тест-микроорганизма, содержащую 
2,0 х 109 спор/мл, к которой добавляют 40 % лошадиной сыворот­
ки, инактивированной при 56 °С в течение 30 мин (к 6 мл суспен­
зии прибавляют 4 мл сыворотки).

С помощью одноканального механического дозатора или 
стеклянной пипетки на поверхность тест-объекта, предмета ухода 
за больными, игрушки наносят 0,5 мл суспензии спор тест-микро- 
организма. Равномерно ее распределяют по поверхности (100 см2) 
стерильным стеклянным шпателем. Каналы и полости предмета 
ухода за больными, игрушек заполняют споровой суспензией с по­
мощью шприца; мелкие игрушки полностью погружают в суспен­
зию. Контаминированные тест-объекты, предметы ухода за боль­
ными и игрушки подсушивают при комнатной температуре до пол­
ного высыхания 60—120 мин.

Растворы ДС готовят на питьевой воде при комнатной темпе­
ратуре. Обеззараживание осуществляют способом погружения, 
протирания, орошения. После подсушивания контаминирован­
ные тест-объекты, предметы ухода за больными, игрушки, в т. ч. 
имеющие каналы и полости, погружают в раствор испытуемого ДС 
или протирают салфеткой, смоченной им. Мелкие игрушки по­
лностью погружают в емкость с раствором ДС, препятствуя их 
всплытию; крупные игрушки дезинфицируют способом ороше­
ния. Норма расхода ДС способом протирания из расчета 
100—150 мл/м2 при однократной обработке и 200—300 мл/м2 при 
двукратной; способом орошения — 150 мл/м2 при обработке распы­
лителем типа «Квазар» и 300 мл/м2 -  при обработке распылителем 
типа «Автомакс» или гидропультом. При необходимости обработку 
способом протирания или орошения повторяют через 5—15 мин.

Для контроля эффективности обеззараживания через опреде­
ленные промежутки времени после дезинфекции (30—60—120 мин)
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тест-объекты, предметы ухода за больными и игрушки извлекают из 
раствора, делают смывы стерильной марлевой салфеткой (5 х 5 см), 
увлажненной нейтрализатором. Салфетки погружают в стерильный 
раствор нейтрализатора на 5 мин, затем переносят в пробирки (ем­
кости) с бусами и стерильной питьевой водой (10 мл) и встряхивают 
на шейкере в течение 10 мин. Каналы и полости промывают нейтра­
лизатором (10 мл), который собирают в стерильные пробирки (ем­
кости) и оставляют на 10 мин для нейтрализации.

Полученную смывную жидкость и смывную жидкость из кана­
лов вносят по 0,1 мл на поверхность питательного агара двух чашек 
Петри и равномерно распределяют стерильным шпателем по по­
верхности среды. В контрольных опытах вместо раствора ДС 
используют стерильную питьевую воду.

Посевы инкубируют в термостате при температуре (37 ± 1) °С. 
Предварительные результаты учитывают через 48 ч, а окончатель­
ные — через 21 сутки.

Критерием эффективности ДС при обеззараживании тест-объ­
ектов, предметов ухода за больными и игрушек из различных мате­
риалов (кроме мягких), контаминированных тест-микроорганиз­
мом в споровой форме, является 100 % гибель тест-микроорганиз­
мов [23, 74].

5.8.4.3. Исследование спороцддной эффективности ДС,
предназначенных для обеззараживания посуды столовой, лабораторной 

и из-под выделений
Для определения спороцидной эффективности ДС, предназ­

наченных для обеззараживания посуды, в качестве тест-объектов 
используют набор столовой и чайной посуды: тарелки, стаканы, 
кружки из различного материала (фарфор, фаянс, алюминий, стек­
ло, пластик, посуда, покрытая эмалью); столовые приборы: ножи, 
вилки, ложки из различного материала (нержавеющая сталь, алю­
миний, пластик); посуду одноразового использования и набор ла­
бораторной посуды, представляющий тест-объекты из стекла и 
пластмасс: предметные и покровные стекла, пипетки, чашки Пет­
ри, планшеты для иммунологического анализа и др.; посуду из-под 
выделений (мочеприемники, подкладные судна). Перед 
экспериментом посуду и столовые приборы моют водой с мылом и 
щеткой, затем высушивают.

В качестве тест-микроорганизмов для контаминации посуды 
используют наиболее устойчивый к данному ДС вид спор.

На посуду (площадь 100 см2) пипеткой наносят 0,5 мл споровой 
суспензии тест-микроорганизмов, содержащей 2 х 109 епор/мл. 
Культуру равномерно распределяют по поверхности посуды стек­
лянным шпателем. Столовые приборы погружают в споровую сус-
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пензию на 1—2 мин, оставляя неконтаминированными их ручки. 
Контаминированную посуду подсушивают (до полного высыхания) 
при комнатной температуре (60—120 мин) и относительной влаж­
ности воздуха 50—60 % (при работе с В. anthracis подсушивают посу­
ду не более 20 мин).

Для разработки режимов обеззараживания посуды с остатками 
пищи при контаминации используют суспензию тест-микроорга- 
низмов, смешанную с овсяной, манной или другой кашей, сварен­
ной на молоке со сливочным маслом (к 10 г каши добавляют 1 мл 
2-миллиардной взвеси спор). Для имитации загрязнения чайной 
посуды используют кисель (к 10 г киселя добавляют 1 мл 2-милли- 
ардной взвеси спор), лабораторной посуды -  40 % инактивирован­
ной сыворотки; посуды из-под выделений -  20 %-ю эмульсию 
кала, предварительно растертого в ступке.

Обработку столовой, чайной, лабораторной посуды, столовых 
приборов проводят способом погружения в дезинфицирующий 
раствор. Растворы готовят на питьевой воде. Температура испытуе­
мого раствора 18—20 °С. При необходимости изучают эффектив­
ность растворов ДС при температуре (50 ± 1) °С.

Дезинфицирующий раствор должен полностью заполнить и с 
избытком покрыть всю посуду и приборы (из расчета не менее 2 л 
на 1 комплект). Время обеззараживания посуды от 15 до 240 мин в 
зависимости от вида тест-микроорганизма и наличия загрязнения.

Через определенные интервалы времени (например 15, 30, 
60 мин и т. д.) извлекают по одному предмету разных наименований 
(например тарелка, стакан, предметное стекло, нож ит. д.) из дезин­
фицирующего раствора и стерильной марлевой салфеткой 
( 5 x 5  см), смоченной в растворе нейтрализатора, соответствующе­
го данному ДС, тщательно протирают контаминированную часть 
каждого объекта и погружают в 10 мл этого же нейтрализатора на 
5 мин, затем салфетку переносят в пробирку со стерильной питьевой 
водой и бусами. Время отмыва марлевой салфетки — 10 мин при по­
стоянном встряхивании. После отмыва марлевую салфетку погру­
жают в питательный бульон. Смывную жидкость по 0,1 мл вносят на 
поверхность питательного агара в 2—3 чашки Петри (по 0,1 мл в 
каждую и распределяют стерильным шпателем по всей поверхности 
среды). Посевы помещают в термостат при температуре (37 ± 1) °С. 
Учет результатов проводят через 48 ч в течение 21 суток.

Контролем служит аналогично контаминированная посуда, 
которую погружают не в дезинфицирующий раствор, а в такой же 
объем стерильной питьевой воды.

Критерием эффективности обеззараживания контаминиро- 
ванной посуды является гибель спор тест-микроорганизмов на по­
суде не менее 100 % [23, 74].
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5.8.4.4. Исследование спороцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания изделий медицинского 

назначения ИМИ, включая эндоскопы
5.8Л4.1. Исследование спороцидной эффективности ДС, пред­

назначенных для обеззараживания ИМИ из различных материалов 
кроме эндоскопов

В качестве тест-изделий используют стерильные инструменты 
и ИМН, в т, ч. однократного применения, из различных материа­
лов (металлов, резин, стекла, пластмасс^ или имитирующие их 
тест-объекты. Перечень инструментов должен включать разнооб­
разные по форме, характеру поверхности и используемому матери­
алу изделия (гладкие изделия простой конфигурации; изделия, 
имеющие замковые части, каналы и полости, насечки и напыле­
ния; изделия извитой формы; изделия, изготовленные из 
нескольких видов материалов и т. д.) [74].

На рабочую поверхность тест-изделия (у замковых изделий — 
также в область замка, а при наличии каналов и полостей -  также в 
канал изделия) наносят 0,1 мл суспензии, содержащей 
2 * 109 спор/мл тест-микроорганизма, содержащей 40 % инактиви­
рованной лошадиной сыворотки. Мелкие тест-изделия для конта­
минации погружают в эту суспензию на 15 мин. Контаминирован- 
ные тест-изделия подсушивают в термостате в течение 20—25 мин. 
При испытании средств, обладающих фиксирующими свойствами 
например, альдегиды, сыворотку добавляют в количестве 5 %.

Дезинфицирующие растворы готовят на питьевой воде ком­
натной температуры или подогретой до (50 ± 1) °С.

После подсушивания контамицированные изделия погружа­
ют в раствор испытываемого средства, заполняя им все каналы и 
полости изделий, избегая образования воздушных пробок. 
Инструменты, имеющие замковые части, погружают раскрытыми, 
предварительно сделав ими в растворе ДС несколько рабочих дви­
жений для лучшего проникновения раствора в труднодоступные 
участки изделия в области замка. Толщина слоя раствора средства 
над изделиями должна быть не менее 1 см. Параллельно контами- 
нированные изделия погружают в воду.

Через определенное время (от 15 до 120 мин) изделия извлека­
ют из раствора и марлевой салфеткой размером 5 x  5 см, пропи­
танной нейтрализатором, с поверхности изделия делают смывы, 
салфетку помещают в пробирку с 10 мл того же нейтрализатора на 
5 мин, затем переносят ее в пробирку со стерильной питьевой водой 
и встряхивают с бусами в течение 5—10 мин. Для контроля эффек­
тивности обеззараживания делают посев смывной жидкости по 
0,1 мл на поверхность соответствующего для тест-микроорганизма 
агаровой питательной среды, а салфетку помещают в бульон. Канал
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изделия промывают нейтрализатором, и смывную жидкость засева­
ют по ОД мл на плотную питательную среду в чашках Петри. Посевы 
выдерживают в термостате при температуре (37 ± 1) °С в течение 
21 суток. Учет предварительных результатов проводят через 48 ч и 
окончательных — через 21 сутки.

Кратность постановки эксперимента должна быть достаточ­
ной для получения статистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация—время-темпе­
ратура), обеспечивающий 100 % гибель спор тест-микроорганиз­
мов на всех изделиях. При наличии положительных проб экспери­
мент повторяют, увеличивая концентрацию или время воздействия 
[23, 74].

5.8Л4.2. Исследование спороцидной эффективности ДС, пред- 
назначенных для обеззараживания эндоскопов

В качестве тест-объектов используют фрагменты эндоскопа 
или эндоскоп (гибкий -  гастроскоп, жесткий -  цистоскоп). По 
ОД мл суспензии, содержащей 1 х 109 спор тест-микроорганизмов, 
наносят с помощью пипетки на наружную поверхность и в канал 
эндоскопа, подсушивают в течение 20 мин. Затем контаминиро- 
ванное изделие погружают в раствор ДС, заполняя им полости и 
каналы эндоскопа. Через определенное время (от 15 до 60 мин) из­
делие извлекают из раствора и делают смыв с наружной поверхнос­
ти марлевой салфеткой (5 х 5 см), смоченной в растворе нейтрали­
затора; салфетку помещают в пробирку с 10 мл того же стерильного 
раствора нейтрализатора на 5 мин, а затем переносят ее в пробирку 
со стерильной питьевой водой и встряхивают с бусами в течение 
5—10 мин. Канал изделия промывают раствором нейтрализатора и 
смывную жидкость засевают на питательный агар. Проводят также 
контроль микробной обсемененности использованных для отмыва 
проб раствора нейтрализатора и питьевой воды. Кратность поста­
новки эксперимента должна быть достаточной для получения ста­
тистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация—время—темпе­
ратура), обеспечивающий гибель тест-микроорганизма на всех 
тест-изделиях и отсутствие тест-микроорганизмов в растворе ней­
трализатора. При наличии положительных проб эксперимент по­
вторяют, увеличивая время воздействия, но не более чем до 60 мин.

Положительной считается проба, показывающая характерный 
рост тест-микроорганизма на питательных средах; изменение жид­
кой питательной среды (помутнение, осадок, хлопья и т. д.) и ха­
рактерный рост при посеве и пересеве на плотную питательную 
среду или обнаружение тест-микроорганизма в растворе приме­
нявшегося нейтрализатора.
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Режим дезинфекции, разработанный на имитаторах канала 
эндоскопа, проверяют при обеззараживании эндоскопа, контами- 
нированного тест-микрорганизмом. При необходимости эффек­
тивность разработанного режима проверяют в практических 
условиях.

Критерием эффективности ДС (режим применения ДС) при 
обеззараживании ИМИ (включая эндоскопы) является 100 % ги­
бель спор тест-микроорганизма [16, 23, 66, 68].

5.8.4.5. Исследование спорооддной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания белья, одежды, спецодежды 

и других объектов из ткани
Исследования с ДС проводят в целях оценки эффективности 

его для обеззараживания белья и других объектов из ткани, чистых 
и загрязненных кровью или выделениями (фекалии, моча, 
мокрота) [51, 52].

Оценку эффективности ДС для обеззараживания белья, одеж­
ды, спецодежды и других объектов из ткани осуществляют с по­
мощью стерильных тест-объектов, представляющих собой кусочки 
бязи размером 2 х 2 см. Бязь предварительно готовят и обеззара­
живают также, как батист. Контаминируют стерильные тест-объ­
екты суспензией тест-микроорганизмов, содержащей 
2 * 109 спор/мл, из расчета 20 мл на 10 тест-объектов. Через 30 мин 
тест-объекты закладывают в бязевые мешочки размером 5 х 8 см 
по 2 штамма в каждый, которые закрывают в виде конверта.

Раствор испытываемого ДС на питьевой воде комнатной темпе­
ратуры или подогретой до (50+1) °С готовят из расчета 5 л на 1 кг 
белья. Ветошь, имитирующую белье, поштучно погружают в ем­
кость с раствором испытываемого ДС так, чтобы между слоями тка­
ни не образовывалось воздушных прослоек, препятствующих про­
цессу дезинфекции. Одновременно между слоями белья распреде­
ляют (сверху, в середине и внизу) мешочки с контаминированными 
тест-объектами. Через заданное время мешочки извлекают одновре­
менно из трех слоев. Тест-объекты вынимают из мешочка стериль­
ным пинцетом, помещают на 5 мин в емкость с раствором соответ­
ствующего нейтрализатора, затем переносят в стерильную питьевую 
воду и высевают в бульон Хотгингера (pH 7,2). Посевы инкубируют 
при (37 ± 1) °С в течение 48 ч. Предварительный учет результатов 
проводят через 48 ч, а окончательный — через 21 сутки. В контроль­
ных опытах белье погружают в стерильную питьевую воду. Мешочки 
с тестами закладывают так же, как и в опыте. При получении 100 %-й 
гибели тест-микроорганизма в опытах по обеззараживанию белья 
без белковых за1рязнений переходят к опытам по обеззараживанию 
белья, загрязненного выделениями.
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Для -определения эффективности ДС при обеззараживании 
белья, одежды, спецодежды и других объектов из ткани, загрязнен­
ных кровью, выделениями (фекалии, мокрота, моча и др.), в лабо­
раторных условиях используют бязевые тест-объекты, которые 
контаминируют из расчета 30 мл суспензии на 10 тест-объектов 
тестовой суспензией спор тест-микроорганизма с добавлением 
40 % инактивированной сыворотки (6 мл суспензии, содержащей 
2 • 109 спор тест-микроорганизма, смешивают с 4 мл инактивиро­
ванной сыворотки) или 40 % фекальной эмульсии (6 мл суспензии 
спор тест-микроорганизма смешивают с 4 мл 40 % фекальной 
эмульсии). Для приготовления фекальной эмульсии 8 г фекалий 
растирают в ступке с 20 мл воды. Количество суспензии спор 
тест-микроорганизма, содержащей сыворотку или фекалии, гото­
вят из расчета 30 мл на 10 тест-объекгов. Контаминированные 
тест-объекты подсушивают в термостате при (37 ± 1) °С в течение 
20—25 мин или 1,5—2,0 ч при комнатной температуре до полного 
высыхания. Методика проведения эксперимента аналогична опы­
там с чистым бельем.

Критерием эффективности ДС при обеззараживании белья, 
одежды, спецодежды и других объектов из тканей является 100 % 
гибель спор тест-микроорганизмов на тест-объектах.

При изучении эффективности обеззараживания изделий из 
синтетических тканей (капрон, ацетат, периацетат, лавсан и др.) 
используют тест-объекты из этих тканей размером 5 x 5  см, т. к. 
микроорганизмы не проникают в структуру этих тканей и смывае- 
мость их в 2 раза больше, чем с батистовых тест-объекгов [23, 74].

5.8.4,5.1. Исследование спороцидной эффективности камерного 
метода обеззараживания

Камерный метод используют для обеззараживания одежды, 
обуви, постельных принадлежностей, мягких игрушек и др. [74].

В качестве тест-микроорганизма используют В. cereus в виде 
суспензии, содержащей 2 * 109 спор/мл, которой контаминируют 
тест-объекты из батиста, бязи и других материалов, соответствую­
щих обеззараживаемым объектам. Контаминированные тест-объ­
екты закладывают в стерильные конверты из хлопчатобумажной 
ткани (по 2 тест-объекта в конверт). Пронумерованные тест-объек­
ты помещают в хлопчатобумажные мешочки с максимальными 
термометрами и размещают в толще объектов в контрольные точки 
камеры на трех уровнях.

После дезинфекции мешочки извлекают из камеры и записы­
вают показания максимальных термометров, а тест-объекты поме­
щают в пробирки с 5 мл питательного бульона.

Инкубирование посевов с тест-объектами проводят при тем­
пературе (37 ± 1) °С в течение 21 суток при использовании пита-
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тельного бульона (бульон Хоттингера, СПБ, МПБ). Предваритель­
ный учет результатов проводят через 24—72 ч, окончательный — че­
рез 21 сутки. Для установления эффективности обработки прово­
дят не менее трех экспериментов на каждое время обработки. При 
наличии роста микроорганизмов проводят сравнение выросшей 
культуры с тест-микроорганизмом.

В качестве контроля используют контаминированные тест-объ­
екты, которые не помещали в камеру. Контрольные посевы выра­
щивают с использованием тех же питательных сред, что и для опыт­
ных тест-образцов. Контрольные посевы и среду контролируют 
аналогично тест-объектам, которые обрабатывали в камере. Для 
установления эффективности обработки проводят не менее трех 
экспериментов на каждое время обработки.

Контролем эффективности режима обеззараживания вещей в 
испытуемых дезинфекционных камерах является 100 % гибель 
спор тест-микроорганизмов [74].

S.8.4.6. Исследование спороцидной эффективности ДС 
при обеззараживании рук в резиновых перчатках

В качестве тест-микроорганизма используют лиофильно-вы- 
сушенную сибиреязвенную сухую вакцину СТИ-1. Готовят споро­
вую суспензию путем внесения в ампулу с сухой вакциной 2 мл сте­
рильной дистиллированной воды. После растворения сухой вакци­
ны получают суспензию, содержащую 1,0—5,0 х 108 спор/мл, ко­
торую разводят до содержания 103, 105 и 107 спор/мл [74];

Для устранения посторонней микрофлоры руки, включая за­
пястья и предплечья, испытатели тщательно моют с мылом в теп­
лой проточной воде, затем протирают стерильной марлевой сал­
феткой и одевают резиновые перчатки.

Поверхность резиновых перчаток, надетых на руки испытате­
лей-добровольцев, контаминируют путем тщательного растирания 
1 мл споровой суспензии тремя вышеуказанными разведениями 
(каждое разведение на одного испытателя). После подсыхания 
микробной взвеси для контроля исходной обсемененности с по­
верхности резиновой перчатки тыльной стороны кисти делают 
смыв стерильной марлевой салфеткой размером 5 x 5  см, смочен­
ной стерильной питьевой водой. Затем салфетку помещают в про­
бирку с 10 мл стерильной питьевой воды с бусами и встряхивают 
10 мин. Полученный смыв высевают по 0,5 мл в селективную жид­
кую питательную среду 9,5 мл в пробирке.

Для обеззараживания поверхности перчаток в сжатую ладонь 
руки в печатке испытателю-добровольцу наносят 2,5 мл исследуе­
мого спороцидного ДС.
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Затем он в течение 10—15 с протирает этой порцией дезинфи­
цирующего раствора поверхность перчаток обеих рук, совершая 
движения, которые выполняют при обработке кожи рук антисеп­
тиком. После этого такую же операцию проводят, нанося 2,5 мл 
дезинфицирующего раствора на ладонь второй руки и засекают по 
секундомеру начало экспозиции.

После 5-минутной экспозиции делают смыв марлевой салфет­
кой (5 х 5 см), смоченной соответствующим ДС нейтрализатором, 
предварительно проверенным на эффективность нейтрализации и 
статического действия на споры. Салфетку помещают в пробирку с 
10 мл стерильного нейтрализатора на 10 мин. Затем салфетку пере­
носят стерильным пинцетом в пробирку с 10 мл стерильной питье­
вой воды с бусами, встряхивают пробирку 10 мин в шейкере. Из по­
лученного смыва делают посев по 0,5 мл на селективные жидкие 
питательные среды в пробирках не менее 3 пробирок на пробу.

Эффективными считают режим применения ДС, обеспечива­
ющий 100 % гибель исследованных спор вакцины СТИ-1 на рези­
новых перчатках, защищающих кожу рук [74].

5.8.4.7. Исследование спороцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания воды

Методы распространяются на изучение спороцидной эффек­
тивности химических ДС при обеззараживании питьевой и при­
родной воды, содержащей или подозрительной на содержание 
возбудителя сибирской язвы [74].

При определении спороцидной эффективности ДС в качестве 
тест-объектов используют водопроводную дехлорированную, ко - 
лодезную, речную и другие воды. Водопроводную воду дехлориру­
ют нагреванием до температуры (50—60 °С) с последующим выдер­
живанием в течение одних суток при комнатной температуре. 
Определяют физико-химические свойства питьевой дехлориро­
ванной воды и образцов природных вод. Кроме того, в последних 
определяют микробиологические показатели (общее микробное 
число и общее количество колиформных бактерий).

В качестве тест-микроорганизмов для контаминации исследуе­
мых проб воды используют споровую культуру В. cereus (штамм 96) 
или сибиреязвенную живую сухую вакцину СТИ-1 для людей. Ви­
рулентную культуру возбудителя сибирской язвы в этих целях ис­
пользовать не разрешается из-за сложности соблюдения противоэ­
пидемических мероприятий.

Контаминацию изучаемых образцов воды проводят путем вне­
сения споровой культуры В. cereus (штамм. 96) в виде суспензии, 
содержащей 108 спор/мл, а сибиреязвенную живую сухую вакцину 
СТИ-1 — в виде суспензии, приготовленной разбавлением содер-
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жимого одной ампулы вакцины в 10 мл стерильного физиологичес­
кого раствора или стерильной водопроводной воды до содержания 
108—109 спор/мл.

При постановке экспериментов исходную воду наливают в ем­
кости с нижним тубусом объемом 5—10 л и вносят в воду вышеука­
занные тест-микроорганизмы из расчета 10s—106 спор/л. После 
тщательного перемешивания определяют концентрацию исходной 
контаминации воды. Для этого из емкостей отбирают 1—3 пробы 
воды объемом 3—5 мл. Из каждой пробы делают по 3—4 последова­
тельных десятикратных разведения стерильным физиологическим 
раствором или стерильной питьевой водой, в которых затем опре­
деляют количество тест-микроорганизма в 1 мл пробы воды мето­
дом мембранной фильтрации.

Метод основан на концентрировании микроорганизмов из 
определенного объема анализируемой воды путем фильтрования 
через мембранные фильтры, выращивании посевов при температу­
ре (37 ± 1) °С на плотной питательной среде и подсчете количества 
тест-микроорганизмов в единице объема воды.

Используют мембранные фильтры для микробиологических 
целей с диаметром пор не более 0,45 мкм и размером диска 35 или 
47 мм или другие фильтрующие мембраны с аналогичной способ­
ностью фильтрации, имеющие сертификат качества. Мембранные 
фильтры готовят к анализу в соответствии с указаниями 
производителя.

Фильтрование воды проводят с помощью прибора для мем­
бранной фильтрации. Стакан (воронку) и столик прибора перед ана­
лизом воды завертывают в бумагу и стерилизуют в паровом или воз­
душном стерилизаторе. На нижнюю часть прибора (столик) кладут 
фламбированным пинцетом стерильный мембранный фильтр; при­
жимают его верхней частью прибора (стаканом, воронкой); закреп­
ляют устройством, предусмотренным конструкцией прибора; при 
соблюдении правил стерильности наливают необходимый объем 
исследуемой воды и создают вакуум в приемном сосуде.

Фильтруют вначале меньшие, а затем большие количества 
воды через один фильтровальный прибор, каждый раз сменяя мем­
бранный фильтр.

После окончания фильтрования определенного количества 
воды стакан воронку снимают, а фильтр осторожно приподнима - 
ют за край фламбированным пинцетом при сохранении вакуума 
для удаления излишней влаги на нижней стороне фильтра, а затем 
переносят его, не переворачивая, на поверхность казеинового или 
мясопептонного агара в чашках Петри, так чтобы между средой и 
фильтром не было пузырьков воздуха. Под каждым фильтром на 
обратной стороне дна чашки Петри делают надпись с указанием
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объема профильтрованной воды, даты посева и номера пробы. По­
севы инкубируют при температуре (37 ± 1) °С в течение 24—48 ч.

По окончании инкубации учитывают количество колоний 
тест-микроорганизма, выросших на фильтрах, и определяют их 
концентрацию в 1 л воды по формуле:

С = —xNxlOO , где 
v

С — количество спор, содержавшихся в 1 л воды; 
к -  кратность разведения; 
v -  посеянный объем воды в мл;

N  — среднее арифметическое числа колоний, выросших 
на мембранных фильтрах при посеве одинаковых 
разведений.

Результат анализа при определении числа спор в исходной 
воде выражается числом КОЕ в 1 л воды.

Для определения эффективности обеззараживания спороцид- 
ным ДС в емкость с водой, контаминированной спорами тест-мик­
роорганизмов, вносят ДС в изучаемых концентрациях, воду тща­
тельно перемешивают. Через заданные промежутки времени при 
соблюдении условий стерильности отбирают пробы воды объемом 
1 л в стерильные флаконы с внесенным в них стерильным нейтра­
лизатором, подобранным в концентрации, обеспечивающей ней­
трализацию действующего агента изучаемого ДС.

В обеззараженной воде определяют число непогибших спор 
В. сегет или сибиреязвенной живой вакцины СТИ-1 для людей ме­
тодом мембранной фильтрации. Пробы обеззараженной воды с 
нейтрализатором должны быть исследованы не позднее чем через 
1 ч после их отбора.

На начальных этапах изучения эффективности обеззаражива­
ния воды анализируют не менее двух проб, отличающихся по объему 
в 10 раз, и выбранных так, чтобы на одном фильтре выросло не более 
300 колоний. На одну чашку Петри можно поместить 3—4 фильтра с 
условием, чтобы они не соприкасались друг с другом. При анализе 
обеззараженной воды на конечных этапах обеззараживания необхо­
димо исследовать объем не менее 1 л, профильтровывая это коли­
чество не менее чем через 3—4 мембранных фильтра.

Посевы инкубируют, как указано выше. Учитывают общее ко­
личество выросших колоний на фильтрах после фильтрования 1 л 
воды. Результат анализа выражают числом спор в 1 л обеззаражен­
ной воды.

Статистическая обработка результатов микробиологических 
анализов по оценке эффективности средств обеззараживания воды
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имеет целью исключить случайные ошибки, оценить отклонения 
результатов анализа от действительной величины и дать искомые 
результаты с заданной вероятностью.

В процессе статистической обработки результатов экспери­
ментальных исследований рекомендуется использовать при опре­
делении концентрации контаминации исходной воды тест-микро­
организмами и на промежуточных этапах обработки среднюю 
арифметическую (5с), а при оценке эффективности обеззаражива­
ния на завершающем этапе — медианное значение Me,

Количество проб п, необходимое для действительной оценки 
результатов микробиологических исследований, определяют по 
формуле:

п -
o i n

, где

о — квадратичное отклонение;
/  -  максимально допустимое отклонение от средней, 

оцениваемое с вероятностью р =  0,99; 
tp — коэффициент, зависящий от числа опытов (не ме­

нее 10), по которым определяется величина а.

Если а определяется по данным 16 опытов, то ^  99 = 2,7. Число 
проб для оценки содержания микроорганизмов в обеззараженной 
воде должно быть не менее 16.

Оценку результатов микробиологических анализов проводят 
для заданной вероятности 0,99, соответственно, для того же значе­
ния определяют и доверительный интервал средней арифметичес­
кой и медианы.

Доверительный интервал средней арифметической определя­
ют по данным величины квадратичного отклонения о  и средней 
ошибки ах.

Величину квадратичного отклонения вычисляют по формуле:

2

/1-1
, где

_ 2 
X

п

сумма квадратов отклонений измерений от средней
арифметической;
число отдельных измерений.

Среднюю ошибку вычисляется по формуле:
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о

Вероятности 0,99 отвечает доверительный интервал /, вычис­
ляемый по формуле: /099 ± 2,7ах.

Тогда доверительное значение количества микроорганизмов в 
пробе с вероятностью 0,99 находится в интервале х  ± 2,7ох.

Доверительный интервал медианы для требуемого уровня веро­
ятности 0,99 определяют в зависимости от числа проведенных опы­
тов по табл. 5.11, в которой указаны номера опытов, результаты ко­
торых учитывают в качестве граничных значений доверительного 
интервала медианы.

Для пользования таблицей необходимо, чтобы результаты опы­
тов были расположены и пронумерованы в порядке возрастания ве­
личин.

Таблица 5.11
Г р а н и ч н ы е  з н а ч е н и я  д о в е р и т е л ь н о г о  и н т е р в а л а  м е д и а н ы

Число
опытов

Нижняя
граница

Верхняя
граница

Число
опытов

Нижняя
граница

Верхняя
граница

7 - - 29 8 22
8 1 8 30 8 23
9 1 9 31 8 24
10 1 10 32 9 24
11 1 П 33 9 25
12 2 11 34 10 25
13 2 12 35 10 26
14 2 13 36 10 27
15 3 13 37 11 27
16 3 14 38 11 28
17 3 15 39 12 28
18 4 15 40 12 29
19 4 16 41 12 30
20 4 17 42 13 30
21 5 17 43 13 31
22 5 18 44 14 31
23 5 19 45 14 32
24 6 19 46 14 33
25 6 20 47 15 33
26 7 20 48 15 34
27 7 21 49 16 34
28 7 22 50 16 35
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Критерием оценки эффективности ДС при обеззараживании 
воды является отсутствие тест-микроорганизмов в 1 л воды [23,74].

5.8.4.8. Исследовавие спороцццной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания выделений 

моча, фекалии, мокрота* крови
Обеззараживание мочи, В качестве тест-объекта используют 

мочу, которую разливают в колбы или пробирки по 8 мл, добавля­
ют по 1 мл споровой суспензии, содержащей 2 * 109 спор/мл тест- 
микроорганизма и инактивированной лошадиной сыворотки [74].

Растворы испытываемого ДС готовят в концентрациях, обес­
печивающих спороцидную активность при испытании его на ба­
тистовых тест-объектах с белковой защитой.

Испытуемые концентрации растворов ДС добавляют к моче в 
равном или двойном объеме. Отмечают время контакта и через ин­
тервалы 15, 30, 60 мин пипеткой берут указанную смесь в количес­
тве 1 мл и переносят в пробирки с 5 мл питательной среды (бульон 
Хоттингера, pH 7,2) и соответствующего нейтрализатора. После 
тщательного смешивания 1 мл жидкости из первой пробирки с 
бульоном переносят во вторую пробирку с бульоном (5 мл) и затем 
засевают по 0,1 мл на агар Хоттингера (pH 7,2) в чашках Петри, как 
из первой, так и из второй пробирки. Чашки Петри инкубируют в 
термостате при (37 ± 1) °С.

Контролем служат аналогично поставленные опыты, только с 
добавлением к моче не дезинфицирующего раствора, а воды.

Ориентировочный учет результатов проводят через 1 сутки, 
предварительный — через 5—7 суток, окончательный — 21 сутки. 
Результаты опытов учитывают по отношению к контролю, кото­
рый принимают за 100 %. Окончательное заключение об эффек­
тивности ДС делают на основании не менее трех опытов с совпада­
ющими результатами.

Эффективным считают средство и режим его применения, 
обеспечивающие 100 % гибель спор тест-микроорганизмов.

Обеззараживание фекалий. При разработке режимов обеззара­
живания фекалий учитывают соотношение дезинфицирующего 
средства к обеззараживаемой массе, время обработки, температу­
ру, консистенцию обеззараживаемых выделений, степень гомоге­
низации в процессе обеззараживания.

Исследования проводят в два этапа. На первом этапе в качес­
тве тест-объекта используют 20 % эмульсию фекалий, на втором — 
оформленные фекалии.

Для приготовления 20 % эмульсии 20 г фекалий растирают в 
ступке и добавляют 80 мл воды; полученную эмульсию фильтруют 
через двойной слой марли, стерилизуют в автоклаве, разливают пи-
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петкой в пробирки по 9 мл и добавляют по 1 мл суспензии 
тест-микроорганизма, содержащей 2 * 10s спор/мл. Опыты начина­
ют с концентрации, вызывающей гибель тест-микроорганизма в 
моче с белком через 30 мин. Приготовленную эмульсию фекалий 
заливают равным или двойным объемом дезинфицирующего рас­
твора, через 30, 60, 120 мин отбирают пробы и производят высевы 
так же, как и при обеззараживании мочи. Результаты учитывают 
через 48 ч.

При положительных результатах проводят опыты с большим 
количеством оформленных фекалий (200—250 г). Для этого поме­
щают их в сосуд, заливают дезинфицирующим раствором или за­
сыпают сухими дезинфектантами в равном или двойном количес­
тве по отношению к весу фекалий, определяют визуально происхо­
дит ли гомогенизация фекалий. Затем небольшую часть каловых 
масс размешивают стеклянной палочкой с жидкостью, а остальную 
массу оставляют в виде небольших комочков. Через определенные 
промежутки времени например 30, 60 мин проводят посев.

Посев жидкой части фекалий высевают так же, как и мочу. 
Плотные же части комочки забирают бактериологической петлей 
и помещают в 5 мл питательной среды с соответствующим нейтра­
лизатором, растерев их о края пробирки и тщательно перемешав. 
Затем стерильной пипеткой переносят из этой пробирки 1 мл сме- 
$к во вторую пробирку, тоже содержащую бульон Хоттингера 
(pH 7,2). Как из первой, так и из второй пробирки производят по­
сев на агар Хоттингера в чашках Петри (не менее чем в три чашки 
по ОД мл). Окончательный результат учитывают через 7 суток, а 
предварительный -  через 24 ч.

Контролем служат аналогично поставленные опыты с добав­
лением вместо дезинфицирующего раствора воды. Результаты 
опытов учитывают по отношению к контролю, который принима­
ют за 100 %. Судят об эффективности исследуемого вещества на 
основании не менее трех опытов с совпадающими результатами. 
Эффективным считают средство и режим его применения, обеспе­
чивающие 100 % гибель спор тест-микроорганизмов в
обеззараживаемом материале.

Обеззараживание крови и мокроты. В качестве тест-объектов при 
оценке спороцидной эффективности ДС, предназначенных для об­
еззараживания крови, используют кровь, а мокроты — куриный бе­
лок. В качестве тест-микроорганизма используют споры В. cereus 
(штамм 96). Для контаминации тест-объектов тест-микроорганиз­
мом к 9 мл 40 % крови или 50 % куриного белка добавляют по 1 мл 
суспензии тест-микроорганизма, содержащей 2 * 109 спор/мл, пере­
мешивают и разливают по 1 мл в стерильные флаконы. Затем во фла­
коны засыпают или наливают исследуемое ДС в объемных (5 %, 10 %
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и т. д.) соотношениях к объему исследуемого материала. Через опре­
деленные промежутки времени (1,3 ч и т. д.) с помощью стерильной 
бактериологической петли производят отбор пробы смеси и перено­
сят ее в 5 мл селективной жидкой питательной среды с соответству­
ющим (заранее проверенным по эффективности нейтрализации 
ДС) нейтрализатором для нейтрализации остаточного действия ДС 
на споры тест-микроорганизма. По истечении 5 мин экспозиции из 
этой пробирки с помощью пипетки производят высев по 0,2 мл ис­
следуемой пробы на агар Хоттингера (pH 7,2) в чашках Петри. Про­
бирки и чашки с посевами инкубируют при (37 ± 1) °С.

Окончательный результат роста тест-микроорганизмов на 
чашках учитывают на 3—7 суток, а предварительный — через 24 ч, а 
в пробирках соответственно через 21 сутки и 24—48 ч.

Эффективным считают средство, обеспечивающее 100 % ги­
бель спор тест-микроорганизма в обеззараживаемом материале 
[23, 74].

5.8.4.9. Исследование спороцидной эффективности ДС, 
предназначенных для обеззараживания медицинских отходов [74]

При изучении спороцвдной активности ДС с целью разработки 
режимов обеззараживания медицинских отходов используют 
тест-объекты из резин, пластмасс, текстильных материалов, стекла, 
металлов. Для приготовления тест-объектов стерильные одноразо­
вые изделия медицинского назначения (бинты, ватные тампоны, 
фрагменты систем для переливания крови и лекарственных препа­
ратов, катетеры, шпатели, шприцы, иглы перчатки, одноразовое 
белье, салфетки, пипетки, трубки и пр.) измельчают и погружают в 
суспензию, содержащую 2 * 109 спор/мл В. cereus с 40 % инактивиро­
ванной лошадиной сывороткой или сывороткой крупного рогатого 
скота. После достаточного пропитывания тест-объекгы извлекают в 
сухую стерильную емкость и подсушивают в термостате в течение 
20 мин или при комнатной температуре при 18—20 °С и относитель­
ной влажности воздуха 50—60 % в течение 1 ч.

Контаминированные тест-объекты погружают в емкость с 
испытуемым дезинфицирующим раствором, так чтобы он по­
лностью закрывал их. Контроль эффективности обеззараживания 
тест-объектов проводят через каждые 15—30 мин в течение време­
ни от 30 до 360 мин. Для этого тест-объекты из различных матери­
алов (по два каждого наименования) извлекают из дезинфициру­
ющего раствора, промывают в растворе соответствующего ней­
трализатора и помещают в пробирки с жидкой питательной сре­
дой. Контрольные тест-объекты погружают на срок максималь­
ной экспозиции в стерильную водопроводную воду, а затем в жид­
кую питательную среду. Пробирки с посевами помещают в
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термостат при температуре (37 ± 1) °С. Учет результатов проводят 
в течение 21 суток.

Критерий эффективности обеззараживания медицинских от­
ходов — 100 % гибель спор тест-микроорганизма на тест-объектах, 
обработанных ДС.

5.8.5. Методы исследования и оценки спороцидной активности ДС 
при использовании в качестве тест-микроорганизмов 

вирулентных штаммов В. anthracis [74]
При использовании в качестве тест-микроорганизмов спор 

непатогенных штаммов (В. cereus, В. subtilis, сибиреязвенная живая 
сухая вакцина СТИ-1 и др.) спороцидную активность ДС опреде­
ляют только культуральным методом, а при использовании виру­
лентных тест-микроорганизмов В. anthracis — одновременно куль­
туральным и биологическим. При культуральном методе результа­
ты исследований оценивают по росту тест-микроорганизмов на 
питательных средах до и после действия ДС, а при биологическом - 
по гибели белых мышей от возбудителя сибирской язвы.

Трудность соблюдения противоэпидемических мероприятий 
при использовании вирулентных штаммов В. anthracis не позволяет 
использовать его для определения эффективности обеззаражива­
ния многих объектов (воды, воздуха, камерного метода обеззара­
живания вещей и др.), поэтому для изучения спороцидной актив­
ности и эффективности ДС при обеззараживании всех объектов, 
являющихся факторами передачи возбудителя сибирской язвы, ре­
комендуется использовать непатогенные тест-микроорганизмы.

После установления спороцидной активности ДС культураль­
ным методом, применяя вышеуказанные непатогенные тест-мик­
роорганизмы, целесообразно проводить исследования культураль­
ным и биологическим методами, используя В. anthracis, т. к. биоло­
гический метод позволяет отличить спороцидное действие ДС от 
споростатического при отсутствии полной нейтрализации действу­
ющего вещества ДС химическими нейтрализаторами.

Спороцидная эффективность ДС с использованием спор виру­
лентных штаммов В. anthracis может быть изучена на следующих 
контаминированных тест-объектах; поверхности помещений, ме­
бели, аппаратов, приборов, санитарно-технического оборудова­
ния, транспортных средств; изделия медицинского назначения; 
предметы ухода за больными; посуда, включая столовую, лабора­
торную и из-под выделений; бельё, спецодежда и другие объекты 
из тканей; изделия из резины, в т. ч. перчатки, сапоги, фартуки 
и др.; выделения (фекалии, моча), медицинские отходы. Эти иссле­
дования проводят при строгом соблюдении всех правил безопас­
ности, предусмотренных СП 1.3.12.85-—03 «Безопасность работы с
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микроорганизмами I и II группы патогенности опасности» в спе - 
циализированных лабораториях, имеющих разрешения на работу с 
вирулентными штаммами возбудителя сибирской язвы, соответ­
ствующее оборудование и подготовленный персонал.

М е т о д и к а  и з у ч е н и я  с п о р о ц в д н о й  а к т и в н о с т и  Д С  п р и  р а б о т е  с  
В. anthracis. В качестве тест-микроорганизмов используют виру­
лентные штаммы В. anthracis (штаммы 81/1 и 27, имеющие плазми­
ды рХ01+ и рХ02+), единичные клетки которых при внутрибрю- 
шинном введении вызывают гибель биопробных животных. Ха­
рактеристика этих штаммов, требования по устойчивости, пита­
тельные среды для культивирования приведены в п. 5.8.1 и при- 
лож. 1 и 2.

Методы получения суспензии спор вирулентных штаммов 
В. anthracis, обеспечение стандартных условий проведения иссле­
дований спороцидной активности ДС и их субстанций, исследова­
ния спороцидной активности и эффективности при разработке ре­
жимов применения ДС для обеззараживания объектов внешней 
среды, контаминированных тест-микроорганизмами в споровой 
форме, изложены в п. 5.8.1.

При контроле спороцидного действия ДС на споры вирулен­
тных штаммов В. anthracis действующее вещество необходимо сра­
зу после окончания экспозиции нейтрализовать соответствующим 
нейтрализатором с последующим высевом на твердые и/или жид­
кие питательные среды как изложено в предыдущих разделах.

Одновременно часть пробы исследуют при постановке биоп­
робы, используя белых мышей Весом 10—12 г в количестве 6 штук 
на постановку одной биопробы. Подготовленную и использован­
ную пробу вводят внутрибрюшинно белым мышам в объеме 0,2 мл 
каждой. Параллельно проводят контрольные заражения животных 
раствором нейтрализатора (контроль отсутствия губительного дей­
ствия нейтрализатора на белых мышей) и суспензией интактных 
(не подвергшихся воздействию ДС) спор вирулентных штаммов 
В. anthracis в заражающих дозах (контроль вирулентного действия 
использованной суспензии спор возбудителя). Количество живот­
ных в контрольных группах должно быть не менее 3.

Наблюдения за животными проводят в течение 48—96 ч; пав­
ших и выживших мышей вскрывают, делают посев из органов жи­
вотных на агар Хоттингера (pH 7,0) для выделения возбудителя 
сибирской язвы.

Посевы подготовленных проб из органов животных инкубиру­
ют при температуре (37 ± 1) °С в течение 48—96 ч. Идентифициру­
ют и подсчитывают выросшие колонии В. anthracis.

Эффективным считается ДС, после воздействия которого в 
установленных режимах не обнаружены жизнеспособные клетки
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вирулентных тест-микроорганизмов В. anthracis при исследовании 
культуральным методом и нет павших животных в опытной группе, 
а в контрольных пробах — высев из органов животных патогенного 
тест-микроорганизма (В. anthracis).

5.8.6. Методы исследования и оценки 
спороцидной эффективности СС, предназначенных 

для стерилизации ИМН, включая эндоскопы
5.8.6.1. Исследование спороцидной эффективности водяного 

насыщенного пара под избыточным давлением, предназначенного 
для стерилизации ИМН [74]

Метод предназначен для исследования эффективности стери­
лизации ИМН водяным насыщенным паром под избыточным дав­
лением, в т. ч. при испытаниях новых паровых стерилизаторов. 
Исследование проводят в паровых стерилизаторах при загруженной 
стерилизационной камере.

Для контроля эффективности стерилизации ИМН водяным на­
сыщенным паром под избыточным давлением используют тест-объ­
екты и тест-изделия, контаминированные суспензией спор тест- 
микроорганизма G. stearothermophilius, а также биологические инди­
каторы, разрешенные к применению в установленном порядке при 
паровом методе стерилизации в Российской Федерации.

В качестве тест-объектов применяют тест-образцы (0,5 х 1,0 см), 
нарезанные из резин, латекса, бязи, перевязочных материалов и др. 
Подготовленные тест-объекты стерилизуют паровым или воздуш­
ным методом (тест-объекты из резин, латекса, бязи, перевязочных 
материалов раскладывают в чашки Петри).

Из исходной суспензии спор G. stearothermophilius готовят сус­
пензию, содержащую от 5,0 * 107 до 2,5 ■ 108 спор в 1 мл для контами­
нации тест-объектов. Стерильные тест-объекты контаминируют 
этой суспензией из расчета (1,0—5,0) ■ 106 спор в объект путем нане­
сения на каждый тест-объект с помощью дозатора переменного объ­
ема 0,02 мл подготовленной суспензии. Контаминированные 
тест-объекгы высушивают в термостате при температуре (37 ± 1) °С 
в течение 24 ч и закладывают в бумажные и комбинированные (по­
лимерная пленка + бумага) пакеты, разрешенные к применению в 
качестве стерилизационных упаковочных материалов для парового 
метода стерилизации в Российской Федерации.

В качестве тест-изделий используют ИМН из коррозионнос­
тойких металлов (хирургические, стоматологические, гинекологи­
ческие инструменты — корнцанги, зажимы, щипцы, пинцеты), 
стекла (пробирки, микропипетки), резин (катетеры, зонды, труб­
ки), пластмасс (наконечники, лотки), которые предварительно 
стерилизуют паровым методом, а затем контаминируют исходной
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суспензией спор тест-микроорганизма G. stearothermophilius (плот­
ность контаминации ДО6 спор на тест-изделие) и упаковывают в бу­
мажные пакеты или листовые материалы, или бязь -  при размеще­
нии изделий в коробках стерилизационных; в комбинированные 
пакеты -  при размещении изделий в корзинах загрузочных.

Упаковки с контаминированными тест-объекгами/тест-изде­
лиями, а также биологическими индикаторами нумеруют и разме­
щают вместе с максимальными термометрами в контрольные точ­
ки стерилизационной камеры вне коробок стерилизацион- 
ных/корзин загрузочных у двери и задней стенки и в коробки сте- 
рилизационные/корзины загрузочные между изделиями.

Тест-объекты размещают между изделиями, применяемыми в 
качестве имитаторов загрузки, а также в изделиях -  перчатках, ха­
латах; тест-изделия — между изделиями, использующимися в ка­
честве имитаторов загрузки.

Плотность загрузки коробок стерилизационных изделиями из 
резин и текстиля должна соответствовать нормам, приведенным в 
«Методических указаниях по дезинфекции, предстерилизацион- 
ной очистке и стерилизации изделий медицинского назначения» 
(МУ № 287-113 от 30.12.1998). Указанные изделия, а также изделия 
из металлов и стекла в коробках стерилизационных и корзинах за­
грузочных распределяют равномерно; пакеты заполняют изделия­
ми не более чем на 3/4 объема.

Стерилизатор включают и после его выхода на режим (достиже­
ние номинального значения давления/температуры стерилизации) 
начинают отсчет времени выдержки. По окончании времени выдер­
жки тест-объекгы и тест-изделия вынимают из стерилизатора.

Тест-объекты из резин, латекса, бязи, перевязочных материа­
лов пинцетом, который обжигают в пламени, помещают в бактери­
ологические пробирки с 5 мл питательного бульона (бульон Хот- 
тингера, МПБ, СПБ).

Для контроля стерильности крупных тест-изделий, подвергну­
тых обработке в стерилизаторе, осуществляют посев в питательный 
бульон марлевых салфеток (размер 5 x 5  см), с помощью которых 
производят отбор проб с изделий методом смыва. Салфетки пред­
варительно увлажняют стерильным физиологическим раствором 
(0,9 %-й раствор натрия хлорида). У изделий, имеющих каналы, че­
рез последние пропускают физиологический раствор, после чего 
его засевают в питательный бульон.

Инкубирование посевов проводят при температуре (55 ± 1) °С 
в течение 7 суток при использовании питательного бульона (бульон 
Хоттингера, СПБ, МПБ).

При наличии роста микроорганизмов производят сравнение 
выделенной культуры с тест-микроорганизмом.
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В качестве средств контроля используют тест-объекты и 
тест-изделия, которые не подвергают обработке в стерилизаторе. 
Посевы контрольных тест-объектов и тест-изделий или смывы с 
них в питательную среду, а также инкубирование посевов осуще­
ствляют аналогично тест-объектам/тест-издел иям, которые 
подвергали обработке в стерилизаторе.

Аналогичную методологию исследования применяют и при 
отработке эффективных режимов стерилизации ИМИ во вновь 
разрабатываемых паровых стерилизаторах. Для этого эксперимен­
ты проводят при различном времени выдержки и размещении 
тест-объектов/тест-изделий и максимальных термометров в раз­
личных точках стерилизационной камеры. Для установления эф­
фективности обработки проводят не менее трех экспериментов на 
каждый режим каждое время обработки.

Критерий эффективности водяного насыщенного пара под из­
быточным давлением для стерилизации ИМИ является 100 % ги­
бель спор G. stearothermophilius на тест-объектах и тест-изделиях 
тест-объектах/тест-изделиях из различных материалов, обрабо - 
тайных в исследуемом аппарате [23, 74].

5.8.6.2. Исследование спорощщной эффективности сухого горячего воздуха, 
предназначенного для стерилизации ИМН

Метод предназначен для исследования эффективности стери­
лизации ИМН сухим горячим воздухом, в т. ч. при испытаниях но­
вых воздушных стерилизаторов.

Исследование проводят в воздушных стерилизаторах при за­
груженной стерилизационной камере.

Для контроля эффективности стерилизации ИМН сухим горя­
чим воздухом в качестве тест-изделий используют пробирки типа 
П2-21-200, ГОСТ 25336—82 (для стерилизаторов объемом стерили­
зационной камеры до 20 дм3 включительно) и чашки биологичес­
кие Петри с крышками низкие ЧБН -1-100 по ГОСТ-25336—82 (для 
стерилизаторов объемом стерилизационной камеры 40 дм3 и бо­
лее). Предварительно их стерилизуют паровым или воздушным ме­
тодом и контаминируют суспензией спор тест-микроорганизма 
В. licheniformis. Кроме этого, используют биологические индикато­
ры, разрешенные к применению в установленном порядке, при 
воздушном методе стерилизации в Российской Федерации.

Из исходной суспензии спор В. licheniformis готовят суспензию, 
содержащую от 108 до 109 спор в 1 мл для контаминации тест-изде- 
лий из расчета 106 спор в/на тест-изделие, что достигается нанесе­
нием в/на каждое тест-изделие с помощью дозатора переменного 
объема 0,02 мл подготовленной суспензии.
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Контаминированные тест-изделия высушивают в термостате 
при температуре (37 ± 1) °С в течение 24 ч, затем их и имитаторы 
загрузки (пробирки и чашки Петри) упаковывают в листовую бу­
магу, в бумажные или полимерные пакеты, разрешенные к приме­
нению в качестве стерилизационных упаковочных материалов для 
воздушного метода стерилизации в Российской Федерации (про­
бирки по 1 штамму, чашки Петри -  по 2 штамма в упаковке).

Упаковки с тест-изделиями, а также биологические индикато­
ры нумеруют и размещают на загрузочные полки в места размеще­
ния датчиков температуры (не менее 5 точек). Имитаторы загрузки 
равномерно размещают на загрузочные полки стерилизатора (ко­
личество имитаторов загрузки, в т. ч. тест-изделий) в зависимости 
от объема стерилизационной камеры составляет: 20 дм3 — 40 проби­
рок; 40 дм3 — 40 чашек Петри; 80 дм3 — 80 чашек Петри; 160 дм3 — 
160 чашек Петри; 320 дм3 — 320 чашек Петри; 640 дм3 — 640 чашек 
Петри.

Стерилизатор включают и после достижения номинального 
значения температуры стерилизации начинают отсчет времени 
стерилизационной выдержки. По окончании времени стерилиза­
ционной выдержки тест-изделия и биологические индикаторы вы­
нимают из стерилизатора. Пробирки заливают питательным бульо­
ном (бульон Хоттингера, МПБ, СПБ); чашки Петри — питатель­
ным агаром агар Хоттингера, МПА, СПА.

Инкубирование тест-изделий проводят при температуре 
(37 ± 1) °С в течение 21 суток при использовании питательного 
бульона (бульон Хоттингера, МПБ, СПБ); чашки Петри инкубиру­
ют в течение 7 суток. Учет результатов проводят путем визуального 
осмотра.

Отсутствие помутнения питательного бульона, роста микро­
организмов на чашке Петри указывает на гибель спор в/иа тест-из- 
делиях. При наличии роста микроорганизмов проводят сравнение 
выделенной культуры с тест-микроорганизмом.

В качестве средств контроля используют тест-изделия, кото­
рые не подвергают обработке в стерилизаторе. Посевы контроль­
ных тест-изделий или смывы с них в питательную среду, а также 
инкубирование посевов осуществляют аналогично тест-изделиям, 
которые подвергали обработке в стерилизаторе.

Аналогичную методологию исследования применяют при от­
работке эффективных режимов стерилизации ИМН в стерилизато­
рах разных марок, в т. ч. во вновь разрабатываемых стерилизаторах. 
Для этого эксперименты проводят при различном времени выдер­
жки и размещении тест-объектов и тест-изделий, датчиков темпе­
ратуры в различных точках стерилизационной камеры. Для уста-
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новления эффективности обработки проводят не менее трех 
экспериментов на каждое время обработки.

Критерием эффективности сухого горячего воздуха для стери­
лизации ИМН, является 100 % гибель спор В. licheniformis на обра­
ботанных в исследуемом аппарате тест-объектах и тест изделиях из 
различных материалов.

5.8.6.3. Исследования спорощщной эффективности растворов 
химических СС, предназначенных для стерилизации ИМН

При исследовании и оценке спороцидыой эффективности рас­
творов стерилизующих средств, предназначенных для стерилиза­
ции ИМН, используют В  сегет штамм 96 и В. subtilis штамм 7 с 
определенной устойчивостью табл. 5.8.

Культивирование спорообразующих тест-микроорганизмов, 
устойчивых к действующему веществу, входящему в состав изучае­
мого СС, приготовление суспензии спор (п. 5.8.1). В качестве 
тест-носителей используют простерилизованные тест-образцы из 
различных материалов (пластмасс, резин на основе натурального и 
силиконового каучука, стекла, металлов), имитирующие ИМН, а 
также сами ИМН (катетеры, боры и зеркала стоматологические, 
зажимы, эндоскопы). Для контаминации тест-носителей исполь­
зуют споры тест-микроорганизма, обладающего наибольшей 
устойчивостью к раствору данного химического агента [66,74].

При испытании раствора средства на основе ранее не изучав­
шегося для этой цели действующего вещества подбирают устойчи­
вый спорообразующий микроорганизм, споры которого могут 
быть использованы в качестве тест-микроорганизма п. 5.8.3.

С целью контаминации тест-изделий на них капельным спосо­
бом наносят суспензию спор тест-микроорганизма (из расчета 106 
спор на тест-изделие). Тест-микроорганизмы должны быть нане­
сены на наиболее сложные по конструкции и труднодоступные 
участки тест-изделий: в каналы, рабочие и замковые части. После 
этого тест-изделия подсушивают в течение 60 мин при температуре 
(37 ± 1) °С.

При проведении экспериментов изделия погружают в рабочие 
растворы таким образом, чтобы раствор полностью покрыл изде­
лия (толщина слоя раствора над поверхностью изделий должна 
быть не менее 1 см) и заполнил все полости и каналы без воздуш­
ных пробок. Инструментами, имеющими замковые части, необхо­
димо сделать несколько рабочих движений для лучшего проникно­
вения раствора средства в области замка. При исследованиях ис­
пользуют растворы, имеющие комнатную температуру 18—20 °С. 
При испытании растворов альдегидсодержащих средств темпера­
тура раствора должна составлять 20—22 °С. В случае необходимое-
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ти (для повышения активности растворов) готовят рабочие раство­
ры умеренно-повышенной температуры (50 ± 1) ЙС. Одновремен­
но не менее чем по два тест-объекта помещают в воду, а также в рас­
твор нейтрализатора на время, соответствующее максимальному 
исследуемому времени выдержки в изучаемом растворе средства.

Изучение эффективности средства и его рабочих растворов в 
зависимости от сроков хранения, а также (при необходимости) изу­
чение эффективности рабочих растворов при многократном их ис­
пользовании осуществляют аналогично указанному выше, приме­
няя растворы средства с различными сроками хранения и 
кратностью использования для стерилизации.

При работе с тест-объектами и изделиями небольшого размера 
боры через определенные интервалы времени (в зависимости от 
состава средства) изделия извлекают из раствора исследуемого сре­
дства и последовательно осуществляют отмыв в растворе нейтрали­
затора и стерилизованной питьевой воде (по 5 мин) с последующим 
прямым посевом на жидкие питательные среды с 0,5 % глюкозы.

При работе с крупными изделиями для контроля стерильности 
подвергнутых обработке средством изделий осуществляют посев 
марлевых салфеток (размер 5 х 5 см), с помощью которых произво­
дят отбор проб с изделий методом смыва. Салфетки предварительно 
увлажняют раствором соответствующего нейтрализатора. При от- 
мыве изделий, имеющих каналы, через последние пропускают рас­
твор нейтрализатора. Если нейтрализатор для изучаемого средства 
не известен, целесообразно использовать универсальный нейтрали­
затор, проверенный на эффективность. Посевы выдерживают в тер­
мостате при температуре (37 + 1) °С в течение 14 суток.

Критерием эффективности является достижение 100 % гибели 
спор тест-микроорганизма на всех тест-изделиях. При этом время 
действия раствора должно составлять не более 16 ч при температуре 
18—20 °С и не более 3 ч при умеренно повышенной температуре 
(50 °С) [23, 74].

5.8.7. Исследование и оценка спороцидной эффективности СС, 
предназначенных для исследования эффективности ДВУ эндоскопов

Средства, предназначенные для ДВУ эндоскопов, должны обес­
печивать гибель на эндоскопах споровых форм микроорганизмов.

При изучении в качестве тест-объектов используют простери- 
лизованные фрагменты канала гибкого эндоскопа в виде пластмас­
совых трубок длиной 20 мм и внутренним диаметром 2 мм. Перед 
проведением эксперимента тест-объекты подвергают очистке 
одним из средств, разрешенных для предстерилизационной очис­
тки эндоскопов, а затем стерилизуют физическим паровым или
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химическим методом, рекомендованным для стерилизации гибких 
эндоскопов [16,23, 66, 74].

Простерилизованные тест-объекты искусственно контамини- 
руют, нанося с помощью дозатора/микропипетки в центральную 
часть канала и на поверхности каждой трубки суспензию спор 
тест-микроорганизма (п. 5.8.4А2) из расчета 106 спор на каждый 
тест-объект. Контаминированные тест-объекты подсушивают при 
температуре (37 ± 1) °С в течение 120 мин.

Обработку исследуемым средством осуществляют способом 
погружения в исследуемый раствор, имеющий температуру 
18—20 °С (для альдегидсодержащих средств -  20—22 °С). При про­
ведении экспериментов тест-изделия погружают в рабочие раство­
ры таким образом, чтобы раствор полностью покрыл изделия (тол­
щина слоя раствора над поверхностью изделий должна быть не ме­
нее 1 см) и заполнил все полости и каналы без воздушных пробок. 
Через определенные интервалы времени, зависящие от химическо­
го состава средства (от 5 до 30 мин), тест-изделия извлекают из рас­
твора и помещают на 5 мин в раствор соответствующего нейтрали­
затора, проверенного на эффективность. После этого тест-изделия 
переносят в пробирки с жидкой питательной средой СПБ с 0,5 % 
глюкозы Посевы выдерживают в термостате при температуре 
(37 ± 1) °С в течение 21 суток. Предварительный учет результатов 
осуществляют через 48—72 ч, а окончательный — на 21-е сутки. В 
качестве контроля используют тест-объекты, контаминированные, 
как указано выше, и помещенные в нейтрализатор и в водопровод­
ную воду на время максимальной стерилизационной выдержки.

Эффективным считают режим (концентрация—время—тем­
пература), обеспечивающий 100 % гибель спор тест-микроорганиз­
ма на всех тест-объектах при отсутствии его в нейтрализаторе. При 
наличии положительных проб эксперимент повторяют, увеличи­
вая время воздействия, но не более чем до 16 ч. Режим стерилиза­
ции, разработанный на имитаторах канала эндоскопа, проверяют 
при обработке эндоскопа, контаминированного тест-микроорга­
низмом.

Критерием эффективности является достижение 100 % гибели 
спор тест-микроорганизма на всех тест-изделиях. При этом время 
действия раствора должно составлять не более 16 ч при температуре 
18—20 °С и не более 3 ч при умеренно повышенной температуре 
(50 ± 1) °С [23, 74].
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5.8S. Приложения
П р и л о ж е н и е  1 

с п р а в о ч н о е

Характеристика тест-микроорганизмов 
по морфологическим, культуральным, биохимическим свойствам, 

присущим данному виду
1. Bacillus cereus (штамм 96). Подвижная грамположительная 

палочка; размер, мкм: длина — 3—5, ширина — 1,2. Температура 
роста °С: минимальная — 10—20; оптимальная — (37 ± 1), макси - 
мальная — 35—45. Споры размером 0,8 х 1,2 мкм, эллиптической 
или цилиндрической формы, расположенные центрально. Аэроб. 
На МПБ (pH 7,3 ± 0,1) через 24 ч инкубирования образует крошко­
видный осадок и пристеночное кольцо, образует R-формы; на 
МПА (pH 7,3 ± 0,1) — круглые, сухие, белые, выпуклые колонии с 
неровным краем, размером 3—5 мм; продукты расщепления глю­
козы: кислота, ацетон, газ — не образуются. Окрашиваемость веге­
тативных клеток по Грамму, спор — по Цилю-Нильсону. По клас­
сификации патогенных для человека микроорганизмов относится 
к IV группе патогенности.

Bacillus cereus (штамм 96) используют для изучения и оценки 
спороцидной активности ДС, СС и их субстанций на основе кисло- 
родактивных и хлорактивных Д В.

Тест-микроорганизм В. cereus (штамм 96) хранится в музее Фе­
дерального государственного учреждения науки «Научно-исследо­
вательский институт дезинфектологии» Роспотребнадзора (117246, 
г. Москва, Научный проезд, д. 18).

2. Geobacillus stearothermophilius (штамм ВКМ В-718), подвиж­
ная грамположительная термофильная палочка. Оптимальная тем­
пература роста (55 ± 1) "С, исключающая развитие других широко 
распространенных микроорганизмов. Споры эллиптические, рас­
положенные центрально. Аэроб. На МПБ (pH 7,3 ±  0,1) через 24 ч 
инкубирования образует помутнение среды, на МПА 
(pH 7,3 ± 0,1) — слабо выпуклые колонии диаметром 2—4 мм, с 
ровным краем. Реакция Фогес-Проскауэра отрицательная. Фер­
ментирует глюкозу с образованием кислоты; не ферментирует ара- 
бинозу, ксилозу и маннин. Гидролизует казеин. Не расщепляет фе­
нилаланин и тирозин. Непатогенен для человека и животных.

G. stearothermophilius используют для исследования и оценки 
действия водяного насыщенного пара под избыточным давлением 
при стерилизации ИМН.

Тест-микроорганизм G. stearothermophilius (штамм ВКМ В-718) 
хранится:
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-  в музее культур Федерального государственного учреждения 
науки «Научно-исследовательский институт дезинфектологии» 
Роспотребнадзора 117246, г. Москва, Научный проезд, д. 18;

-  в музее культур Испытательного лабораторного центра 
ГУП «Московский городской центр дезинфекции» (129337, 
г. Москва, Ярославское шоссе, д. 9).

3. Bacillus licheniformis (штамм G ВКМ B-1711D): подвижная 
грамположительная палочка. Оптимальная температура роста 
(37 ± 1) °С. Споры эллиптические, расположенные центрально. 
Факультативный анаэроб. На МПБ (pH 7,3 ± 0,1) через 24 ч инку­
бирования образует помутнение среды, на поверхности — сухую 
пленку; на МПА (7,3 ± ОД) — слабо выпуклые сухие колонии вытя­
нутой звездчатой формы с неровными краями диаметром 4—6 мм, 
врастающие в питательную среду. Реакция Фогес-Проскауэра по­
ложительная. Ферментирует глюкозу с образованием кислоты и 
газа. Редуцирует нитраты, образует газ в среде для нитрификации в 
в анаэробных условиях. Утилизирует пропинат. Гидролизует крах­
мал. Расщепляет аргинин. Не образует индол, лецитиназу, кислоту 
в лакмусовом молоке. Непатогенен для человека и животных.

Bacillus licheniformis (штамм G ВКМ B-1711D) используют для 
исследования и оценки спороцидной активности сухого горячего 
воздуха при стерилизации ИМН.

Тест-микроорганизм В. licheniformis (штамм G BKMB-1711D) 
хранится:

-  в музее культур Федерального государственного учреждения 
науки «Научно-исследовательский институт дезинфектологии» 
Роспотребнадзора 117246, г. Москва, Научный проезд, д. 18;

-  в музее культур Испытательного лабораторного центра 
ГУП «Московский городской центр дезинфекции» (129337, 
г. Москва, Ярославское шоссе, д. 9).

4. Bacillus subtilis (штамм 7): подвижная грамположительная 
палочка размером 2—3 х 0,7—0,8 мкм. Температура роста (°С): ми­
нимальная — 5—20, оптимальная — 37 ± 1; максимальная — 45—55. 
Споры размером 0,8 х 1,2 мкм, эллиптической или цилиндричес­
кой формы, расположены центрально. Аэроб. На жвдких питатель­
ных средах образует пленку серовато-белого цвета; на плотной пита­
тельной среде образует R-форму, складчатые колонии телесного 
цвета с изрезанными краями размером 3 х 5 мм, легко снимающие­
ся петлей. Разлагает глюкозу на кислоту, ацетон; газ не образует. 
Окрашиваемость вегетативных клеток по Грамму, спор — по Цилю- 
Нильсону.

Bacillus subtilis (штамм 7) используют для изучения и оценки 
спороцидной активности ДС, СС и их субстанций на основе альде- 
гидактивных ДВ. Тест-микроорганизм Bacillus subtilis (штамм 7)
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хранится в музее культур Федерального государственного учрежде­
ния науки «Научно-исследовательский институт дезинфекголо- 
гии» Роспотребнадзора (117246, г. Москва, Научный проезд, д. 18).

5. Вакцинный штамм В, anthracis СТИ-1 (рХ01+, рХ01"). 
Штамм СТИ-1 — это подвижная грамположительная палочка раз­
мером 3—5 х 1,0—1,2 мкм. Температура роста °С: минималь - 
ная -  15—20, оптимальная — 37 =t 1, максимальная -  40. Споры 
размером 0,8 х 1,2 мкм, эллиптической или цилиндрической фор­
мы, расположены центрально. Анаэроб, на жидких питательных 
средах растет в виде ватных хлопьев, взвешенных комков, не вызы­
вает помутнения; на плотной питательной среде образует R-фор- 
мы, серовато-белые с ворсистым краем («львиная грива»), коло­
нии размером 3—5 мм. Разлагает глюкозу на кислоту, ацетон; газ не 
образует; не разлагает арабинозу, рамнозу, маннозу, галактозу, ра- 
финозу, лактозу, гекулин, маннит, дульцид, сорбит, инозит; не об­
ладает гемолитической, фосфатазной, лицитинозной активнос­
тью; лизируется специфическим сибиреязвенным фагом; дает по­
ложительную реакцию с люминсцирующей адсорбированной си­
биреязвенной сывороткой, чувствителен к воздействию сибиреяз­
венного фага и пенициллина, не вызывает гемолиза эритроцитов 
при посеве на 5 % кровяной агар, не коагулирует яичный желток.

Используют при изучении и оценке спороцидной активности 
ДС и их субстанций в виде сибиреязвенной живой вакцины СТИ-1 
для людей (МТРУ-42 № 10) представляет собой живую споровую 
культуру сибиреязвенных вакцинных штаммов. Используют при 
изучении спороцидной активности ДС и их субстанций.

6. Bacillus anthracis, штамм 81/1 (рХ01+, рХ02+) или 27 (рХ01+, 
рХ02+) — это подвижные грамположительные палочки размером 
3—5 х 1,0—1,2 мкм. Температура роста °С: минимальная — 
15—20, оптимальная — 37 ± 1, максимальная — 40. Споры размером 
0,8 х 1,2 мкм, эллиптической или цилиндрической формы, распо­
ложены центрально. Анаэроб, на жидкой питательной среде растет 
в виде ватных хлопьев, взвешенных комков, не вызывает помутне­
ния; на плотной питательной среде образует R-формы, серова­
то-белые с ворсистым краем («львиная грива»), колонии размером 
3—5 мм. Разлагает глюкозу на кислоту, ацетон; газ не образует; не 
разлагает арабинозу, рамнозу, маннозу, галактозу, рафенозу, лак­
тозу, гекулин, маннит, дульцид, сорбит, инозит; не обладает гемо­
литической, фосфатазной, лицитинозной активностью; лизирует­
ся специфическим сибиреязвенным фагом; дает положительную 
реакцию с люминсцирующей адсорбированной сибиреязвенной 
сывороткой.
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Используют при изучении спороцидной эффективности ДС 
при обеззараживании различных объектов с применением биоло­
гического метода контроля.

Приложение 2 
рекомендуемое

Методика приготовления питательных сред 
для культивирования тест-микроорганизмов, предназначенных 

для изучения и оценки спороцидной активности ДС, СС 
и их субстанций

1. Агар Хоттингера.

Мясной перевар по Хоттингеру (аминный азот
от 140 до 160 мг % )..................................................  1 000 мл
Натрий хлористый.................................................. 5,0 г
А г а р ....................................................................... ..  20,0 г
p H .............................................................................7,3 ±0,1
Мясной перевар по Хоттингеру разводят дистиллированной 

водой до содержания аминного азота от 140 до 160 мг%, добавляют 
хлористый натрий и агар, кипятят на слабом огне при постоянном 
помешивании до полного расплавления агара. Фильтруют и стери­
лизуют при температуре 120 °С в течение 30 мин.

2. Пшеничный агар.
Пшеничная крупа «Артек»
или «Полтавская»........................, ....................  500,0 г
А г а р .......................................................................... 25,0 г
Дистиллированная вода.........................................  1 000 мл
p H .............................................................................7,3 ±0,1

Пшеничную крупу «Артек» (или «Полтавская») заливают дис­
тиллированной водой. Через 18—24 ч настой аккуратно сливают не 
выжимая, доводят до первоначального объема, добавляют агар и 
растапливают на водяной бане или в автоклаве (текучим паром 1 ч). 
Оставляют в теплом месте до осаждения осадка на 12 ч. Остывший 
агар выкладывают на противень и срезают осадок. Агар растапли­
вают на водяной бане, постоянно помешивая. Устанавливают 
pH 7,3 ±0,1. Разливают в бутылки, пробирки, матрацы (в зависи­
мости от решаемых задач и целей). Стерилизуют текучим паром в 
аппарате Коха по 1 ч в течение 3 суток.

3. Картофельно-пептонный агар.
Пептон.......................................................................5,0 г
М ел............................................................................. 1,0 г
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А г а р ......................................................................... 25,0 г
Картофельная вода..................................................  1 000 мл
p H .......................................................  . ............... 7,1 ±0,1

Сырой картофель (из расчета 200 г очищенного картофеля на 
1 л водопроводной воды) тщательно моют, очищают от кожуры и 
глазков, нарезают мелкими ломтиками, заливают водопроводной 
водой и кипятят 30 мин после закипания (молодой картофель упот­
реблять нельзя). Отвар отстаивают и фильтруют в холодном состоя­
нии через ватно-марлевй фильтр. Доводят объем фильтрата до пер­
воначального. Устанавливают pH 7,1 ± 0,1. Добавляют пептон и 
агар. Нагревают, помешивая, до полного расплавления агара, 
фильтруют через ватно-марлевый фильтр, после чего добавляют 
мел. Разливают по флаконам, стерилизуют при 120 °С в течение 30 
мин. После стерилизации среду во флаконах скашивают.

4. Мясопептонный агар.
Методика приготовления изложена в «Справочнике по микро­

биологическим и вирусологическим методам исследования» (под 
ред. М. О. Биргера. М.: Медицина, 1982).

5. Питательный агар для культивирования микроорганизмов 
сухой, НПО «Питательные среды», г. Махачкала СПБ.

Питательный агар для культивирования микроорганизмов го­
товят согласно прописи на этикетке.

6. Бульон Хоттингера.
Мясной перевар по Хоттингеру (аминный
азот 140 до 160) мг%  ......................................  1 000 мл
Натрий хлористый.....................................................5,0 г
Глюкоза...................................................................... 5,0 г
p H ...............................................................................7,3 ±0,1
Мясной перевар по Хоттингеру разводят дистиллированной 

водой до содержания аминного азота от 140 до 160 мг%, добавляют 
хлористый натрий. Кипятят на слабом огне с закрытой крышкой 
10 мин до полного растворения соли. Если есть выкипание, дово­
дят объем до первоначального дистиллированной водой. Устанав­
ливают pH 7,3 ± ОД, кипятят повторно. Фильтруют, прибавляют 
глюкозу. Разливают в стерильную посуду. Стерилизуют при 110 °С 
в течение 30 мин.

7. Мясопептонный бульон.
Методика приготовления изложена в «Справочнике по микро­

биологическим и вирусологическим методам исследования» (под
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ред. М. О. Биргера. М.: Медицина, 1982). Для приготовления буль­
она с глюкозой добавить 0,5 % глюкозы.

8. Питательный бульон для культивирования микроорганиз­
мов сухой, НПО «Питательные среды», г. Махачкала СПА.

Питательный бульон для культивирования микроорганизмов 
готовят согласно прописи на этикетке. Для приготовления бульона 
добавить глюкозу 0,5 %.

9. Цветная питательная среда с индикатором бромкрезоловым 
пурпуровым.

Питательный бульон для культивирования микроорганизмов 
сухой: готовят согласно прописи на эткетке.

Глюкоза................................................................. 5 г
Бромкрезоловый пурпуровый
спиртовый 1 % ..................................................... 2мл
Дистиллированная в о д а ....................................до 1 000 мл
p H .......................................................................... 7,3 ±0,1
В питательный бульон для культивирования микроорганизмов 

сухой, приготовленный согласно прописи на этикетке, добавляют 
5 г глюкозы, перемешивают до полного растворения последней, 
фильтруют через ватно-марлевый фильтр и добавляют 2 мл 1 %-го 
спиртового раствора индикатора бромкрезолового пурпурового.

Устанавливают pH (7,3 ±  0,1) и разливают в стерильную посу­
ду. Стерилизуют при температуре 110 °С в течение 30 мин.

10. Цветная питательная среда с индикатором бромтимоловым 
синим.

Питательный бульон для культивирования микроорганизмов 
сухой: готовят согласно прописи на этикеке.

Глюкоза................................................................. 5 г
Бромтимоловый синий
спиртовой 1 % ..................................................... 2мл
Дистиллированная в о д а ....................................до 1 000 мл
p H ...................................... ................................... 7,3 ± ОД
В питательный бульон для культивирования микроорганизмов 

сухой, приготовленный согласно прописи на этикетке, добавляют 
5 г глюкозы, перемешивают до полного растворения последней, 
фильтруют через ватно-марлевый фильтр и добавляют 2 мл 1 %-го 
спиртового раствора индикатора индикатора бромтимолового си­
него. Устанавливают pH (7,3 ±0,1) и разливают в стерильную 
посуду. Стерилизуют при температуре 110 °С в течение 30 мин.
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П р и л о ж е н и е  3 
с п р а в о ч н о е

Материалы и оборудование,
необходимые для проведения исследований суспензии спор 

тест -микроорганизмов
1. П р и  о п р е д е л е н и и  к о н ц е н т р а ц и и  с п о р  в  с у с п е н з и и :

термостат суховоздушный ТС-80М 
баня водяная

ТУ 64-1-2622-75

пипетки вместимостью 1,0 и 10,0 см3 
2-го класса точности ГОСТ 20292-74
дозаторы пипеточные (фирмы «Bcoheat», 
Финляндия)
пробирки химические ГОСТ 10515-63
чашки Петри ГОСТ 25336-82
спиртовка лабораторная ГОСТ 25336-82
или газовая горелка
спирт этиловый, ректификационный 
технический ГОСТ 18300-72
электроплитка бытовая ГОСТ 14919-83
трубка медицинская резиновая ГОСТ 3399-76
зажимы пружинные для резиновых трубок ТУ 64-1-964-79
спринцовка резиновая ТУ 38.106-141-80
штативы лабораторные химические ТУ 48-0534-8-87
вата медицинская гигроскопическая ГОСТ 5556-81
карандаш по стеклу ТУ 46-22-904-78
секундомер механический ГОСТ 8.423-81
термометры
стерильная питьевая вода

ГОСТ 215-73

питательные среды, приведенные 
в прилож. 2

2. П р и  о п р е д е л е н и и  у с т о й ч и в о с т и  с п о р  к  т е к у ч е м у  п а р у:  
аппарат О йль-Мюллера
термостат суховоздушный ТС-80М ТУ 64-1 -2622—75

324



Р 4.2.2643-10

пипетки вместимостью 1,0 и 10,0 см3 
2-го класса точности ГОСТ 20292-74
пробирки химические ГОСТ 10515-63
чашки Петри ГОСТ 25336-82
спиртовка лабораторная 
батист или отбельная бязь

ГОСТ 25336-82

спирт этиловый, ректификационный 
технический ГОСТ 18300-72
электроплитка бытовая ГОСТ 14919-83
трубка медицинская резиновая ГОСТ 3399-76
зажимы пружинные для резиновых трубок ТУ 64-1-964-79
спринцовка резиновая ТУ 38.106-141-80
штативы лабораторные химические ТУ 48-0534-8-87
вата медицинская гигроскопическая ГОСТ 5556-81
карандаш по стеклу ТУ 46-22-904-78
секундомер механический ГОСТ 8.423-81
термометры ГОСТ 215-73
дистиллированная вода ГОСТ 6709-72
мясо-пептонный бульон МПБ, 
ВФС 42-366 ВС-92

3. П р и  о п р е д е л е н и и  у с т о й ч и в о с т и  с п о р  к  х л о р а м и н у ,  п е р е к и с и  в о  
д о р о д а ,  г л у т а р о в о м у  а л ь д е г и д у :
баня лабораторная
термостат суховоздушный ТС-80М ТУ 64-1-2622-75
пипетки вместимостью 1,0 и 10,0 см3 
2-го класса точности ГОСТ 20292-74
пробирки химические ГОСТ 10515-63
стаканы химические 50—100 мл ГОСТ 10515-63
чашки Петри ГОСТ 25336-82
спиртовка лабораторная 
батист или отбельная бязь

ГОСТ 25336-82

спирт этиловый, ректификационный 
технический ГОСТ 18300-72
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электроплитка бытовая
трубка медицинская резиновая
зажимы пружинные для резиновых трубок
спринцовка резиновая
штативы лабораторные химические
вата медицинская гигроскопическая
карандаш по стеклу
секундомер механический
термометры
дистиллированная вода
мясо-пептонный бульон МПБ,
ВФС 42-366 ВС-92
хлорамин или перекись водорода 
тиосульфат натрия

ГОСТ 14919—83 
ГОСТ 3399-76 
ТУ 64-1-964-79 
ТУ 38.106-141-80 
ТУ 48-0534-8-87 
ГОСТ 5556-81 
ТУ 46-22-904-78 
ГОСТ 8.423-81 
ГОСТ 215-73 
ГОСТ 6709-72

5.9* Методы исследований и критерии оценки эффективности 
средств для предстерилизационной очистки ИМН

5. A L Общие положения
Требования к средствам предстерилизационной очистки
Химические средства, рекомендуемые для предстерилизаци­

онной очистки изделий медицинского назначения, должны отве­
чать следующим требованиям [23, 66]:

-  обладать высокой моющей способностью, т. е. за короткое 
время при температуре не выше 50 °С обеспечивать удаление орга­
нических (белковых, в т. ч. кровяных, жировых и др.) и неоргани­
ческих загрязнений, включая остатки лекарственных препаратов;

-  не оказывать фиксирующего действия на загрязнения при 
контакте с ними; средства для совмещения предстерилизационной 
очистки и дезинфекции изделий не должны приводить к фиксиру­
ющему эффекту в рекомендуемых для такой обработки режимах;

-  хорошо растворяться в воде;
-  не приводить к обильному пенообразованию;
-  не приводить к повреждению обрабатываемых изделий;
-  иметь срок годности не менее 1 года; средства, относящиеся 

к электрохимически активированным растворам (анолиты, като- 
литы), вырабатываемым установками, должны иметь срок годнос­
ти не менее 3 суток.
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Правила изучения средств предстерилизационной очистки
При изучении эффективности химических средств для пред­

стерилизационной очистки изделий медицинского назначения не­
обходимо иметь характеристику средства с указанием физико-хи­
мических свойств и условий хранения.

К исследованиям приступают только после получения резуль­
татов химико-аналитических исследований, подтвердивших соот­
ветствие образца средства данным, приведенным в технических 
условиях или спецификации.

Средства, предназначенные для предстерилизационной очист­
ки изделий медицинского назначения, а также действующие ве­
щества для производства этих средств до начала исследований мо­
ющих свойств подлежат проверке на фиксирующее действие в сле­
дующих случаях:

-  если в состав средства входят спиртовые и/или альдегидные 
компоненты, и/юхи амины, надкислоты или их производные;

-  если на исследования представлено новое действующее ве­
щество или в состав средства входит новый компоненты, относи - 
тельно которогоых нет данных о фиксирующем действии.

Исследования порошкообразных средств, их рабочих раство­
ров проводят только в случае их полного растворения в питьевой 
воде (если разработчиком специально не оговорена возможность 
присутствия остатков нерастворенных компонентов, которые не 
должны/не могут оказывать отрицательных воздействий на 
моющие свойства средства).

Для оценки эффективности действующих веществ (субстан­
ций), предназначенных для производства средств предстерилиза­
ционной очистки, а также самих средств предстерилизационной 
очистки в лабораторных условиях, в качестве тест-загрязнения 
применяют донорскую кровь [66, 68].

5.9.2. Исследование эффективности действующих веществ 
субстанций, предназначенных для производства средств 

предстерилизационной очистки ИМИ
Исследование фиксирующих свойств действующих веществ
Для определения фиксирующего действия используют 

тест-изделия из следующих материалов [66, 68]:
* металлов (скальпель хирургический остроконечный или 

брюшистый, стоматологический диск алмазный);
• резин из натурального и синтетического каучука (фрагмен­

ты дренажных трубок длиной 10 мм);
♦ стекла предметное стекло или крышка чашки Петри.
В день постановки эксперимента на поверхность каждого 

тест-изделия (обязательно на поверхность канала фрагмента дре-
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нажной трубки) с помощью глазной или стеклянной (объем 
1—2 мл) пипетки наносят по две капли (диаметр не менее 3 мм) 
консервированной донорской крови и подсушивают до полного 
высыхания в течение 45—90 мин (в зависимости от влажности 
воздуха в помещении).

Готовят рабочие растворы действующего вещества с различ­
ными, подлежащими изучению концентрациями.

Эксперименты проводят при температуре воздуха в помеще­
нии и температуре растворов средства (действующего вещества) 
(20 ± 2) °С.

- Тест-изделия, загрязненные кровью, после подсушивания по­
гружают (избегая соприкосновения с краями емкости) в приготов­
ленный рабочий раствор на различное время (максимальное время 
воздействия раствора не должно превышать 20 мин).

По истечении времени выдержки каждое тест-изделие ополас­
кивают под струей проточной (120 л/час*) питьевой воды в течение 
30 с, не допуская прямого попадания струи воды на места, первона­
чально загрязненные кровью.

При работе с действующими веществами, предназначенными 
одновременно для производства средств дезинфекции изделий ме­
дицинского назначения, для оценки фиксирующих свойств ис­
пользуют рабочие растворы тех концентраций и при том времени 
воздействия, которые оказались эффективными при оценке анти­
микробных свойств. Все манипуляции проводят аналогично ука­
занному выше.

О наличии фиксирующих свойств у действующих веществ су­
дят, визуально оценивая наличие остатков крови на поверхности 
тест-изделия в местах нанесения крови после его выдержки в рабо­
чем растворе средства и ополаскивания под проточной питьевой 
водой.

Критерии фиксирующего действия
Группа А. Отсутствие визуально наблюдаемого ореола на по­

верхности тест-изделия в местах первоначального нанесения ка­
пель крови свидетельствует о том, что раствор не оказывает фикси­
рующего действия условное обозначение «—».

Группа В. Наличие визуально наблюдаемого ореола на повер­
хности тест-изделия в местах первоначального нанесения капель 
крови свидетельствует о том, что раствор оказывает слабое фикси­
рующее действие условное обозначение «+».

* Объем воды измеряют с помощью мерного сосуда и секундомера. С помощ ью  
водопроводного крана регулируют поток воды таким образом, чтобы за 30 с в 
мерный сосуд поступал 1 л воды.
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Группа Г. Наличие визуально наблюдаемых следов крови на 
поверхности тест-изделия в местах первоначального нанесения ка ­
пель крови свидетельствует о том, что раствор оказывает умеренное 
фиксирующее действие условное обозначение «++».

Группа Д. Наличие визуально наблюдаемых явно выраженных 
остатков крови на поверхности тест-изделия в местах первоначаль­
ного нанесения капель крови свидетельствует о том, что раствор 
оказывает сильное фиксирующее действие (условное обозначение 
«+++»).

Исходя из критериев по фиксирующему действию дезинфици­
рующие средства целесообразно использовать для предстерилиза- 
ционной очистки, в т. ч. совмещенной с дезинфекцией, изделий 
медицинского назначения (с подсушенными загрязнениями), если 
они относятся к  группе А.

Если дезинфицирующие средства относятся к  группе В, то их 
можно использовать для предстерилизационной очистки, в т. ч. со­
вмещенной с дезинфекцией, изделий медицинского назначения 
не допуская подсушивания загрязнений.

Если дезинфицирующие средства относятся к  группе Г, то их 
можно использовать для предстерилизационной очистки, в т. ч. со­
вмещенной с дезинфекцией, изделий медицинского назначения 
(не допуская подсушивания загрязнений) с предварительным уда­
лением видимых загрязнений с поверхностей и из каналов изде­
лий.

Дезинфицирующие средства, относящиеся к  группе Д не целе­
сообразно использовать для предстерилизационной очистки, в т. ч. 
совмещенной с дезинфекцией, изделий медицинского назначения.

Определение эффективности действующих веществ
Для определения эффективности (моющих свойств) действу­

ющих веществ используют тест-изделия (в количестве не менее 10, 
относящихся к  конкретной группе*) из различных материалов: ме­
таллов (хирургические инструменты — пинцеты, скальпели, нож­
ницы, зажимы; стоматологические инструменты — боры твердос­
плавные и алмазные, зеркала цельнометаллические и с амальга­
мой, щипцы, гладилки), стекла, пластмасс, резин на основе нату­
рального и силиконового каучука (фрагменты трубок длиной 10 мм 
и внутренним диаметром 2—7 мм). При необходимости определе­
ния эффективности средств для предстерилизационной очистки

* К он к р етн ы е группы  о д н о р о д н ы х  и здел и й : и зд ел и я , и м ею щ и е зам ковы е части; 
и здел и я , и м ею щ и е  каналы ; и зд ел и я , н е  и м ею щ и е  зам ковы х частей  и л и  каналов  
(к р ом е стом атол оги ч еск и х  и н стр ум ен тов , и м ею щ и х  алм азны е р абоч и е  части); 
вр ащ аю щ и еся  стом атол оги ч еск и е и н стр ум ен ты , и м ею щ и е алм азн ы е р абоч и е  
части.

329



Р4.2.2643—10

изделий медицинского назначения иной конструкции (эндоско­
пы, инструменты к ним и др.) используют изделия, относящие к 
конкретной группе (эндоскопы и инструменты к ним в количестве 
не менее 3) [23, 66,68].

Новые тест-изделия предварительно очищают от масел, механи­
ческих загрязнений, моют и стерилизуют паровым методом. Тест-из­
делия из металлов и стекла могут быть простерилизованы воздушным 
методом.

В качестве тест-загрязнения применяют донорскую кровь. 
Эксперименты проводят при температуре воздуха в помещении 
(20 ± 2) °С.

В день постановки эксперимента тест-изделия загрязняют до­
норской кровью с помощью глазной или стеклянной (объем 1—2 мл) 
пипетки:

-  на поверхность рабочей части тест-изделия из металлов на­
носят одну каплю и в замковую часть две капли крови (диаметр 
каждой капли не менее 3 мм), и делают несколько рабочих движе­
ний для проникновения крови в труднодоступные участки замко­
вой части инструмента;

-  во внутреннюю часть тест-изделий из резин, пластмасс и 
стекла наносят две капли крови, которые должны быть распределе­
ны по всей внутренней поверхности тест-изделия.

Загрязненные тест-изделия подсушивают до полного высыха­
ния в течение 45—90 мин (в зависимости от температуры и влаж­
ности воздуха в помещении).

Готовят рабочие растворы действующего вещества с различ­
ными, подлежащими изучению концентрациями. Температура ра­
бочего раствора должна быть в пределах 18—22 °С.

Тест-изделия, загрязненные кровью, погружают в приготов­
ленный рабочий раствор на различное время (максимальное время 
воздействия раствора не должно превышать 20 мин), каждый раз по 
окончании которого осуществляют механическую очистку с по­
мощью различных приспособлений (щетки, ерши, марлевые сал­
фетки, ватные тампоны, шприцы — в зависимости от конструкци­
онных особенностей изделий) в той же порции раствора, в которой 
проводили замачивание, а затем ополаскивают под проточной 
питьевой водой в течение 1 мин.

При работе с действующими веществами, предназначенными 
одновременно для производства средств дезинфекции изделий ме­
дицинского назначения, для оценки моющих свойств используют 
рабочие растворы тех концентраций и при том времени воздей­
ствия, которые оказались эффективными при оценке антимикроб­
ных свойств. Все манипуляции проводят аналогично указанному
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выше, за исключением этапа промывания под проточной питьевой 
водой.

При определении эффективности действующих веществ, пред­
назначенных для производства средств предстерилизационной 
очистки, помимо изучения зависимости моющего действия от кон­
центрации действующего вещества и времени воздействия раствора, 
при необходимости исследуют зависимость эффективности от тем­
пературы и pH раствора.

Оценку моющих свойств действующего вещества проводят ви­
зуально, оценивая наличие или отсутствие остатков крови на по­
верхности тест-изделия в местах нанесения крови после его выдер­
жки в рабочем растворе и ополаскивания под проточной питьевой 
водой, исходя из критериев фиксирующего действия.

Если действующее вещество субстанция относится к группе 
А-Г, то его можно использовать в производстве средств предстери­
лизационной очистки.

Если действующее вещество субстанция относится к группе 
Д, то это свидетельствует о том, что действующее вещество не обла­
дает достаточными моющими свойствами для использования в 
производстве средств предстерилизационной очистки.

5.9.3. Исследование эффективности 
средств для предстерилизационной очистки ИМИ

5.9.3.1. Определение эффективности средств в лабораторных условиях
Исследование фиксирующих свойств средств для предстери­

лизационной очистки изделий медицинского назначения прово­
дят аналогично исследованию фиксирующих свойств действую­
щих веществ (п. 5.9.2). При необходимости испытывают растворы с 
начальной повышенной (но не выше плюс 50 °С) температурой; 
конкретную температуру подбирают применительно к конкретно­
му средству.

Определение эффективности средств для предстерилизацион­
ной очистки ручным способом.

Для определения эффективности (моющих свойств) средств 
для предстерилизационной очистки используют тест-изделия ана­
логичные указанным в п. 5.9.2.

В качестве тест-загрязнения применяют донорскую кровь. 
Эксперименты проводят при температуре воздуха в помещении 
(20 ± 2) °С.

В день постановки эксперимента тест-изделия загрязняют до­
норской кровью аналогично указанному в п. 5.9.2.

Готовые к применению средства (не требующие разбавления), 
используют в экспериментах в исходном ввде. Из средств в виде 
порошка или жидкого концентрата готовят рабочие растворы с раз-
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личными, подлежащими изучению концентрациями действующе­
го вещества (действующих веществ). Температура готового сре­
дства или рабочего раствора средства должна быть в пределах 
18—22 °С. При необходимости испытывают растворы с начальной 
повышенной (но не выше плюс 50 °С) температурой; конкретную 
температуру подбирают применительно к конкретному средству.

Тест-изделия, загрязненные кровью, промывают под проточ­
ной питьевой водой в течение 30 с и погружают (избегая соприкос­
новения с краями емкости) в приготовленный рабочий раствор 
растворы на различное время (максимальное время воздействия 
раствора не должно превышать 30 мин), каждый раз по окончании 
которого осуществляют механическую очистку с помощью различ­
ных приспособлений (щетки, ерши, марлевые салфетки, ватные 
тампоны, шприцы — в зависимости от конструкционных особен­
ностей тест-изделий) в той же порции раствора, в которой прово­
дили замачивание.

При работе со средствами, предназначенными одновременно 
для дезинфекции изделий медицинского назначения, для оценки 
моющих свойств используют рабочие растворы тех концентраций 
и при том времени воздействия, которые оказались эффективными 
при оценке антимикробных свойств. Все манипуляции проводят 
аналогично указанному в п. 5.9.2, за исключением этапа промыва­
ния под проточной питьевой водой.

При определении эффективности средств, предназначенных 
для предстерилизационной очистки, помимо изучения зависимос­
ти моющего действия от концентрации действующего вещества и 
времени воздействия раствора, при необходимости исследуют за­
висимость эффективности от температуры.

Оценку моющих свойств средства проводят путем постановки 
азопирамовой пробы, оценивая наличие или отсутствие крови на 
тест-изделиях (после их выдержки и механической очистки в рабо­
чем растворе и ополаскивания под проточной питьевой водой).

Методика постановки азопирамовой пробы. Определение скры­
той крови с помощью комплекта реактива № 1 (амидопирин в по­
рошке, медицинский) и реактива № 2 (солянокислый анилин, 
ЧДА) «Азопирам».

Приготовление спиртового раствора реактива «Азопирам»
10 г реактива № 1 и ОД 5 г реактива № 2 смешивают в сухой мер­

ной колбе (150 мл), добавляют 50 мл 95 % этилового спирта (ГОСТ 
18300—87), тщательно перемешивают до полного растворения и 
доводят объем 95 % этиловым спиртом до 100 мл.

Примечание. Спиртовой раствор «Азопирам» следует хранить в закрытой 
стеклянной колбе с притертой пробкой в холодильнике при температуре 4—8 “С не
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более 2 м есяцев или в тем ном  м есте п ри ком натной температуре (не выше 25 °С) н е  
более 1 месяца. Н ебольш ое пож елтение спиртового раствора «Азопирам» в п роцессе  
хранения не сниж ает его рабочих качеств.

Приготовление рабочего раствора реактива «Азопирам»
Непосредственно перед проверкой качества предстерилизаци- 

онной очистки изделий готовят рабочий раствор, смешивая равные 
объемные количества раствора реактива «Азопирам» и 3 %-го рас­
твора перекиси водорода.

Пригодность рабочего раствора реактива «Азопирам» прове­
ряется в случае необходимости: 2—3 капли этого раствора наносят 
на кровяное пятно. Если не позже чем через 1 мин появляется фио­
летовое окрашивание, переходящее затем в сиреневый цвет, реак­
тив пригоден к употреблению, если окрашивание в течение 1 мин 
не появляется, реактивом пользоваться нельзя.

Исследование качества 
предстерилизационной очистки изделий

Рабочим раствором реактива «Азопирам» обрабатывают ис­
следуемые изделия: протирают тампонами, смоченными рабочим 
раствором или наносят несколько капель рабочего раствора на ра­
бочие части исследуемых изделий с помощью пипетки.

Внимание! У изделий, имеющих замковые части, обрабатывают 
помимо рабочих частей и замковые части..

В шприцы наливают 3—4 капли рабочего раствора реактива и 
несколько раз продвигают поршнем для того, чтобы смочить рабо­
чим раствором внутреннюю поверхность шприца, особенно места 
соединения стекла с металлом, где чаще всего остается кровь, рабо­
чий раствор в шприце оставляют на 0,5—1,0 мин, после чего его 
вытесняют на марлевую салфетку.

При проверке качества очистки игл рабочий раствор набирают 
в чистый, не имеющий следов коррозии шприц, и, последователь­
но меняя иглы, пропускают рабочий раствор через них, выдавливая 
3—4 капли на марлевую салфетку.

Качество очистки катетеров или других полых изделий оцени­
вают путем введения рабочего раствора внутрь изделий с помощью 
чистого шприца или пипетки. Рабочий раствор оставляют внутри 
изделия в течение 0,5—1,0 мин, после чего его сливают на марле­
вую салфетку. Количество рабочего раствора, вносимого внутрь 
изделия, зависит от величины изделия.

Контролю подвергают 1 % от одновременно обработанных из­
делий одного наименования, но не менее 3—5 ед.
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Индикация загрязнений
В присутствии следов крови немедленно или не позднее чем че­

рез 1 мин после контакта реактива с загрязненным участком, появ­
ляется окрашивание, вначале фиолетовое, затем быстро, в течение 
нескольких секунд, переходящее в розово-сиреневое или буроватое.

Окрашивание, наступившее позже чем через 1 мин после обра­
ботки исследуемых изделий, не учитывается.

Рабочий раствор реактива «Азопирам» выявляет наличие ге­
моглобина, пероксидаз растительного происхождения (раститель­
ных остатков), окислителей (хлорамина, хлорной извести, сти­
рального порошка с отбеливателем, хромовой смеси для обработки 
посуды и др.), а также ржавчины (окислов и солей железа) и кислот.

Буроватое окрашивание наблюдается при наличии на исследуе­
мых предметах ржавчины и хлорсодержащих окислителей. В 
остальных случаях окрашивание розово-сиреневое.

Особенности реакции
Исследуемые изделия должны иметь комнатную температу­

ру (желательно не выше 25°С). Нельзя подвергать проверке горя­
чие изделия, а также держать рабочий раствор на ярком свету или 
при повышенной температуре (вблизи нагревательных приборов 
ит. п.).

Рабочий раствор реактива «Азопирам» должен быть использо­
ван в течение 1—2 ч. При более длительном стоянии может поя­
виться спонтанное розовое окрашивание. При температуре выше 
25 °С рабочий раствор реактива розовеет быстрее, поэтому его ре­
комендуют использовать в течение 30—40 мин.

После проверки, независимо от ее результатов, следует уда­
лить остатки рабочего раствора реактива «Азопирам» с исследован­
ных изделий, обмыв их водой или протерев тампоном, смоченным 
водой или спиртом.

При получении «положительной азопирамовой пробы» (нали­
чие скрытой крови на изделиях) следует повторить предстерилиза- 
ционную очистку этих изделий.

Меры предосторожности
Реактив № 1 и реактив № 2 и его растворы должны храниться в 

плотно закрывающихся емкостях отдельно от пищевых продуктов, 
лекарственных препаратов, дезинфицирующих средств, крепких 
кислот и щелочей.

Приготовление спиртового и рабочего растворов реактива 
«Азопирам» проводится на лабораторном столе в хорошо вентили­
руемом помещении, желательно в вытяжном шкафу, следует избе-
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гать пыления реактивов. При приготовлении 3 % перекиси водоро­
да из пергидроля следует пользоваться резиновыми перчатками.

При попадании на кожу реактивов № 1 и № 2, спиртового и 
рабочего растворов реактива «Азопирам», 3 %-го раствора переки­
си водорода или пергидроля, их следует удалить чистой ватой или 
марлей ветошью и место контакта обмыть водой. При попадании 
реактивов на слизистые место контакта следует обильно промыть 
большим количеством холодной воды.

Рассыпанные или пролитые реактивы удаляют, а место, где 
они находились, промывают или протирают тампонами, смочен­
ными водой или спиртом.

Спиртовый и рабочий растворы реактива «Азопирам» отно­
сятся к горючим растворам, т. к. в их состав входит спирт. Поэтому 
нельзя допускать контакта с открытым огнем и раскаленными по­
верхностями нагревательных приборов.

При приготовлении и использовании реактива «Азопирам» 
следует руководствоваться правилами техники безопасности, из­
ложенными в руководствах по охране труда работников здравоох­
ранения.

Регистрация результатов проверки качества 
предстерилизационной очистки

Регистрация результатов проверки качества предстерилизаци­
онной очистки изделий медицинского назначения проводится в 
журнале формы № 366/у.

К од формы по ОКУД  
К од учреждения по ОКПО

М инистерство  
здравоохранения РФ

М едицинская документация. 
Ф орма №  366/у

Н аименование
учреждения

Утверждена М инздравом СССР  
04.10.1980, №  1030

Ж у р н а л
у ч е т а  к а ч е с т в а  п р е д с т е р и л и з а ц и о н н о й  о б р а б о т к и

Начат «___ » ___________ 201 г . Окончен «___ » ____________ 201____ г.

Д
ат

а 
j

С по­
соб
обра­
ботки

П рим е­
няемое
средство

Результ:
КОНТ]

аты выборочного химического  
золя обработанных изделий Фамилия 

лица, про­
изводив- 
ш его кон- 
троль

наиме­
нование
изделий

коли-
чество
штук

из них
загрязненных

кровью м ою щ ими
средствами
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Определение эффективности средств для предстерилизационной 
очистки механизированным способом

Экспериментальные исследования по оценке эффективности 
средств для предстерилизационной очистки механизированным 
способом проводят в ультразвуковых установках, зарегистриро­
ванных в Российской Федерации и разрешенных к применению в 
лечебно-профилактических учреждениях для очистки изделий ме­
дицинского назначения из металлов [66, 68].

Для определения эффективности средств для предстерилиза­
ционной очистки (моющих свойств) используют тест-изделия, 
имеющие замковые части, из металлов (ножницы хирургические, 
зажимы кровоостанавливающие, корнцанги, стоматологические 
щипцы).

В качестве тест-загрязнения применяют донорскую кровь. 
Эксперименты проводят при температуре воздуха в помещении 
(20 ± 2) *С.

В день постановки эксперимента тест-изделия загрязняют до­
норской кровью с помощью глазной или стеклянной (объем 
1—2 мл) пипетки: на поверхность рабочей части тест-изделия на­
носят одну каплю и в замковую часть две капли крови (диаметр 
каждой капли не менее 3 мм), и делают несколько рабочих движе­
ний для проникновения крови в труднодоступные участки замко­
вой части инструмента.

Загрязненные тест-изделия подсушивают до полного высыха­
ния в течение 45—90 мин (в зависимости от температуры и влаж­
ности воздуха в помещении).

Тест-изделия, загрязненные кровью, ополаскивают под про­
точной питьевой водой в течение 30 с (при изучении средства, 
предназначенного для совмещения процесса очистки и дезинфек­
ции, ополаскивание тест-изделий не проводят) и размещают их в 
загрузочной корзине ультразвуковой установки, раскладывая их 
раскрытыми, обеспечивая свободный доступ рабочего раствора 
средства. Тест-изделия размещают не более чем в 3 слоя, при этом 
каждый последующий слой располагают со сдвигом по отношению 
к тест-изделиям предыдущего слоя.

Загрузочную корзину с тест-изделиями погружают в рабочую 
ванну ультразвуковой установки с приготовленным рабочим рас­
твором изучаемого средства и подвергают ультразвуковому воздей­
ствию различное время (максимальное время ультразвукового воз­
действия не должно превышать 15 мин; для стоматологических 
щипцов- 2 0  мин).

По окончании ультразвуковой обработки извлекают загрузоч­
ную корзину, вынимают тест-изделия и помещают их в пластмас-
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совую емкость для ополаскивания проточной питьевой водой 
1 мин.

Качество очистки изделий от кровяных загрязнений после об­
работки раствором средства механизированным способом оцени­
вают с помощью азопирамовой пробы в соответствии с методикой, 
изложенной в п. 5.9.3.1.

5.9.3.2. Определение эффективности средств в практических условиях

Определение эффективности средств для предстерилизационной 
очистки ручным способом

Эффективность средства в практических условиях оценивают в 
соответствии с программой и методикой проведения медицинских 
испытаний конкретного моющего или моюще-дезинфицирующего 
средства в ЛПУ по режимам, указанным в данной программе [68].

Целью медицинских испытаний является оценка режимов, раз­
работанных при проведении исследований эффективности средства 
для цели предстерилизационной очистки, в т. ч. совмещенной с про­
цессом дезинфекции, изделий медицинского назначения.

Определение эффективности средства в практических услови­
ях проводит персонал, осуществляющий в ЛПУ подготовку изде­
лий медицинского назначения к стерилизации.

Медицинские испытания проводят не менее чем в течение 
1 месяца при ежедневном использовании средства для обработки 
изделий.

Для определения эффективности средств для предстерилизаци­
онной очистки (моющих свойств) ручным способом используют из­
делия, которые должны быть подвергнуты стерилизации перед их 
использованием у пациентов, из различных материалов (металлы, 
резины на основе натурального и синтетического каучука, пласт­
массы, стекла).

Готовые к применению средства (не требующие разбавления) 
используют в экспериментах в исходном виде. Из средств в виде 
порошка или жидкого концентрата готовят рабочие растворы с раз­
личными, подлежащими изучению концентрациями действующе­
го вещества (действующих веществ). Эксперименты проводят при 
температуре рабочих растворов, указанной в программе.

Изделия, подлежащие очистке, промывают под проточной 
питьевой водой в течение 30 с и погружают замачивают на раз - 
личное время (указано в программе испытаний) в средство (рабо­
чий раствор) каждый раз по окончании которого осуществляют ме­
ханическую очистку с помощью различных приспособлений (щет­
ки, ерши, марлевые салфетки, ватные тампоны, шприцы — в зави­
симости от конструкционных особенностей тест-изделий) в той же
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порции средства (рабочего раствора), в которой проводили замачи­
вание. После окончания механической очистки изделия ополаски­
вают проточной питьевой водой (время указано в программе) и 
дистиллированной водой.

При работе со средствами, предназначенными одновременно 
для дезинфекции изделий медицинского назначения, для оценки 
моющих свойств используют рабочие растворы тех концентраций и 
при том времени воздействия, которые оказались эффективными 
при оценке антимикробных свойств. Все манипуляции проводят 
аналогично указанному в п. 5.9.2 за исключением этапа промывания 
под проточной питьевой водой.

Оценку эффективности средства (моющих свойств) проводят 
путем постановки азопирамовой пробы оценивая наличие или от­
сутствие крови на изделиях, подвергнутых очистке, в соответствии 
с методикой, изложенной в п. 5.9.3.1.

Результаты медицинских испытаний оформляют в форме про­
токола.

В протоколе должны быть отражены:
• наименование лечебно-профилактического учреждения;
• наименование отделений, где испытывалось средство;
• дата начала и окончания испытаний;
• порядок проведения испытаний;
• характеристика испытывавшегося средства;
• использованные режимы очистки (совмещенной и/или не 

совмещенной с процессом дезинфекции);
• перечень изделий, подвергнутых обработке;
• результаты, полученные в ходе испытаний, их анализ;
• замечания и предложения (при их наличии) по использова­

нию средства в ЛПУ;
• вывод о возможности применения средства для обработки 

различных изделий медицинского назначения в ЛПУ.

Определение эффективности средств 
для предстерилизационной очистки механизированным способом

Эффективность средства в практических условиях оценивают в 
соответствии с программой и методикой проведения медицинских 
испытаний конкретного моющего или моюще-дезинфицирующего 
средства в ЛПУ по режимам, указанным в данной программе [68].

Целью медицинских испытаний является оценка режимов, раз­
работанных при проведении исследований эффективности средства 
для цели предстерилизационной очистки, в т. ч. совмещенной с про­
цессом дезинфекции, изделий медицинского назначения.
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Определение эффективности средства в практических услови­
ях проводит персонал, осуществляющий в ЛПУ подготовку изде­
лий медицинского назначения к стерилизации.

Медицинские испытания проводят не менее чем в течение 
1 месяца при ежедневном использовании средства для обработки 
изделий.

Экспериментальные исследования по оценке эффективности 
средств для предстерилизационной очистки механизированным 
способом проводят в ультразвуковых установках, зарегистрирован­
ных в Российской Федерации и разрешенных к применению в ле­
чебно-профилактических учреждениях для очистки изделий меди­
цинского назначения из металлов.

Для определения эффективности средств (моющих свойств) 
для предстерилизационной очистки механизированным способом 
используют изделия из металлов, которые должны быть подвергну­
ты стерилизации перед их использованием у пациентов.

Готовые к применению средства (не требующие разбавления), 
используют в экспериментах в исходном виде. Из средств в виде 
порошка или жидкого концентрата готовят рабочие растворы с раз­
личными, подлежащими изучению концентрациями действующе­
го вещества (действующих веществ). Эксперименты проводят при 
температуре рабочих растворов, указанной в программе.

Изделия, подлежащие очистке, промывают под проточной 
питьевой водой в течение 30 с (при испытании средства, предназ­
наченного для совмещения процесса очистки и дезинфекции, опо­
ласкивание изделий не проводят) и размещают их в загрузочной 
корзине ультразвуковой установки, раскладывая их раскрытыми, 
обеспечивая свободный доступ рабочего раствора средства. Изде­
лия размещают не более чем в 2—3 слоя (определяется программой 
испытаний), при этом каждый последующий слой располагают со 
сдвигом по отношению к изделиям предыдущего слоя.

Загрузочную корзину с изделиями погружают в рабочую ванну 
ультразвуковой установки с приготовленным рабочим раствором 
изучаемого средства и подвергают ультразвуковому воздействию 
различное время указано в программе испытаний.

По окончании ультразвуковой обработки извлекают загрузоч­
ную корзину, вынимают изделия и помещают их в пластмассовую 
емкость для ополаскивания проточной питьевой водой (определя­
ется программой испытаний).

Оценку эффективности средства (моющих свойств) проводят 
путем постановки азопирамовой пробы, оценивая наличие или 
отсутствие крови на изделиях, подвергнутых очистке механизиро­
ванным способом, в соответствии с методикой, изложенной в 
п. 5.9.3.1.
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Результаты медицинских испытаний оформляют в форме 
протокола.

В протоколе должны быть отражены:
• наименование лечебно-профилактического учреждения;
• наименование отделений, где испытывалось средство;
• дата начала и окончания испытаний; ‘
• порядок проведения испытаний;
• характеристика использованных ультразвуковых установок;
• характеристика испытанного средства;
• использованные режимы очистки (совмещенной и /или  не 

совмещенной с процессом дезинфекции);
• перечень изделий, подвергнутых обработке;
• результаты, полученные в ходе испытаний, их анализ;
• замечания и предложения (при их наличии) по использова­

нию средства в ЛПУ;
• вывод о возможности применения средства для обработки в 

ЛПУ изделий из металлов механизированным способом.

6. Энтомологические методы исследований и критерии 
оценки эффективности дезинсекционных средств

6,1. Общие положения. Организация экспериментов

6.1.1. Общие положения
При разработке и изучении средств медицинской дезинсекции 

необходимо учитывать то, что членистоногие, имеющие эпидеми­
ологическое и санитарно-гигиеническое значение, являются пред­
ставителями двух классов (насекомых и клещей), относятся к  раз­
ным отрядам и семействам, обитающим в разных в различных эко­
системах.

Более того, насекомые делятся на две большие группы: с не­
полным превращениям и полным превращением. У насекомых с 
неполным превращением личинки и нимфы внешне похожи на 
имагинальную стадию, отсутствует стадия куколки и они обитают в 
тех же условиях, что и взрослые. У насекомых с полным превраще­
нием кроме стадии яйца и личинки имеется стадия куколки и ли ­
чинки совершенно не похожи на взрослое насекомое, обитают и 
развиваются в иной среде. Типичным примером насекомого с пол­
ным типом превращения являются комары, у которых личинки 
развиваются в водной среде, комары-имаго на суше. Кроме того, 
насекомым и клещам присуща как видовая чувствительность к  раз­
личным химическим веществам и физическим факторам, так и
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разная чувствительность стадий развития. Разные виды насекомых 
и клещей по-разному реагируют на химические стимулы, отпуги­
вающие или привлекающие их.

В связи со сказанным выше разнообразны как вещества (фи­
зические, биологические факторы) убивающие членистоногих или 
воздействующие на процессы их роста и развития, отпугивающие 
или привлекающие их, так и препаративные формы, которые наи­
более приемлемы для применения в различных биотопах с целью 
подавления представителей типа Членистоногих, и разнообразны 
методы изучения действующих веществ субстанций и препара - 
тивных форм на их основе препараты, средства [72].

Ниже излагаются методы, применяемые для выявления и изу­
чения инсектицидных, акарицидных, репеллентных и рострегули- 
рующих свойств химических веществ, физических и биологичес­
ких агентов и средств на их основе.

6.1,2. Организация экспериментов
В зависимости от необходимости установления инсектицид­

ных, акарицидных или других типов действий у веществ, которые не 
имеют такой характеристики, проводят исследования на ограничен­
ном количестве лабораторных культур насекомых и клещей в вы­
бранной в зависимости от класса химических веществ концентра­
ции или дозе.

При выявлении той или иной активности проводят углублен­
ные исследования, увеличивая количество биообъектов, используя 
серии концентраций или доз.

При оценке активности описанных веществ её выявляют в экс­
периментах параллельно с эталонным образцом такого же вещества, 
биообъекты и методы испытаний выбирают в зависимости от целе­
вой активности.

Оценку активности препаративных форм средств проводят 
на лабораторных культурах членистоногих, а также на природных 
популяциях членистоногих в лабораторных или натурных экспери­
ментах в различных режимах применения.

6.1.2.1.Тест-членистоногие, используемые в экспериментах

Членистоногие, используемые в экспериментах, могут разво­
дится в лабораторных условиях или отлавливаться в природе. Кроме 
того, могут быть использованы модельные объекты, которые легко 
культивировать в лаборатории, но данные, полученные на этих объ­
ектах могут быть перенесены на другие целевые виды [67]. Такое пе­
ренесение возможно только после проведения многократных экспе­
риментов и получения достоверно сходных данных.
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В лабораторных условиях культивируют:
Класс насекомые Insecta:
-  отряд таракановых: рыжие тараканы Blattella germanica L,, 

американские тараканы Periplaneta americana L. (международные 
тест-объекты) и черные тараканы Blatta orientalis L. В эксперимен­
тах используют самок до выдвижения оотеки, самцов 3—21-днев­
ного возрастов и личинок разных возрастов. При изучении кишеч­
ного действия инсектицидов в опытах используют голодных тара­
канов, которым за 12 ч до опыта дают только воду, но не дают 
пищи;

-  отряд полужесткокрылых: постельный клоп Cimex
lectularius L. В экспериментах используют самцов и самок 5-днев­
ного возраста, накормленных за 3 ч до опыта на морских свинках, 
кроликах или белых мышах, яйца 3—5-дневные;

-  отряд вшей: платяные вши Pediculus humanus corporis De Geer. 
В эксперименте используют имаго (самки, самцы 15-дневного воз­
раста, накормленные не ранее чем за 1 ч до опыта), личинок 3-го 
возраста, яйца любых возрастов в зависимости от целей экспери­
мента. Платяные вши легче культивируются в лабораторных усло­
виях, они более устойчивы к инсектицидам, чем головные и лобко­
вые, поэтому данные, получаемые на этом объекте, можно перено­
сить на два других вида вшей;

-  отряд перепончатокрылых: рыжий домовый муравей
Monomorium pharaonis L. В эксперименте используют рабочих осо­
бей и самок;

-  отряд блох; крысиная блоха Xenopsylla cheopis Roth. В экспе­
риментах используют самцов и самок 5-дневного возраста, накор­
мленных на белых мышах за 3 ч до опыта, личинок 2-го и последне­
го возрастов. Этот вид наиболее значим, поскольку является пере­
носчиком возбудителя чумы, кроме того, по видовой чувствитель­
ности близок другим видам блох. При изучении репеллентНой ак­
тивности веществ используют голодных имаго блох 2—3-недельно­
го возраста [82];

-  отряд двукрылых: комнатные мухи Musca domestica L. В экс­
периментах используют самок и самцов 3—5-дневного возраста, 
питавшихся молоком и сахарным сиропом, свежеотложенные 
яйца, личинок разных возрастов и куколок. Комнатные мухи явля­
ются международным тест-объектом, на котором можно тестиро­
вать различные вещества и средства, данные, полученные на мухах, 
можно ориентировочно переносить на другие виды мух и ос. При 
изучении кишечного действия инсектицидов в опытах используют 
голодных мух, которым за 12 ч до опыта дают только воду, но не 
дают пищи.
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Комары. Желтолихорадочный комар Aedes aegypti L. — м е ж д у ­
народный биообъект. Подвальные комары Culex pipiens molestus 
Forsk. Малярийные комары Anopheles maculipennis Meigen, 
An. Stephens/, An. atroparous. В экспериментах используют самок 
5-дневного возраста, накормленных раствором сахара в воде за 3 ч 
до опыта, личинок 2 ,3-го и начала 4-го возрастов и куколок, разви­
вающихся в водопроводной дехлорированной воде. При изучении 
репеллентной активности веществ используют голодных имаго ко­
маров 8—10-дневного возраста;

-  отряд жесткокрылых: кожееды Attagenus smimovi Zhant В 
экспериментах используют имаго и личинок 11—12-дневного воз­
раста. Является тестовым объектом для всех видов кожеедов;

-  отряд чешуекрылых: платяная моль Tineola bisselliella Нитт. 
В экспериментах используют бабочек и гусениц 28—30-дневного 
возраста. Является тестовым объектом для всех видов молей (шуб­
ной, ковровой, мебельной).

Класс к л е щ и  Acarina:
-  чесоточные -  ушной кроличий клещ Psoroptes cuniculi 

Hering; модельный объект для чесоточного клеща человека. В 
эксперименте используют самок;

-  гамазовые -  крысиный клещ Omythonissus bacoti Hirst. В 
эксперименте используют взрослых клещей;

-  клещи домашней пыли Dermatophagoides pteronyssinus 
Trouessart и D. farinae Huges. В экспериментах используют има - 
го, личинок;

-  иксодовые; таежный Ixodespersulcatus Р. Sch. и лесной I. ricinus 
L клещи родов Dermacentor, Hyalomma и др. В экспериментах ис­
пользуют активных голодных имаго и нимф;

-  аргасовые Ornithodoruspapillipes Bir. нимфы 3-го и 4-го воз - 
растов, голодавшие не более 5—7 месяцев; самки, самцы, голодав­
шие не более 1 года.

Природные популяции членистоногих, которые можно использо­
вать в лабораторных экспериментах:

-  муравьи: рыжий домовый муравей Monomorium pharaonis L., 
черный садовый муравей Lasius niger L. и муравей Myrmica rubra L. 
рабочие особи;

-  вши: платяные Pediculus humanus corporis De Geer. и головные 
Pediculus humanus capitus вши имаго, личинки и яйца;

-  комары: различные виды родов Aedes, Culex, Anopheles (ли­
чинки, имаго);

-  клещи: иксодовые таежный Ixodes persulcatus P.Sch. и лесной 
L ricinus L. — активные голодные имаго; родов Dermacentor, 
Hyalomma и др. активные голодные имаго [57, 67].
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При проведении натурных экспериментов перечень видов чле­
нистоногих увеличивается. Так, в природных условиях эффектив­
ность устанавливается для следующих видов: тараканы, постельные 
к/юпы, разные виды блох, муравьи, комнатные и другие виды мух, 
комары, слепни, мошки, москиты, мокрецы, вши, иксодовые, арга- 
совые и гамазовые клещи. Приведенный список может быть расши­
рен.

6.1.2.2. Принципы приготовления рабочих растворов для проведения
экспериментов и расчеты активности субстанций и препаративных форм
Для проведения экспериментов необходимо в зависимости от 

биообъектов и характера опытов подобрать концентрации рабочих 
растворов. Вначале готовят серию из 4—5 концентраций с шагом 
разведения 10. В качестве растворителей следует использовать 
ацетон, этиловый спирт или воду.

На аналитических весах берут навеску субстанции или сред­
ства и готовят исходный рабочий раствор определенной концен­
трации (Сиас), которую можно рассчитать по нижеприведенным 
формулам:

а) для субстанций по формуле 1:

С, А хВ
С

, где 1

А — необходимая концентрация ДВ, % мг/л, мг/мл;
В -  необходимое количество раствора, мл;
С — концентрация ДВ в веществе, % мг/л, мг/мл.

Пример 1: из вещества, содержащего 90 % ДВ, необходимо 
приготовить 100 мл раствора с концентрацией ДВ 0,3 %,

Сысс= 0,3 х 100 : 90 = 0,33 мл (г), т. е. к 99,67 мл растворителя 
необходимо добавить 0,33 мл испытуемого вещества.

Пример 2: из 50 % концентрата эмульсии необходимо пригото­
вить 0,7% водную эмульсию. Сиа~  0,7 х 100 : 50 = 1,4 мл;

б) для препаративной формы:
В том случае если необходимо приготовить раствор заданной 

концентрации для обработки определенной площади так, чтобы 
получить заданную дозировку, производится расчет по формуле 2:

/)у  с
Сиа= - ^ - х Ш %  , где

^преп *  ̂

концентрация ДВ в средстве, % мг/л, мг/мл;
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Сисх “  концентрация ДВ в исходном растворе, % (мг/л, 
мг/мл);

D — заданная доза, мг/м2 (г/м2);
S  — площадь обрабатываемой поверхности, м2 (см2, га);
V — объем препарата для обработки этой поверхности, 

см3 мл, л.

Пример: нужно получить дозу (D) величиной 0,1 г/м2 при обра­
ботке диска из фильтровальной бумаги площадью (5) 78 см2 
(0,0078 м2) раствором в объеме (V) 1 мл. Концентрация ДВ в препа­
рате (Спреп) ~  5 % 0,05. Все показатели используются в одной раз - 
мерности — граммы и квадратные метры или юпкяраммы литры 
и гектары. Проценты даются десятичной дробью 5 % = 0,05.

Расчет: Сыос = (0,1 х 0,0078): (0,05 х 1) х 100% = 1,56%.
То есть для получения исходного (рабочего) раствора нужно при­

готовить 1,56 % раствор препарата (развести в соотношении 1: 63).
Из исходного раствора готовят серию 10-кратных разведений. 

Для этого к 1 мл исходного раствора добавляют 9 мл растворителя и 
в результате получают второе разведение; к 1 мл второго разведения 
добавляют 9 мл растворителя и получают третье разведение и т. д. В 
нашем примере получаем серию растворов, один мл которых на 
фильтрах стандартного размера обеспечивает дозировки 0,1 г/м2, 
0,01 г/м2,0,001 г/м2 и т. д.

Для более точного нахождения среднесмертельных концен­
траций доз готовят серии концентраций (не менее 4—5) с шагом 
разведения 2 или менее в зависимости от вида членистоногого, 
типа субстанции или средства.

Инсектоакарицидную активность оценивают по проценту гибе­
ли членистоногих в опытных вариантах по сравнению с контроль­
ным. В качестве контрольного варианта следует использовать или 
необработанных членистоногих, или обработанных растворителем, 
используемым для приготовления рабочих растворов, или контакт 
членистоногих с поверхностью, обработанной растворителем.

В зависимости от организации эксперимента возможны 3 ва­
рианта оценки инсектоакарицидной активности.

Опыт, при котором членистоногое контактирует с испытуе­
мым веществом, нанесенным на поверхность (или при топикаль- 
ном нанесении вещества на тело) опыт, и в контроле — с раство - 
рйтелем или необработанной поверхностью. В этом случае инсек­
тоакарицидную активность вещества Y в каждой повторности 
оценивают по формуле 3:
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3

А0 и Ак — исходное количество особей в опыте и контроле;
В0и В к — количество погибших особей в опыте и контроле.

Заключительная оценка представляет среднюю величину из 
всех повторностей опыта. Формула 4 учитывает уровень гибели 
насекомых в контроле и опыте. В случае гибели в контроле 5—20 % 
особей, а яиц вшей свыше 20 %, к данным опытов вводят поправку 
по формуле Аббота:

Если гибель особей в контроле превышает 20 %, то опыт браку­
ют. Для получения более надежных оценок препарата исследова­
ние следует повторить с более жизнеспособной культурой членис­
тоногих или изменить условия опыта в сторону большей их ком­
фортности для объекта как в контроле, так и в опыте.

Если по каким-то причинам постановка контроля невозможна 
и об инсектицидной активности приходится судить только по числу 
(численности) особей до и после применения вещества, формулу 
упрощают (формула 5):

Для определения СД5095)99 , СК5095 99 используют графический 
способ вычисления этих показателей, применяя пробит-логариф­
мическую бумагу. На оси абсцисс откладывают дозы ДВ (г/м2, 
мкг/г массы насекомого, мг/особь) или концентрации % в после - 
довательных разведениях. На оси ординат -  % гибели насекомых 
при этих дозах концентрациях. Между полученными точками 
проводят линию регрессии. Для определения СД50 (СК50)проводят 
горизонтальную линию на уровне 50 % до пересечения с линией 
графика. Опущенный из точки пересечения перпендикуляр на ось 
абсцисс покажет по шкале на этой оси искомое значение. Проводя 
горизонтальную прямую на других уровнях и опуская перпендику­
ляр, можно определить соответствующие другие значения СД

С= А В хЮО , где 
100-5

4

А — гибель насекомых в опыте, %;
В — гибель насекомых в контроле, %.

Y = — ^-х100%
А

5
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СК, например, для определения СД 95 горизонтальную прямую до 
пересечения с линией графика проводят на уровне 95 % и т. д.

Для определения массы одного членистоногого до опыта взве­
шивают не менее 10 анестезированных особей (обычно от 10 до 
100 особей).

Пересчет концентрации % в дозу (мкг/г массы членистоно - 
того) при использовании топикального метода нанесения проводят 
по формуле 6:

СД$о,мкг/г Л х Ю х Г х Ю О О

В
, где 6

А — концентрация СК50,%;
Y  -  нанесенный объем, мкл;
В -  масса членистоногого, мг.

Таким образом, возможен перевод любой концентрации в дозу. 
Пересчет величин Qfl5095i99 (ЛД5095 99 ) мкг на 1 г массы прово­

дят по формуле 7:

Д#50 99 = -х 1 0 0 0  , где 7
У

х  — ЛД5о95,99 на 1 членистоногое в мкг; 
у  — средняя масса 1 членистоногого в мг.

Средняя арифметическая величина вычисляется по формуле 8:

X  = —  , где 
п

8

V — гибель членистоногих в каждом опыте, %;
2  -  знак суммы; 
п — число повторностей.

Ошибку среднего значения инсектицидной активности сре­
дства (и других средних величин) рассчитывают по известной фор­
муле ошибки средней:

т = -=;  5 = 
Ып •

W 1 —

л -1
, где
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V — значение инсектицидной активности в каждой из 
повторностей опыта, %; 

п — число повторностей;
2 — знак суммы.

Из-за малого числа повторностей ошибка средней в энтомо- 
токсикологических исследованиях может быть очень велика, осо­
бенно в диапазоне около 50 %, но при приближении средней эф­
фективности к 100 % она снижается. Так, при эффективности пре­
парата в трех повторностях 70, 80 и 90 % ошибка составит 7,1 %, а 
при значениях эффективности 85, 90 и 95 % — 3,5 %.

Для оценки степени достоверности средней величины X  при 
данном числе наблюдений используют формулу 10 для подсчета 
ошибки средней:

Р х  100- Р
х = ±---------------- ,где 10

п
Р  -  среднее квадратичное отклонение; 
п -  число наблюдений.

Значение среднего квадратичного отклонения получают по 
формуле:

, где 11
д -1

х2 — сумма квадратов отклонения от среднего (диспер­
сия);

п — число наблюдений.

Коэффициент отпугивающего действия для насекомых рас­
считывают по формуле 12:

ЯОД = £_® хЮ 0 , где 12
А

А — количество насекомых на необработанной поверх­
ности за определенный промежуток времени;

В — количество насекомых на обработанной репеллен­
том поверхности за такой же промежуток времени.

Коэффициент отпугивающего действия для клещей рассчиты­
вают по той же формуле 12, где: А — количество клещей, взятых в
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опыт; В — количество клещей, прошедших обработанную репеллен­
том зону.

При испытании веществ природе, когда об их эффективности 
судят по уменьшению численности объектов на опытном и кон­
трольном участках, расчет проводят по формуле:

А хВ
У = 100— '■--- -х100 , где 13

А0хВ,

А0 -  количество объектов на опытном участке до обра-
ботки;

В0 -  количество объектов на контрольном участке до об­
работки;

A, -  количество объектов через t суток часов на опыт -
ном участке после обработки;

B, — количество объектов через t суток часов в контроле
после обработки.

6.2. Методы определения активности действующих веществ 
субстанций дезинсекционных средств

6.2. L Общие методы определения инсектоакарицидных свойств 
действующих веществ субстанций

6.2.1.1. Метод топпкалыюго нанесения инсектоакарицидов на членистоногих
Растворы инсектоакарицидов (спиртовые или ацетоновые) 

определенного объема с помощью микродозатора наносят на сред- 
неспинку мух, среднегрудь клопов и тараканов или на спинной щи­
ток иксодовых или аргасовых клещей [72]. В качестве микродозато­
ра можно использовать микрошприцы, специальные аппликаторы 
или петли из некорродирующей проволоки. Размер капли должен 
быть сопоставим с размером членистоногого, но не должен его пре­
вышать. Рекомендуются следующие размеры капель: для мух, тара­
канов и клопов -  1 мкл, для постельных клопов -  0,5 мкл; для иксо- 
доидных клещей -  0,3 мкл. В опыте используют не менее 5—7 кон­
центраций инсектицидов. Параллельно ставят 2 контрольных вари­
анта, в первом на членистоногих наносят растворитель без инсекто- 
акарицида, во втором -  членистоногих оставляют без обработки. 
Все опыты ставят в 3 повторностях, в каждой по 10—20 особей. В пе­
риод проведения опытов температура воздуха в помещении должна 
составлять 21—23 °С, относительная влажность — 55—60 %.

Членистоногих после нанесения инсектоакарицида (раство­
рителя) и его высыхания помещают в чистые сосуды: клопов и ар- 
гассовых клещей — в пробирки с фильтровальной бумагой, сложен­
ной «гармошкой»; иксодовых клещей в — пробирки с дифференци-
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рованной влажностью; мух и тараканов — в стаканы. Тараканам 
дают пищу. Сосуды с членистоногими размещают в условиях по­
стоянной температуры (22 ± 2) °С и освещенности или при ком­
натной температуре и естественной освещенности. Учет результа­
тов опытов для комнатных мух проводят через 24 ч; клопов, тарака­
нов, клещей — ежедневно в течение 1—5 суток в зависимости от хи­
мической принадлежности инсектоакарицида. К живым относят 
особей, способных к направленному передвижению, а особей, не­
подвижных или с резкими нарушениями координации — к мер­
твым. Если смертность членистоногих в контрольном варианте со­
ставляет более 5 %, то в расчеты гибели необходимо вводить по­
правку по формуле Аббота формула 4.

При проведении экспериментов используют не менее 5 концен­
траций, которые должны вызывать гибель в Интервале 0,1—99,9 %. 
Полученные результаты обрабатывают с помощью пробит-анализа, 
строя кривую регрессии «концентрация—гибель» или «доза—ги­
бель». По кривой регрессии рассчитывают показатели СК50, % (ЛД50, 
мкг/г), СК95, % (ЛД95, мкг/г), СК99, % (ЛД99, мкг/г).

При указании данных по летальным концентрациям или дозам 
необходимо указывать вид членистоногого, при необходимости 
пол, стадию развития, происхождение расы или популяции, темпе­
ратуру при проведении экспериментов. Наличие таких сведений 
позволяет сравнивать данные разных экспериментаторов.

Если перед началом исследований неизвестен диапазон кон­
центраций, вызывающих такую гибель, то целесообразно поста­
вить ориентировочный опыт с интервалом разведений концен­
траций в 10 раз.

Точно дозированное количество растворов инсектоакарици- 
дов, как указывалось выше, также может быть нанесено на членис­
тоногих с помощью петли из проволоки.

Подготовка петли. Петля должна быть изготовлена из некор­
родирующего материала (платина, родий, держатель спирали в 
электролампе) путем наматывания на иглу одного завитка. Форма 
петли должна быть круглой. Затем в месте соединения петли и 
стержня делают изгиб под прямым углом и стержень петли при­
крепляют к держателю (микробиологический держатель, цанговый 
карандаш и др.).

Калибровка петли. Петлю калибруют путем перенесения 0,5 мл 
спирта из маленького стаканчика объемом 1 мл на фильтровальную 
бумагу с подсчетом количества перенесенных капель. Опыт повто­
ряют не менее 3 раз. Оптимальным является объем петли 1 мкл 
0,5 мл = 500 капель.
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6.2.1.2. Методы опрыскивания насекомых и тест-поверхностей

Метод опрыскивания с помощью опрыскивателей различного 
типа (пульверизаторы, беспропеллентные. упаковки, квазары). 
Членистоногих и тест-поверхности помещают на фильтровальную 
бумагу и опрыскивают рабочими растворами, подбирая необходи­
мый объем жидкости в зависимости от объекта и тест-поверхности. 
При необходимости членистоногих предварительно анестезируют. 
После высыхания жидкости членистоногих переносят в чистые 
пластиковые или стеклянные стаканы.

Метод опрыскивания насекомых и тест-поверхностей с по­
мощью опрыскивателя с вращающимся столиком (опрыскиватель 
Поттера). Опрыскиватель состоит из следующих основных частей: 
распылитель жидкости, вращающийся столик для размещения биоло­
гических объектов, колпак, воздуходувка с мотором для подачи 
сжатого воздуха. Собственно распылитель изготавливают из лату­
ни, нержавеющей стали или бронзы. Распылитель вставляют в от­
верстие колпака, воздушный шланг, идущий от воздуходувки, сое­
диняют с распылителем. Колпак обычно делают из стекла или не­
ржавеющей стали с окошком для наблюдения за ходом опрыскива­
ния, высота его 40—45 см. Столик опрыскивателя делают вращаю­
щимся со скоростью 30—40 об./мин для обеспечения равномерно­
го покрытия поверхности каплями инсектицида. Столик снабжают 
тарелкой с отверстием посередине и бортиками. На столик опрыс­
кивателя помещают чашки с обездвиженными диэтиловым эфи­
ром насекомыми (или раскладывают их на круг фильтровальной 
бумаги), ставят колпак. Устанавливают на колпак распылитель, в 
патрубок распылителя заливают отмеренное количество рабочего 
раствора определенной концентрации инсектицида (например, 
2,5 мл), включают мотор столика и воздуходувку. Жидкость выте­
кает через центральную трубку и разбивается конической струей 
воздуха, проходящей через щели между центральной трубкой и на­
конечником. Мелкие капли оседают на столик, стенки колпака и 
опрыскиваемые предметы. Растворы могут быть водными, спирто­
во-водными или приготовленными на 60 %-м ацетоне, поскольку 
растворы на чистом спирте или ацетоне слишком сильно испаря­
ются. Количество жидкости, заливаемой в опрыскиватель, подби­
рается экспериментально, путем сравнения результатов, получен­
ных методом опрыскивания, с результатами, полученными мето­
дом топикального нанесения инсектицида откалиброванной пет­
лей или микрошприцем микродозатором [72].
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6.2.1.3. Методы принудительного контакта членистоногих с поверхностями, 
обработанными инсектоакарицидами

Остаточное действие инсектоакарицидов определяют, исполь­
зуя метод принудительного контакта членистоногих с обработан­
ными поверхностями. Членистоногих подсаживают на поверхнос­
ти, используя два типа экспозиметров или без их применения.

В первом случае используют: стеклянные экспозиметры Набо­
кова-Ларюхина высотой 13—15 см, диаметром 3,5—4,0 см; стек­
лянные экспозиметры высотой 8—10 см, диаметром 8—9 см по ме­
тоду CSMA (Chemical Specialities Manufacturers Association), кото­
рый применяется в международной практике для тестирования ин­
сектицидных средств. Время контакта в экспозиметрах Набоко- 
ва-Ларюхина - 5 —15 мин, в больших экспозиметрах CSMA -  1 ч и 
более.

Экспозиметры приспосабливают для работы с разными насе­
комыми. Так, для экспериментов с тараканами экспозиметры 
смазывают вазелином; для мух -  используют специальный стек­
лянный поршень, прижимающий насекомых к поверхности; для 
блох -  экспозиметр накрывают влажной многослойной марлевой 
салфеткой. Время контакта тараканов и постельных клопов — 
15 мин, крысиных блох и комнатных мух — 5 мин. Насекомых по­
сле контакта с обработанными пластинами переносят в чистые 
пластиковые или стеклянные стаканы и регистрируют их состоя­
ние (без внешних признаков паралича, парализованные, мерт­
вые) в течение 24—48 ч.

Контактирование имаго комаров можно проводить также в 
пластмассовых экспозиметрах -  конусах, рекомендованных ВОЗ 
для биотестов с обработанными инсектицидами поверхностями. 
Внутренний диаметр конуса -  85 мм у основания, высота — 55 мм. 
Конусы сделаны из прозрачного гладкого пластика. В отверстие в 
центре конуса запускают самок комаров с помощью стандартного 
аспиратора с загнутым концом (диаметром 10 мм). Комары оста­
ются в экспозиметре (т. е. принудительно контактируют с обрабо­
танной поверхностью) в течение 30 мин. После этого комаров пе­
реносят в чистые садки.

Поверхности разных типов -  пластины размером 10 х 20 см из 
стекла, фанеры, фанеры, окрашенной масляной краской, линолеу­
ма ит. п . -  обрабатывают раствором вещества или рабочими жид­
костями, изготовленными из препаративных форм (концентраты 
эмульсий, суспензий, смачивающиеся порошки, флоу, гели и др.).

Для обработки поверхностей пластин, не впитывающих жид­
кость стекло, используют 50 мл/м 2 рабочей жидкости; для обра­
ботки поверхностей, впитывающих жидкость фанера — 
100 мл/м2. При обработке порошками их равномерно распределя-
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ют по поверхности кисточкой при норме расхода 3—10 г/м2. При 
испытании инсектицидных карандашей (брусков и т. п.) ими обра­
батывают только фанерные пластинки. Количество препаративной 
формы, находящейся на пластине, вычисляют путем взвешивания 
пластинки до обработки и после нее. Расчет ДВ проводят на 1 м2.

Без использования экспозиметров эксперимент можно прово­
дить с комнатными мухами, блохами и иксодовыми клещами.

Комнатные мухи. Принудительный контакт комнатных мух с 
действующими веществами инсектицидов осуществляют в биоло­
гических пробирках. Пробирки обрабатывают ацетоновыми рас­
творами ДВ инсектицидов в логарифмически снижающихся кон­
центрациях (не менее 5 концентраций) из расчета 1 мл/дм2, высу­
шивают в потоке теплого воздуха при непрерывном вращении в го­
ризонтальном положении. Время контакта мух составляет 15, 30, 
60 мин, после чего их высаживают в пластиковые контейнеры объ­
емом около 250 мл (пластиковые бутылки со срезанным и затяну­
тым марлей дном). Насекомым дают ватные тампоны, смоченные 
водой. Поражение мух учитывают каждый час после экспозиции до 
6 ч и через 24 и 48 ч подсчитывают число погибших насекомых. 
Повторность опыта 3—5-кратная по 10 особей в каждом варианте.

Блохи. Определение токсичности ДВ инсектицидов для кры­
синых блох Xenopsylla cheopis (Roths) проводят с использованием не- 
питавшихся блох 1—3-недельного возраста без разделения по полу, 
путем подсадки на импрегнированную инсектицидом фильтро­
вальную бумагу.

Приготовление импрегнированной бумаги ведут непосред­
ственно перед проведением опытов путем пропитки стандартных 
обеззоленных фильтров (синяя лента) ацетоновыми растворами 
инсектицидов в логарифмически снижающихся концентрациях. 
Расход жидкости составляет 1 мл/100 см2. После высыхания бумагу 
разрезают ножницами на прямоугольники размером 5 x 1  см. 
Импрегнированную бумагу используют в течение 3 суток, но не ра­
нее чем через 1 ч после высыхания растворителя.

Взрослых блох лабораторной культуры помещают в пробирки 
по 20 шт., затем опускают в них кусочки импрегнированной бума­
ги. Через 1 ч бумагу аккуратно извлекают, а пробирки с блохами по­
мещают в темный термостат при температуре 26 °С и относитель­
ной влажности > 50 %. Учет смертности проводят через 24 ч после 
окончания экспозиции. Блох, лежащих на спине, неспособных са­
мостоятельно перевернуться, относят к погибшим и определяют 
показатели СК50, % (СК,5, %). С каждой концентрацией инсекти­
цида проводят 3 опыта не менее чем в 3 повторностях, используя не 
менее 20 насекомых на одну повторность. Для каждого опыта ста­
вят три контрольных варианта (1 -  необработанная бумага, 2 — об-
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работанная ацетоном бумага, 3 — блохи в пробирках без бумаги), в 
каждом из которых используют не менее 20 насекомых. Из кон­
трольных вариантов также, как из опытных, бумагу извлекают че- 
рез 1 ч.

Иксодовые клещи. Контактирование иксодовых клещей с обра­
ботанными поверхностями проводят, используя фильтровальную 
бумагу. Бумагу в виде круга диаметром 10 см (площадь -  78 см2) 
размещают горизонтально на невпитывающей поверхности (стек­
ло, глазурованная керамическая плитка и т. д.) и с помощью пипет­
ки равномерно наносят на нее раствор изучаемого вещества в аце­
тоне (серия концентраций не менее 5) из расчета 1 мл раствора на 
100 см2 или 0,78 мл на круг. В контрольном варианте на круги такой 
же бумаги наносят тем же способом растворитель. После испаре­
ния растворителя круги помещают на дно чашек Петри так, чтобы 
края круга поднимались на стенки чашки. Продолжительность 
контакта клещей с бумагой 1 мин. Клещей, выползающих за преде­
лы круга, кисточкой возвращают на бумагу, Поскольку клещи дос­
таточно подвижны, одновременно в чашку Петри целесообразно 
помещать не более 2—3 клещей. В опыте с каждой концентрацией 
вещества используют по 30 клещей. Опыты с самками и самцами 
клещей ставят и учитывают раздельно, поскольку есть данные о 
разной чувствительности к акарицидам особей разного пола. Сразу 
после контакта клещей кисточкой переносят в пробирки диффе­
ренцированной влажности (по 10 особей в пробирке), которые раз­
мещают горизонтально в условиях постоянной температуры (око­
ло 25 °С) и освещенности или при комнатной температуре и естес­
твенной освещенности. Все работы с контрольными клещами дол­
жны быть проведены на отдельном столе с использованием незаг­
рязненных инструментов (ножниц, кисточек и т. д.). Работы с раз­
ными концентрациями необходимо начинать с меньших. Учет 
гибели иксодовых клещей проводят через сутки после опыта. К жи­
вым относят особей способных к передвижению, а неподвижных, 
почти неподвижных и клещей с резкими нарушениями координа­
ции относят к категории мертвых. Если смертность клещей в кон­
троле составляет более 5 %, то в дальнейшие расчеты необходимо 
вводить поправку по формуле Аббота (формула 4). Полученные 
данные обрабатывают с помощью метода пробит-анализа.

6.2.1.4. Метод свободного контакта членистоногих с поверхностями, 
обработанными инсектоакаридидами

Этот метод позволяет более полно оценить инсекгоакарицид- 
ное средство с учетом степени его репеллентности.

Тараканы. Опыты с тараканами проводят в специальных поли­
гонах площадью не менее 0,2 м2 (40 х 50 см) и высотой бортов
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12—20 см, края которых смазаны вазелином, В центре полигона по­
мещают пластинку (стекло, фанера) размером 10 х 10 см, верхняя 
сторона которой обработана инсектицидом в определенной выбран­
ной дозе, обеспечивающей 50,95 или 99 % гибели тараканов в опыте 
с принудительным контактом. По углам этой пластинки располага­
ют прокладки высотой 15 мм и сверху накрывают чистыми фанер­
ными пластинками того же размера. Таким образом получается 
укрытие для тараканов.

В каждый полигон помещают 120 тараканов при соотношении 
самок, самцов и личинок 2—4-го возраста — 1: 1: 4, В полигоне 
расставляют сосуды с водой и кормом (белый хлеб). Опыты ставят 
не менее чем в 3 повторностях. Учет погибших насекомых проводят 
каждые 24 ч в течение 3—5 суток или более в зависимости от целей 
эксперимента и изучаемого средства.

Муравьи. Опыты с рабочими особями муравьев проводят в по­
лигонах площадью не менее 0,2 м2 с высотой бортов 12—20 см, края 
которых смазаны слоем вазелина шириной не менее 2 см. В центре 
полигона помещают пластину (стекло, фанера) размером 
10 х 10 см, верхняя сторона которой обработана инсектицидом.

В каждый полигон помещают лист бумаги в виде неплотно 
свернутой трубочки (убежище для муравьев), ставят поилку с ва­
той, пропитанной водой, и корм (в т. ч. белый хлеб, вареное яйцо, 
вареное мясо, рыбу). Затем в каждый полигон запускают 
50—100 рабочих особей муравьев. Опыты ставят не менее чем в 
3 повторностях. Учет погибших насекомых проводят каждые 24 ч в 
течение 2 суток.

Мухи. Опыты на мухах проводят в стеклянных камерах объе­
мом 1 м3, имеющих затянутые марлей «окна» для проветривания. В 
каждую камеру помещают по 300 особей мух обоего пола в соотно­
шении 1: 1 и сосуд с 10 % сахарным сиропом. Камеру снаружи 
освещают электролампой (60 Вт). Ленты или пластинки, пропи­
танные инсектицидом в разных дозах, обеспечивающих 50, 95 и 
99 % гибели мух в опытах с принудительным контактированием, 
подвешивают в верхней части камеры. Жидкие препараты в чашке 
Петри помещают на дно камеры. Каждый вариант опыта и кон­
троль ставят не менее чем в 3 повторностях. Учет погибших насеко­
мых проводят через 24 ч. Эффективность препарата в каждом вари­
анте опыта оценивается по формуле 3.

6.2.1.5. Методы изучения овициддого действия инсектицидов
Метод изучения действия инсектицидов на яйца мух. При опре­

делении овицидности веществ или средств для яиц мух можно ис­
пользовать разные методы [72].
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При первом методе кладки яиц мух по 14—15 мг заворачивают 
в батистовую салфетку и погружают в раствор инсектицида, затем 
тщательно прополаскивают в проточной воде. Часть оставляют на 
влажной фильтровальной бумаге для наблюдения, а часть перено­
сят в питательный субстрат. В контрольном варианте яйца погру­
жают в воду. Учет проводят через 48 ч.

При втором методе 20 мг яиц комнатных мух помещают на 
влажные отруби в 0,5-литровые сосуды. Для приготовления влаж­
ных отрубей берут на 100 г прокаленных отрубей 200 г воды и тща­
тельно перемешивают. В каждый сосуд помещают 200 г влажных 
отрубей, поверхность субстрата с яйцекладками равномерно оро­
шают 10 мл раствора (эмульсии, суспензии) инсектицида, что соот­
ветствует норме расхода рабочей жидкости 1 л/м2. Дозу препарата 
рассчитывают по Д В на 1 кг субстрата. Опыты ставят одновременно 
не менее чем в 5 дозах, каждая в 3 повторностях. В контрольном ва­
рианте яйцекладки орошают водой или растворителем. После оро­
шения яйцекладки засыпают тонким слоем (1,0—1,5 см) влажных 
отрубей, чтобы предотвратить их высыхание. Сосуды завязывают 
салфетками из бязи. Учет результатов проводят через 48 ч, подсчи­
тывая число личинок, выплодившихся из контрольных и обрабо­
танных яйцекладок. Эффективность препарата устанавливают по 
соотношению числа личинок в обработанном и контрольном суб­
страте. Определяют дозу, обеспечивающую 50 и 99 % гибели яиц.

При третьем методе на пластинки черной бумаги 1 х 1 см, 
слегка смоченные молоком или белком куриных яиц, кисточкой 
или препаровальной иглой наносят по 20 жизнеспособных яиц. 
Пластинки с яйцами погружают на 3 с в спиртовые или водные ра­
бочие растворы средств или действующих веществ; контрольные — 
в чистый спирт или воду, подсушивают на фильтровальной бумаге 
и переносят в чашки Конвея, в которых круговые емкости заполне­
ны водой для поддержания 100 %-й влажности. Для нахождения ве­
личин СК50 и СК}5 используют не менее 5—6 концентраций в 
5—7-кратной повторности.

Метод изучения действия инсектицидов на яйца клопов. Яйце­
кладки 3—5-дневного возраста, помещенные на листы фильтро­
вальной бумаги размером 30 см2 орошают 0,3 мл раствора (эмуль­
сии, суспензии) инсектицида. Каждый инсектицид испытывают не 
менее чем в 5 концентрациях, в трех повторностях каждая. Дозу 
инсектицида по ДВ рассчитывают в граммах на 1 м2 обработанной 
поверхности. В контроле яйцекладки обрабатывают водой или рас­
творителем. После обработки яйцекладки переносят в стеклянные 
стаканы и сверху покрывают нарезанной фильтровальной бумагой. 
Учет результатов проводят через 5—7 суток. Эффективность препа­
рата определяют по соотношению числа личинок, вылупившихся
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из обработанных и контрольных яйцекладок. Определяют дозу, 
обеспечивающую 50, 95 и 99 % гибели яиц.

Метод изучения действия инсектицидов на яйца блох. На дно 
трехлитрового сосуда кладут листы черной бумаги, так чтобы она 
полностью покрывала дно сосуда, и помещают туда белую мышь в 
сетчатой клетке. На зверька выпускают 100 самок и 25 самцов блох. 
Листы бумаги меняют ежедневно и подсчитывают количество от­
ложенных на них яиц. Из листа, на котором отложены яйца блох, 
вырезают листки размером 4 х 5 см и обрабатывают каждый 0,2 мл 
раствора эмульсии инсектицида. Опыты ставят в 5 концентраци - 
ях, в трех повторностях каждая. В контрольном варианте лист бу­
маги обрабатывают растворителем. Опыты с яйцекладками насе­
комых проводят при температуре воздуха в помещении — 
23—27 °С. Учет результатов проводят через 4—6 суток. Эффектив­
ность обработки определяют по соотношению числа личинок, вы- 
плодившихся на обработанном и контрольном листах. Определяют 
концентрацию, обеспечивающую 50, 95 и 99% гибели яиц.

6.2.1.6. Методы изучения активности инсектицидов 
для преимагинальных стадий мух

Метод обработки инсектицидами субстрата с личинками. В со­
суд объемом 0,5 л с 200 г влажных отрубей помещают на повер­
хность субстрата 30 личинок 3-го возраста. Когда все личинки про­
никнут в субстрат (через 10—15 мин), из распылителя равномерно 
орошают поверхность 10 мл раствора (эмульсии, суспензии) инсек­
тицида, что соответствует 2 л/м2 рабочей жидкости. Сосуды закры­
вают бязевыми салфетками, которые закрепляют резинками. В 
каждом опыте используют 5 концентраций инсектицида в 3 по­
вторностях [72]. Учет результатов проводят через 48 ч, подсчитывая 
число личинок, погибших в 3 сосудах, а в 3 сосудах личинок остав­
ляют в субстрате до окончания метаморфоза. Эффективность обра­
ботки определяют по процентному соотношению числа погибших 
личинок и выплодившихся имаго в контроле и опыте. Определяют 
концентрацию, обеспечивающую 50, 95 и 99 % гибели личинок 
формула 3.

Метод обработки субстрата инсектицидами до подсадки личи­
нок. Влажные отруби обрабатывают раствором (эмульсией, суспен­
зией) инсектицида из расчета 50 мл на 1 кг субстрата и тщательно 
перемешивают. В каждые 200 г обработанного субстрата Подсажи­
вают 30 личинок 3-го возраста. В каждом опыте используют 4 кон­
центрации инсектицида в 3 повторностях. Учет результатов прово­
дят через 24 и 48 ч после постановки опыта. Оставшихся в живых 
личинок пересаживают через 2 суток в необработанные отруби и 
наблюдают за циклом метаморфоза — подсчитывают число куко-
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лок и выплодившихся имаго. Эффективность обработки определя­
ют по соотношению числа личинок и выплодившихся имаго в кон­
троле и опыте (формула 3). При подсчете результатов опытов рас­
считывают дозу по ДБ на 1 кг субстрата [72].

Метод изучения действия инсектицидов на куколок мух. По 
10—20 куколок комнатных мух помещают на дно стеклянных сосу­
дов и засыпают слоем песка высотой 6—7 см, затем с помощью рас­
пылителя обрабатывают песок водными эмульсиями (растворами, 
суспензиями) препарата из расчета 1 л раствора на 1 м2. Обработку 
проводят 5—7-ю концентрациями препарата, каждый опыт ставят 
в 3 повторностях. Сосуды с куколками обвязывают марлевыми сал­
фетками либо ставят открытыми в марлевый (сетчатый садок). 
Подсчет выплодившихся мух проводят через 2—3—5 суток после 
обработки. Одновременно ставят контроль-сосуды с куколками, 
обработанными растворителем водой. Эффективность препарата 
определяют по процентному соотношению числа мух, выплодив­
шихся в контроле и опыте (формула 3). Определяют концентрации, 
обеспечивающие 50, 95 или 99 % гибели мух [72].

6.2.1.7. Метод изучения фумигационного действия инсектицидов
Опыты проводят в сосудах емкостью 1 л. На стенках сосудов 

внутри помещают фильтровальную бумагу 10 х 20 см, предвари­
тельно пропитанную 2 мл ацетонового спиртового раствора пре - 
парата и просушенную при комнатной температуре не менее 
20 мин. При использовании сосудов большего объема размер бума­
ги соответственно увеличивают. Расчет препарата проводят в г/м3 
по ДВ. К крышке сосудов подвешивают садок из металлической 
сетки на расстоянии 10 см от дна. В садок помещают комнатных 
мух, тараканов или постельных клопов (не менее 10 насекомых). В 
опытах используют серии концентраций в 3 повторностях. Подсчет 
погибших насекомых осуществляют через 3—6—24 ч. Расчет эф­
фективности проводят по формуле 5. Определяют концентрации, 
которые обеспечивает 50, 95 и 99 % гибели насекомых [72].

6.2.1.8. М е т о д ы  и з у ч е н и я  к и ш е ч н о г о  д е й с т в и я  и н с е к т и ц и д о в .
Метод группового кормления мух жидкими приманками. Раство­

ром инсектицида в 10 % сахарном сиропе (50 мл) пропитывают ку­
сочки ваты массой 1 г, которые размещают тонким слоем на дне ча­
шек Петри. При изучении веществ, нерастворимых в воде, готовят 
10 % спиртовой раствор, а затем разбавляют его сахарным сиропом 
до нужной концентрации. Испытания инсектицидов проводят в 
концентрациях 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 %, в каждой не менее 3 повтор­
ностей. В марлевый садок размером 20 х 20 х 20 см помещают
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чашку Петри с испытуемым веществом (отравленной приманкой), 
в качестве альтернативной пищи ставят сосуд с молоком.

Метод группового кормления мух сухими приманками. В опытах 
используют голодных комнатных мух без разделения по полу
3 -4 -дневного возраста чувствительной лабораторной культуры. В 
течение первых 3 суток после начала вылета мухам в качестве корма 
дают только сахар и воду. За 16 ч до начала эксперимента у мух от­
нимают корм, оставляя в садках только воду. Приготавливают аце­
тоновые растворы ДВ инсектицида, которыми обрабатывают са­
харный песок из расчета 1 часть ацетонового раствора на 2 части са­
харного песка. Сахарный песок развешивают по 2 г на часовые 
стекла или стеклянные чашки Петри, затем наливают пипеткой 
1 мл ацетонового раствора инсектицида и оставляют под тягой до 
полного испарения растворителя. Для получения необходимой 
дозы инсектицида в сахаре готовят исходный ацетоновый раствор 
инсектицида, учитывая, что при нанесении 1 мл 1 %-го раствора, 
т. е. 10 мг ДВ инсектицида в 1 мл ацетона на 2 г сахара, доза инсек­
тицида в приманке составляет 5 мг/г сахара.

В качестве емкостей для содержания мух можно использовать 
либо марлевые садки размером 30 х 30 х 30 см, либо прозрачные 
пластиковые емкости бутылки объемом 2 л. В последнем случае у 
бутылок срезают дно и закрывают его марлевыми салфетками. Сал­
фетки закрепляют резиновыми колечками. Бутылку кладут гори^ 
зонтально, в горлышко помещают ватный тампон, смоченный во­
дой, в середину бутылки помещают сахарную приманку на подлож­
ке маленькие чашки Петри и т. п..

Для вычленения кишечного действия инсектицида опыты сле­
дует проводить в двух вариантах: первый — открытая приманка в 
чашке Петри, второй — приманка в мелкоячеистой сетке для пре­
дотвращения контакта лапок мух с отравленным сахаром. В этой 
модификации группового кормления удобно использовать быс­
трорастворимый рафинад, который пропитывают ацетоновыми 
растворами ДВ инсектицидов, учитывая массу каждого кубика. Ку­
бики помещают в чашки Петри диаметром 4 см и вкладывают в сет­
чатый конверт из фатина (мелкоячеистая сетка), который плотно 
натягивают и закрепляют. Данные, полученные в результате экспе­
риментов с открытыми и засетченными кубиками, сравнивают по 
показателям СД50 и СД95.

В опыте используют предварительно анестезированных эфи­
ром или охлажденных в холодильнике мух. В контрольном вариан­
те используют сахарный песок, обработанный ацетоном без инсек­
тицида в том же объеме, что и в .опытном варианте. Проводят 
3 опыта не менее чем в 3 повторностях, используя не менее 120 на­
секомых на одну концентрацию (40 мух на одну пластиковую бу-
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тылку), в контрольном варианте используют не менее 40 насеко­
мых.

Опыты проводят при постоянной температуре воздуха (опти­
мальной является (23 ± 2) °С) и относительной влажности более 
50 %. Учет гибели насекомых проводят через 24 и 48 ч. Мух, лежа­
щих на спине, неспособных самостоятельно перевернуться и 
ползать, относят к погибшим.

При изучении активности готовой сухой сахарной приманки 
(40—60 % сахара) ее наносят на пластинки из стекла или фанеры, 
которые помещают в садок. В опытах используют 30 мух обоего 
пола 3—5-дневного возраста. За 12 ч до опыта в садках, в которых 
выращивают мух, оставляют только воду. Контролем служат 
мухи, питавшиеся молоком. Подсчет погибших мух проводят че­
рез 3,24 и 48 ч. Эффективность инсектицида определяют по числу 
мух, погибших в опытных и контрольных садках (формула 3). 
Определяют концентрации, которые обеспечивают 50, 95 или 
99 % гибели мух [72].

Метод группового кормления тараканов. Приготавливают рас­
творы (эмульсии, суспензии) инсектицида в подсолнечном масле 
или воде (в 4—5 концентрациях) и наносят по 1,5 мл на кусочки 
пшеничного хлеба размером 2 х 1 х  1 см. Опыты ставят одновре­
менно со всеми концентрациями в 3 повторностях. В контроле ис­
пользуют хлеб, смоченный растворителем (масло, вода). Хлеб, смо­
ченный инсектицидом, помещают на подложке из полиэтилена 
(целлофана) в сосуд диаметром около 30 см и высотой в около 10 см. 
Края сосуда смазывают изнутри вазелином, чтобы предотвратить 
выползание тараканов. В сосуд помещают по 30 насекомых (самки, 
самцы, личинки 2—4-го возрастов в соотношении 1: 1: 4). В качес­
тве альтернативной пищи кладут необработанный инсектицидом 
кусочек пшеничного хлеба и тампон, смоченный водой. Учет гибели 
тараканов проводят ежедневно в течение 5 суток. Критерием оценки 
кишечного действия инсектицида является число выживших насе­
комых через 5 суток от начала опыта в сравнении с контролем (фор­
мула 3). Рассчитывают концентрации, вызывающие 50, 95 или 99 % 
гибели насекомых [72]. .

Опыты в жестяных полигонах. Опыты с групповым кормлени­
ем тараканов можно проводить в жестяных полигонах площадью 
0,2 м2 (40 х 50 см) и высотой бортов 15 см. По периметру борт сма­
зывают вазелином для предотвращения ухода насекомых. В поли­
гон помещают укрытие из каротона, поилку с водой, приманку и 
при необходимости альтернативный корм. В качестве основы для 
приготовления приманки можно использовать сухой собачий 
корм. В этом случае гранулы корма размалывают на кофемолке, 
развешивают полученный порошок в стеклянные бюксы по 2 г, до-
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бавляют сырой желток куриного яйца по 1 г, ацетоновые растворы 
инсектицидов в логарифмически снижающихся концентрациях по 
0,5 мл. Полученную массу тщательно перемешивают и развешива­
ют на маленькие чашки Петри диаметром 4 см по 1 г. Массу каждой 
приманки записывают и чашки ставят сушить при комнатной тем­
пературе до полного высыхания (приобретения постоянной массы) 
(около 7 суток). Альтернативный корм готовят аналогично кон­
трольному варианту, добавляя вместо инсектицида такой же объем 
растворителя ацетон.

В каждый полигон помещают не менее 20 экземпляров самок 
(без оотек) или самцов рыжих тараканов, предварительно голодав­
ших не менее 2 суток. Учет пораженных и погибших насекомых и 
поедаемость приманок путем взвешивания их на аналитических 
весах определяют ежедневно в течение 7—15 суток. Для выявления 
аверсии (индекса питания) в вариантах с альтернативным кормом 
проводят расчет величины индекса питания по формуле:

, Поглощение приманки, мг -Поглощение апыперн. корма, мг
Поглощение приманки, мг + Поглощение алыперн. корма, мг

Метод дозированного кормления насекомых. Метод предусмат­
ривает кормление насекомых из микропипетки с оттянутым кон­
цом водными растворами эмульсиями, приготовленными на 10 % 
сахарном сиропе. Метод позволяет точно регулировать количество 
раствора, выпиваемого насекомыми, путем прерывания кормле­
ния в нужный момент. При постоянном объеме раствора (для ком­
натных мух -  0,01 мл, рыжих тараканов — 0,05 мл) дозу инсектици­
да варьируют путем изменения концентрации ДВ. Перед кормле­
нием мух выдерживают без питания 12 ч, тараканов -  2 суток. В 
контрольных опытах насекомых кормят сахарным сиропом или 
растворителем. Опыты ставят в 3 повторностях для каждой концен­
трации, в каждой повторности используют не менее 10 насекомых. 
За процессом отмирания комнатных мух наблюдают в течение 1 су­
ток, тараканов -  в течение 3—5 суток. Критерием оценки эффек­
тивности инсектицида служит величина ЛД5099 , выраженная в мкг 
на одно насекомое или в мкг на 1 г массы насекомого (форму­
лы 6, 7).

, Метод изучения ларвицидного действия инсектицидов на личи­
нок комаров. В сосуды объемом 0,5 л (стеклянные сосуды, полисти­
роловые или парафинированные стаканы и т. ц.) наливают по 
249 мл водопроводной воды, отстоянной в течение 24 ч. В каждый 
сосуд (за 2 ч до опыта) помещают по 25 личинок 2-го, 3-го или нача­
ла 4-го возрастов. Через 2 ч погибших или ослабленных личинок 
удаляют и заменяют на жизнеспособных. В сосуды добавляют 1 мл 
раствора (эмульсии, суспензии) инсектицида определенной кон-
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центрации. Одновременно испытывают 4—5 концентраций, каж­
дая в 3 повторностях. Контролем служат личинки, находившиеся в 
воде без добавления инсектицида. Параллельно ставят контроль с 
эталонным препаратом. В период эксперимента температура воды 
должна находиться в пределах 21—23 °С. Подсчет погибших личи­
нок проводят через 24 ч. Если более 10 % личинок в контроле окук­
лилось, опыт не учитывают и повторяют [72].

6.2.1.9. Метод изучения раздражимости комаров 
под действием инсектицидов

Раздражимость комаров может быть вызвана не только самим 
инсектицидом, но и другими компонентами, входящими в состав 
испытываемой формы. Раздражимость крайне важна при работе с 
эпидемиологически опасными малярийными комарами, поскольку 
способствует перелету комаров из обработанных помещений (хлева, 
надворные постройки) в необработанные (жилые помещения). Риск 
заражения малярией при этом многократно увеличивается.

Для определения раздражимости рекомендуется предложен­
ный ВОЗ метод с усовершенствованиями, внесенными ИМПиТМ. 
Фильтровальную бумагу обрабатывают из пульверизатора рабочим 
раствором инсектицида в концентрации, отобранной в первичном 
опыте. Исследования проводят через 1—2 суток после обработки.

Аппарат для определения раздражимости представляет собой 
светонепроницаемую камеру из легкого дерева размером 135 х 
135 х 90 мм. Свет проникает в неё сквозь круглое отверстие в задней 
стенке диаметром 90 мм, по бокам которого имеются пазы для мато­
вого стекла, пропитанной инсектицидом бумаги (или контрольной) 
и конического экспозиметра (те же конуса, что и для определения 
продолжительности действия инсектицида). Опыты проводят в 
тёмной комнате с единственной электрической лампочкой, поме­
щаемой перед задней стенкой прибора на расстоянии, зависящем от 
мощности лампы: 40 вт -  41 см, 60 вт -  55 см, 100 вт -  92 см. Кома­
ров в садке перед опытом содержат в той же комнате при том же 
освещении (т. е. расстоянии от лампы) в течение 0,5—1,0 ч. Каждого 
комара (сытых самок) сначала сажают в контрольный экспозиметр 
(та же бумага, но без инсектицида), где выдерживают 3 мин, а затем в 
течение 10 мин подсчитывают число взлетов. Комары, взлетевшие в 
контроле 2 и более раз, выбраковываются как спонтанно раздражи­
мые. Обычно таких мало. Причиной спонтанной раздражимости 
могут быть травмы комаров при пересадке или неблагоприятные 
условия (при массовой раздражимости). Спокойных комаров (не 
было взлётов или 1 случайный взлёт без ползания по бумаге) по од­
ному пересаживают в опытный экспозиметр с бумагой, обработан­
ной инсектицидом, и после 3 мин начинают подсчёт взлетов, про-
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должающийся 10 мин. Отмечают также «хождение» комара по бума­
ге, что тоже говорит о раздражимости. В опыте должно быть исполь­
зовано не менее 50 особей. По окончании опыта подсчитывают рас­
пределение особей по степени раздражимости. Для подвальных ко­
маров Сх. pipiens опыты по раздражимости также важны, поскольку 
при некачественной обработке (с огрехами) комары, обладающие 
раздражимостью, выбирают, для посадок необработанные инсекти­
цидом места [67,72].

6.2.1.10. Метод изучения проявления нокдаун-эффекта 
у насекомых под действием инсектшщдов

Сравнительную оценку проявления нокдауна проводят экс­
пресс-методом. Метод основан на измерении времени, проходя­
щего от обработки насекомых до наступления состояния нокдауна 
(ТН100, мин -  среднее по повторностям для 100 % особей, ТН50 — 
среднее по повторностям для первых 50 % особей). На необездви- 
женных тараканов или 5—6-дневных имаго комнатных мух нано­
сят по 1 мкл ацетоновых растворов инсектицидов. Затем насеко­
мых помещают в чистые стеклянные емкости с вертикальными 
стенками стаканы или пробирки.

Нокдаун считают зафиксированным, когда насекомое не мо­
жет удержаться на вертикальной стенке сосуда. В опыте применяют 
3—5 концентраций инсектицидов, различающихся в 2—10 раз. 
Повторность опыта 3—5-кратная, на каждую повторность исполь­
зуют 10 насекомых. Учет времени наступления состояния нокдауна 
ведут индивидуально, рассаживая насекомых по одной особи в 
пробирку. При работе с тараканами время наступления состояния 
нокдауна определяют отдельно у самцов и самок. Показателем на­
ступления состояния нокдауна у насекомых служит неспособность 
их ползти вверх по поверхности стекла, переворачивание на спину 
и нарушение координации движений. Отмечают время в минутах 
от нанесения инсектицида до проявления первых признаков отрав­
ления (гиперактивность, нарушение координации движений) и на­
ступления состояния нокдауна (глубокий паралич). Учитывают ди­
намику отравления обработанных насекомых (% пораженных на­
секомых) в течение 24—96 ч в зависимости от вида. Для характерис­
тики состояния нокдауна (обратимый, необратимый) строят гра­
фик. Построение графика ведут в полулогарифмических коорди­
натах, на оси абсцисс откладывают время наступления нокдауна 
(логарифмическая шкала), по оси ординат % пораженных насеко­
мых. В том случае если состояние нокдауна является обратимым, % 
пораженных насекомых уменьшается во времени. Если состояние 
нокдауна является необратимым — насекомые полностью погибают.
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6.2,2. Метод изучения двигательной активности 
и расселения популяционных группировок 

синантротых тараканов
Для исследования воздействия биологически активных ве­

ществ (инсектицидов, репеллентов, аттрактантов, феромонов), а 
также абиотических (температура, влажность, освещенность, 
магнитное поле) и биотических (плотность популяции, межвидо­
вая конкуренция) факторов применяется метод изучения двига­
тельной активности и расселения насекомых, который позволяет 
наблюдать поведенческие реакции тараканов как на индивиду­
альном уровне, так и на уровне сформированных популяционных 
группировок в течение длительного времени, соизмеримого со 
сроком жизни нескольких поколений наблюдаемого объекта. В 
ходе опыта возможно наблюдение за перемещением и направле­
нием расселения насекомых, динамикой пространственной и воз­
растной структуры популяционных группировок тараканов, вли­
янием на все эти процессы различных биологически активных ве­
ществ [64].

Устройство дм  наблюдения за поведением насекомых. Устрой­
ство представляет собой сборную конструкцию из унифицирован­
ных модулей трех типов: боксов, лабиринтов и убежищ. Размеры, 
материал и число используемых в работе модулей зависят от кон­
кретного объекта исследований. Все модули и соединяющие их пе­
реходники изготовляют из прозрачного оргстекла по следующим 
размерам: боксы -  200 х 200 х 200 мм, лабиринты -  200 х 200 х 
х 40 мм, убежища -  20 х 20 х 40 мм. Боксы снабжают донными 
кормушками и поилками, лабиринты — крышками, а убежища — 
съемными светонепроницаемыми чехлами. Боксы и лабиринты 
устанавливают на ножках. Боксы и лабиринты должны иметь квад­
ратные боковые отверстия для подсоединения друг к другу при по­
мощи переходников двух размеров: 20 х 20 х 20 мм и
20 х 20 х 60 мм. Разные части установки моделируют соответству­
ющие участки естественных биотопов синантропных тараканов: 
боксы — относительно большие открытые участки; лабиринты — 
пути перемещения между открытыми участками, имитирующие 
щели и трещины в стенах помещений и коммуникации, по кото­
рым эти насекомые мигрируют как с этажа на этаж, таки между по­
мещениями в пределах одного этажа в здании; убежища — замкну­
тые участки скопления насекомых. Благодаря использованию уни­
фицированных модулей можно собирать опытные лабораторные 
установки разных типов в зависимости от конкретных задач. На 
рис. 6 1 показана схема крестообразной модификации опытной 
установки, позволяющей одновременно изучать влияние на жизнь
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подопытной популяционной группировки нескольких факторов 
(биологически активные вещества, освещенность, температура, 
влажность, магнитное поле, наличие корма и воды и т. д.). В то же 
время при изучении двигательной активности, закономерностей 
расселения и образования дочерних популяционных группировок, 
а также влияния друг на друга популяционных группировок разных 
видов при совместном обитании в локальном биотопе, может быть 
использована с большей эффективностью линейная модификация 
установки (рис. 6.2), состоящая из чередующихся боксов и лаби­
ринтов и позволяющая создать значительную длину суммарного 
пробега между ее концами на небольшой площади. С этой целью 
используют лабиринты, разделенные перегородками на опреде­
ленное число участков. Один лабиринт обеспечивает длину пробе­
га 2 м, а при включении в конструкцию четырех боксов и шести ла­
биринтов общая длина пробега составляет 13 м при собственной 
длине установки чуть более 2 м .

Работа с устройством. В центральном или начальном (в ли­
нейной модификации) боксе (рис. 6.1-1; 6.2-1) закрывают отвер­
стия в боковых стенках и помещают воду в поилку (рис. 6.1-2; 
6.2-2), а пищу — в кормушку (рис. 6.1-3; 6.2-3). К боксу подсоеди­
няют убежище (рис. 6.1-4; 6.2-4), затемненное чехлом (рис. 6.3-4), 
который во время наблюдения за насекомыми снимают. На внут­
реннюю поверхность боковых стенок бокса вверху наносят полосу 
вазелинового масла шириной около 2 см, препятствовавшую вы­
ползанию насекомых. В боксе формируют опытную популяцион­
ную группировку с требуемой численностью насекомых, которых 
при необходимости метят. Затем к боксу подсоединяют лабиринты 
(рис. 6.1-6; 6.2-6; 6.4) с крышками (рис. 6.4-2) и остальные боксы. 
Перед началом опыта проходы открывают, освободив отверстия в 
боковых стенках. Насекомым предоставляют возможность свобод­
ного перемещения, расселения, выбора предпочитаемых условий в 
пределах всего устройства. В запланированные сроки отмечают по­
ложение насекомых в тех или иных участках устройства, которые 
предварительно нумеруют.

Меченые насекомых. Индивидуальное мечение тараканов про­
водят следующим образом: а) отлавливают имаго из бокса, в кото­
ром была сформирована опытная популяционная группировка, в 
отдельные пробирки; б) охлаждают насекомых при температуре 
-11,5— 15,0 °С в течение 1—2 мин; в) тонкой кисточкой нано 
сят метку белой эмалью на переднеспинку или переднюю пару 
крыльев насекомого; г) возвращают тараканов в бокс, где проходи­
ла адаптация насекомых, когда подсыхает метка. Для того чтобы 
можно было следить за перемещениями и скоплениями не только 
имаго, но и личинок, в пищу и воду добавляют красители, которые
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Рис. 6.1. Схема крестообразной 
модификации опытной установки: 

3 -  центральный бокс; 2 ~  поилка;
3 -  кормушка; 4 -  убежище;

5 -  переходник; 6 -  лабиринт;
7 -  периферийный бокс

з

Рис. 6.3. Поперечное сечение 
убежища в месте его соединения с 

боксом А-А на рис. 1:

Рис. 6.2. Схема линейной 
модификации опытной 

установки:
1 -  начальный бокс (остальные 

обозначения, как на рис. 6.1)

1 — стенка бокса;
2 -  убежище; хорошо окрашивают экскре-

з -  переходник; менты и не оказывают отрица-
4 -  светонепроницаемый ч ехол  тельного воздействия на тара­

канов: нейтральный красный, 
метиловый зеленый, бромфеноловый синий и тортразин.

Определение подвижности и расселительной способности имаго 
тараканов. Местоположение индивидуально помеченных тарака­
нов фиксируют один раз в день в 10 ч утра. За весь период жизни 
конкретного насекомого получают последовательную запись его
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местоположений в тех или 
иных участках устройства. 
Затем просчитывают сум­
марное количество пере­
мещений, совершенных 
тараканом от одной точки 
регистрации до другой. 
Разделив эту величину на 
число дней наблюдения, 
получают значение инди­
видуальной подвижности 
особи, измеряемое в пере­
мещениях в день. Для по­
лучения величины инди­
видуальной расселитель- 
ной способности выделя­
ют активный период жиз­
ни каждой особи, который 

определяют по морфологическим изменениям, связанным со ста­
рением организма (укорочение и скручивание антенн, скручива­
ние «лодочкой» крыльев, высокая «стойка» на конечностях) и отсу­
тствием перемещений (или единичными перемещениями) от од­
ного дня наблюдений к другому в течение длительного периода. 
Разделив число перемещений за активный период на число дней на­
блюдений, получают значение индивидуальной расселительной спо­
собности особи, также измеряемое в перемещениях в день [64,72].

Рис. 6.4. Поперечное сечение лабиринта 
в месте его соединения с боксом (Б-Б на 

рис. 1): 1 -  стенка бокса; 2 -  крышка 
лабиринта; 3 -  боковая стенка лабиринта;

4 — внутренняя перегородка лабиринта;
5 -  переходник

6.2.3. Методы изучения акарицидной активности 
действующих веществ

Оценка биологической активности акарицидов может быть 
проведена на активных нетравмированных самках различных ви­
дов иксодовых клещей. Предпочтительнее использовать для опы­
тов виды, имеющие наибольшее распространение и эпидемиоло­
гическое значение. Например, для Российской Федерации самыми 
эпидемиологически значимыми видами являются таёжный 
(/. persulcatus) и лесной (/. ricinus) клещи, являющиеся основными 
переносчиками возбудителей клещевого энцефалита и иксодового 
клещевого боррелиоза. Желательны, но не обязательны, дополни­
тельные испытания в отношении самцов клещей и видов, являю­
щихся второстепенными переносчиками. При необходимости ис­
следования проводятся на нескольких видах клещей, отличающих­
ся биологией, географическим распространением и чувствитель­
ностью к акарицидам. Предпочтительнее испытания проводить в 
период высокой активности клещей в природе и использовать са-
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мок природной популяции. Собирать самок с растительности сле­
дует не более чем за сутки до проведения опытов и хранить их в 
пробирках дифференцированной влажности или во влажных бин­
тах при температуре (12 ± 2) °С. Возможно использование самок 
лабораторного разведения после проверки их двигательной актив­
ности и агрессивности.

Методы оценки общетоксического действия акарицидов 
описаны в п. 6.2.1.1 и 6.2.1.3. Ниже приведены методы, разрабо­
танные специально для оценки действия акарицидов на иксодо- 
вых клещей [57] .

Метод определения скорости наступления состояния нокдауна и 
высоты подъема клещей по обработанной ткани. Данный метод це­
лесообразно использовать для оценки активности акарицидов, 
проявляющейся в первые 15 мин воздействия. Такие данные необ­
ходимы для решения вопроса о перспективности вещества как ак­
тивной субстанции в средствах индивидуальной защиты людей от 
нападения иксодовых клещей.

В опытах используют тест из хлопчатобумажной бязи, пред­
ставляющий собой ленту 10 х 70 см, на которую на расстоянии 
10 см от края (далее — отметка 0) наносятся карандашом отметки 
длины вплоть до 60 см. Тесты размещают горизонтально на невпи­
тывающей поверхности (стекло, керамическая плитка и т. д.). На 
опытный тест из пипетки равномерно на участок ленты, начиная от 
отметки 0 до 10 (площадь обрабатываемого участка 100 см2), нано­
сят 1 мл 1 %-го ацетонового раствора изучаемого вещества. Кон­
трольный тест обрабатывают аналогично, используя ацетон. После 
испарения растворителя все тесты развешивают в лаборатории в 
одинаковых контролируемых условиях температуры, влажности, 
освещенности.

Опыты проводят в день обработки. Рабочий стол должен быть 
освобожден от лишних предметов и застелен белой бумагой, что 
уменьшит вероятность потери клеща. Тесты закрепляют под углом 
70е.к горизонту. Клещей по одному помещают на 5 см ниже нуле­
вой отметки и наблюдают за их передвижением вверх по ткани, до­
полнительно стимулируя их пальцем наблюдателя, который дер­
жат на расстоянии 0,5 см от гипостома. Время регистрируют с по­
мощью секундомера. На контрольном тесте самки таёжного клеща 
при температуре (22 ± 2) °С должны за две минуты проходить путь 
не менее -25—30 см. На опытном тесте регистрируют время от мо­
мента пересечения клещом нижней черты обработанного участка 
до отпадения клеща с теста, что соответствует времени наступле­
ния состояния нокдауна (КТ, мин). Часто полезным является вы­
полнение рисунков, отражающих перемещение клещей по тестам. 
Отпавших клещей помещают в 70 %-й раствор этилового спирта с
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целью их консервации или продолжают дальнейшее наблюдение за 
ними. Опыт проводят не менее чем с 30 самками. Рассчитывают 
среднее значение времени наступления состояния нокдауна КТ,,, в 
минутах и статистическую ошибку. Одновременно с определением 
КТср регистрируют максимальную высоту подъема клеща по тесту. 
Рассчитывают среднее значение этого показателя в сантиметрах 
МВ,,, и статистическую ошибку. Целесообразно сопоставить полу­
ченные данные по акарицидной активности веществ с приведен­
ными в выполненных ранее аналогичных работах.

Метод определения скорости присасывания клещей. Данный ме­
тод позволяет оценить изменение агрессивности иксодовых кле­
щей по отношению к теплокровному животному, обусловленное 
воздействием акарицида. Известно, что многие акарициды облада­
ют свойством ускорять присасывание клещей к теплокровным 
организмам.

На тщательно выстриженную спину лабораторного кролика 
коллодием или другим не токсичным для кожи клеем приклеивают 
рядом 4 стеклянных цилиндра (диаметр 3, высота 4 см). Один ци­
линдр является контрольным, а три — опытными. Сначала в кон­
трольный цилиндр запускают 5 самок, ползавших до этого в тече­
ние 2 мин на необработанном контрольном тесте. Верхнее отвер - 
стие цилиндра затягивают мелкосетчатым материалом, закрепляя 
его резиновым кольцом. Время от запускало присасывания каждой 
самки к кролику регистрируют с помощью секундомера.

В каждый из опытных цилиндров запускают по 5 самок сразу 
после их контакта с обработанной поверхностью теста. Время кон­
такта должно равняться 1 / 2  КТ,,,. Контроль и опыт повторяют 
трижды. Рассчитывают среднее значение времени присасывания 
самок в контроле, опыте и отношение этих показателей, которое 
называется индексом скорости присасывания ИСП:

ИСП = —  , где 14
Го

Vk — средняя скорость присасывания клещей в контроле, 
мин;

К0 -  средняя скорость присасывания клещей в опыте, 
мин.

Целесообразно сопоставить полученные данные с приведен­
ными в выполненных ранее работах.
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6,2А. Методы изучениярепеллентной активности веществ 
по отношению к кровососущим насекомым и клещам

Изучение веществ, обладающих репеллентной активностью в 
отношении членистоногих, проводят в два этапа. На первом этапе 
определяют уровень репеллентной активности 5, 10 и 20 %-х рас­
творов вещества в этиловом спирте в отношении стандартных ла­
бораторных культур комаров Ае. aegypti и блох X. cheopis. Исследо­
вания проводят в сравнении с эталоном, в качестве которого реко­
мендуется широкоизвестный репеллент диэтилтолуамид ДЭТА в 
аналогичных концентрациях. На втором этапе изучают спектр ре- 
пеллентного действия отобранных веществ в разных концентраци­
ях по отношению к природным популяциям различных видов насе­
комых и клещей. Поскольку токсичность отбираемых веществ, как 
правило, не изучена в полном объеме, для опытов используют спе­
циальные ольфактометры. Преимущество рекомендуемых ольфак- 
тометров состоит в том, что можно одновременно испытывать не­
сколько веществ с неизвестной токсичностью, эталон и контроль. 
Репеллентную активность токсикологически изученных репеллен- 
тных веществ после соответствующего заключения о безопасности 
нанесения на кожу человека целесообразно изучать в виде раство­
ров в этиловом спирте при нанесении на кожу добровольцев.

Метод определения репеллентной активности веществ по отно­
шению к лабораторной культуре комаров в ольфактометре. Метод 
основан на реакции бегства комаров при возбуждении и их стрем­
лении лететь к свету. Изучается дистантное репеллентное действие 
веществ на комаров.

На полоски фильтровальной бумаги или ткани бязь разме - 
ром 2 х 6 см наносят 0,12 мл 5—20 %-х растворов испытуемых сое­
динений или 0,5 %-х растворов синтетических и натуральных ду­
шистых веществ. После полного высыхания, тесты помещают в 
ольфактометр. Каждую концентрацию испытывают в трех повтор­
ностях. Контрольные полоски пропитывают 0,12 мл растворителя. 
Для опытов используют ольфактометр, основная часть которого 
состоит из цилиндрической камеры высотой 12 см и диаметром 
30 см. Камера имеет по окружности 24 отверстия, в которые впаяны 
трубки диаметром 2,5 см длиной 6—8 см. Трубки имеют боковые 
отводки, а на конце Т-образные стеклянные приемники, в которые 
через трубки вылетают насекомые. Один конец приемников за­
крывают мельничным газом, другой — пробкой. Внутрь боковых 
отводов трубок вкладывают полоски тестов, пропитанные раство­
ром изучаемого вещества. Внутри камеры имеется подвижная ци­
линдрическая шторка высотой 6 см, плотно прилегающая к стен­
кам ольфактометра. При движении шторки вверх-вниз одновре-
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менно закрываются или открываются боковые отверстия приемни­
ков с изучаемыми веществами, позволяя или препятствуя комарам, 
находящимся в камере, залететь в трубки и реагировать на пары ре­
пеллентов. Ольфакгометр помещают в специально оборудованный 
бокс, где поддерживают оптимальные для комаров условия: темпе­
ратуру воздуха (26 ± 1 ) °С и относительную влажность 60—70 %, и в 
котором имеется постоянный источник света — лампа в 150 вт 
500 голодных комаров помещают в камеру ольфактометра, откры­
вают, опуская шторку, боковые отверстия, включают электромо­
тор и лампу, расположенную над камерой. Камера медленно вра­
щается вокруг оси для выравнивания освещения. Экспозиция — 
15 мин. За это время основная часть насекомых покидает камеру и 
распределяется по трубкам. Для подсчета насекомых, находящихся 
в трубках, шторку закрывают, а насекомых усыпляют эфиром. Сте­
пень отпугивающего действия вещества определяют по числу ко­
маров, залетевших в трубки с обработанными и контрольными по­
лосками, и вычисляют КОД по формуле 12.

При определении длительности отпугивающего действия об­
работанные полоски испытывают каждые 3—5 суток вплоть до 
утраты ими репеллентных свойств, когда КОД становится ниже 
70 %. При изучении быстро испаряющихся веществ (душистые ве­
щества и др.) опыты следует проводить ежедневно.

Метод определениярепементной активности веществ по отно­
шению к лабораторной культуре блох в олъфактометре. Метод осно­
ван на способности голодных блох вспрыгивать и оставаться дли­
тельное время на колеблющихся полосках бумаги или ткани. Изу­
чается контактное репеллентное действие веществ.

На полоски фильтровальной бумаги или ткани бязь разме - 
ром 1,5 х 14,5 см наносят 0,2 мл 5—20 %-х растворов испытуемых 
веществ или 0,5—1,0 %-х растворов синтетических и натуральных 
душистых веществ. Через сутки тесты помещают в специальный 
ольфакгометр. Каждую концентрацию испытывают в трех повтор­
ностях. Контрольные полоски пропитывают 0,2 мл растворителя.

Опыты проводят в ольфактометре, который представляет со­
бой цилиндрическую камеру с внутренним цилиндром. На оси под 
верхней крышкой расположен вращающийся диск. На диске по 
окружности имеются 24 отверстия, куда вставляют стеклянные 
трубки с развернутым верхним краем, внутренним диаметром не 
менее 15 мм. Высота внешнего цилиндра — 15 см, диаметр — 25 см, 
внутреннего — 15 см и 17 см соответственно. Трубки висят между 
стенками наружного и внутреннего цилиндров.

При проведении опыта обработанные и контрольные полоски 
помещают в трубки ольфактометра, чередуя 1 контрольный с
4—5 обработанными, и закрывают сверху пробками. На дно каме-
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ры между внешним и внутренним цилиндрами помещают 500 го­
лодных блох. Экспозиция — 20 мин. Для равномерного распределе­
ния насекомых диск с трубками вращают с помощью мотора со 
скоростью Юоб./мин. Насекомые покидают камеру прибора и рас­
пределяются по полоскам в трубках. По окончании экспозиции 
мотор выключают, трубки быстро извлекают из прибора, помеща­
ют в пробирки, расположенные в штативе, блох усыпляют и под­
считывают.

Степень отпугивающего действия веществ определяют по со­
отношению числа блох, оставшихся на обработанных и контроль­
ных полосках. Коэффициент отпугивающего действия КОД вы - 
числяютпо формуле 12. При определении длительности отпугива­
ющего действия обработанные полоски испытывают каждые 
3—5 суток вплоть до утраты ими репеллентных свойств, когда КОД 
становится ниже 70 %. При изучении быстро испаряющихся 
веществ (душистые вещества и др.) опыты следует проводить 
ежедневно.

Метод определения репеллентной активности веществ по отно­
шению к иксодовым клещам на тестах ткани. Метод основан на от­
рицательном геотаксисе (стремлении ползти вверх), свойственном 
многим видам иксодовых клещей и, в частности, представителям 
рода Ixodes. В опытах используют тесты из хлопчатобумажной тка­
ни бязи, которые представляют собой ленты 10 х 70 см, на кото­
рых на расстоянии 10 см от края (далее -  отметка 0) отмечают ка­
рандашом участок участки, подлежащийщие обработке репел 
лентом. Тесты размещают горизонтально на невпитывающей по­
верхности (стекло, керамическая плитка и т. д.). На опытный тест 
из пипетки равномерно на определенные участки ленты наносят 
растворы изучаемого вещества в этиловом спирте. Эталонный тест 
обрабатывают аналогично опытному, используя раствор ДЭТА. 
Контрольный тест обрабатывают растворителем. Через 15 мин по­
сле обработки тесты развешивают вертикально для просушки в ла­
боратории в одинаковых контролируемых условиях температуры, 
влажности, освещенности. Опыты начинают после полного высы­
хания тестов через 1—2 ч после обработки.

Подготовленные к испытанию тесты закрепляют под углом 70° 
к горизонту. Клещей по одному помещают на 5 см ниже нулевой от­
метки и наблюдают за их передвижением вверх по ткани, дополни­
тельно стимулируя их пальцем наблюдателя, который держат на рас­
стоянии 0,5 см от гипостома. Контрольный тест все клещи должны 
проползать без остановки. При испытаниях опытного и эталонного 
тестов регистрируют число клещей, проползших обработанную зону 
(или зоны). После испытаний клещей помещают в 70 %-й раствор 
этилового спирта с целью их консервации или продолжают дальней-
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шее наблюдение за ними. Каждый опыт проводят не менее чем с 30 
самками. Результаты опытов сопоставляют с результатами испыта­
ний эталонного теста. КОД, рассчитанный на основании данных ис­
пытаний в день обработки, характеризует острое действие репеллен- 
тного вещества. Для определения длительности репеллентного де­
йствия (ДРД) испытания повторяют ежедневно до тех пор, пока 
КОД сохраняется равным или выше 90 %.

Возможно два варианта обработки тестов: по отсекающей кон­
центрации и по градиенту концентраций. В первом случае исполь­
зуется тест, на котором на расстоянии 10 см от края (отметка 0) от­
мечают карандашом полоску длиной 10 см (площадь 100 см2). На 
опытный тест из пипетки равномерно на отмеченный участок лен­
ты наносят 1 мл 20 %-го раствора изучаемого вещества в этиловом 
спирте. Эталонный тест обрабатывают аналогично опытному, ис­
пользуя раствор ДЭТА. Рассчитывают КОД, который в данном слу­
чае равен % клещей, не проползших обработанную зону от числа 
клещей в опытном варианте. Это наиболее простой вариант прове­
дения опытов, удобный при необходимости за короткий отрезок 
времени испытать много веществ.

Градиент концентраций создают обрабатывая зоны по 5 см 
(площадь 50 см2) одним миллилитром 5—10—20—40 %-х растворов 
репеллента в этиловом спирте. Первая обработанная зона начина­
ется от отметки 0. Обработанные зоны чередуют с контрольными 
необработанными полосами по 10 см.

Контрольный тест обрабатывают, используя только раствори­
тель. После испарения растворителя все тесты развешивают в лабо­
ратории в одинаковых контролируемых условиях температуры, 
влажности, освещенности. Опыты проводят в день обработки. Тес­
ты закрепляют под углом 70° к горизонту. Клещей по одному поме­
щают на 5 см ниже первой обработанной полосы и наблюдают за их 
передвижением вверх по ткани, дополнительно стимулируя их 
пальцем наблюдателя, который держат на расстоянии 0,5 см от ги­
постома. На контрольном тесте, как правило, все клещи прополза­
ют отмеченную зону. При испытаниях опытного и эталонного тес­
тов регистрируют число клещей, проползших каждую обработан­
ную зону. Отмечают поведение клещей при пересечении обрабо­
танных полос. Определяют наименьшую концентрацию, отпугива­
ющую клещей. Удовлетворительными репеллентными свойствами 
обладает та концентрация, при которой обработанное простран­
ство пересекают не более 10 % клещей от числа взятых в опыт.

После испытаний клещей помещают в 70 %-й раствор этилово­
го спирта с целью их консервации или продолжают дальнейшее на­
блюдение за ними. Опыт проводят не менее чем с 30 самками [72].
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Определениерепеллентной активности веществ по отношению к 
природным популяциям кровососущих двукрылых методом ольфакто- 
метрии. В опытах используют природные популяции кровососу­
щих двукрылых, доминирующих в данной климатической зоне. 
Конструкция ольфактометра аналогична описанной выше, но его 
размер и число трубок зависят от того, сколько веществ одновре­
менно исследуется и по отношению к каким видам насекомых. При 
проведении опытов на комарах и слепнях используют ольфакто- 
метр, состоящий из 12-канальной камеры емкостью 1 л и Т-образ- 
ных трубок диаметром 2,5—3,0 см, длиной 8—10 см. При проведе­
нии опытов на мошках и мокрецах используют ольфактометр с ка­
мерой объемом 0,5 л и трубками диаметром 1,5 см и длиной 8 см.

Принцип работы ольфактометра такой же, как и в лаборатор­
ных опытах. Полоски фильтровальной бумаги или бязи пропиты­
вают изучаемым препаратом или раствором вещества. Поскольку 
отпугивающие свойства веществ и реакция на них насекомых из­
меняются под влиянием различных факторов, в каждый опыт обя­
зательно включают эталон ДЭТА и контроль. Каждое вещество 
изучают в 3 повторностях. Контрольными служат полоски 
фильтровальной бумаги или бязи, пропитанные растворителем.

Насекомых для опытов собирают в ловушки или сачками. Что­
бы насекомых меньше травмировать при сборах сачки снабжают 
приемником — трубкой, вставленной в узкий конец сачка. В 
ольфактометр помещают 500 мошек или мокрецов, 100 комаров 
или 50—100 слепней. В период постановки опытов регистрируют 
температуру, влажность воздуха, освещенность.

Коэффициент отпугивающего действия КОД определяют по 
соотношению числа насекомых, залетевших в контрольные трубки 
и трубки с обработанными тестами (формула 12). Соединения и 
препараты, у которых установлен широкий спектр отпугивающего 
действия при КОД не менее 90 %, отбирают для проведения 
испытаний на обработанной ткани [72].

Метод определения репеллентной активности веществ по отно­
шению к природным популяциям кровососущих двукрылых при обра­
ботке ткани. Полоски марли размером 20 х 50 см площадью 
1 000 см2 пропитывают 10—20 %-ми спиртовыми растворами ре­
пеллентов из расчета 20 г на 1 м2 ткани.

Первое определение отпугивающего действия тестов проводят 
через сутки после обработки, последующие — один раз в 
3—5—7 дней. В промежутках между опытами тесты хранят в верти­
кальном положении на открытом воздухе под навесом в условиях, 
обеспечивающих свободное испарение вещества.

Испытания проводят в местах массового нападения кровосо­
сущих насекомых. До начала исследований и в период проведения
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опытов проводят учеты численности насекомых и их сбор (сачком 
или эксгаустером) для определения доминирующих видов, регист­
рируют метеорологические факторы (температура и влажность 
воздуха, сила ветра, освещенность, давление). Интенсивность на­
падения кровососов на человека определяют путем подсчета числа 
насекомых, севших на обнаженное предплечье голень испытате - 
ля в течение 20 мин (4 раза по 5 мин) через каждый час в период 
суточной активности кровососущих насекомых.

Эффективность репеллента определяют в часы максимальной 
активности доминирующих видов при интенсивности их нападе­
ния на обнаженное предплечье голень испытателя не менее 
25—30 особей за 5 мин. Испытания проводят не менее 3 человек 
(один испытывает опытный образец, второй — эталон, третий -  
контроль). Испытатели с опытной и эталонной полосками ткани 
располагаются с подветренной стороны от контрольного на рассто­
янии не менее 5 м от него и друг от друга в условиях равномерного 
освещения. Полоски ткани размещают на обнаженном предплечье 
голени и подсчитывают число кровососов, садящихся на них в 
течение 15 мин три раза по 5 мин.

Величину релеллентного действия препарата определяют по 
показателю КОД. Острое репеллентное действие характеризует 
КОД, установленный в 1-е сутки после обработки тестов. В качес­
тве эталона используют ДЭТА в аналогичной концентрации.

Определение длительности репеллентного действия обрабо­
танной ткани проводят периодически в течение 1—3 месяцев. Ве­
щество считают неэффективным, когда его КОД опускается ниже 
70%.

6.3. Методы определения активности инсектицидных средств
6.3.1. Методы оценки эффективности инсектицидных средств, 

предназначенных для борьбы с нелетающими 
синантропными насекомыми

Метод оценки активности липкой ловушки без инсектицидов в 
виде домиков для борьбы с тараканами. Оценка эффективности лип­
ких ловушек проводится на рыжих тараканах инсектарной культу­
ры.

Для этого используется бокс из оргстекла 20 х 20 х 30 см или 
жестяные полигоны 60 х 40 х 15 см, на верхнюю часть внутренней 
поверхности которых нанесена полоска вазелина шириною 2 см, 
препятствующая выползанию насекомых. В бокс полигон поме - 
щают по 20 самок, 20 самцов и 80 личинок 2—4-го возрастов. Сни­
мают бумагу и освобождают липкую поверхность ловушки. Вскры­
вают пакетик с пищевой приманкой и помещают ее в центре ло-
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вушки (если приманка не находится в ловушке под защитной бума­
гой) . Ловушку помещают в центре бокса полигона, в боксе (поли - 
гоне) располагают поилку с водой и альтернативное укрытие. Уче­
ты эффективности проводят через 1—5 ч, и далее через 1, 2, 7 и 
14 дней и далее при необходимости. Повторность опыта трехкрат­
ная. Параллельно ставят контрольный вариант: в бокс полигон 
помещают альтернативный корм на подложке (кусочек белого хле­
ба с подсолнечным маслом), поилку с водой и альтернативное 
укрытие.

Показатели эффективности: средняя уловистость на 7-е сут­
ки -  не менее 92 %; на 14-е сутки -  не менее 97 %; ресурс ловуш­
ки — 1 рыжий таракан/см2; срок действия не менее 15 суток.

Метод оценки активности инсектицидных пищевых приманок 
применяемых в борьбе с тараканами (в виде контейнеров — прима­
ночных станций, таблеток, шариков, брикетов, гранул, порошка, 
пасты, гелей и др.). Оценка эффективности пищевых приманок 
проводится на рыжих тараканах. Для этого используется боксы из 
оргстекла 20 х 20 X 30 см или стеклянные кристаллизаторы (D = 
30 см) или жестяные полигоны 60 х 40 х 15 см, на верхнюю часть 
внутренней поверхности которых нанесена полоска вазелина ши­
риною 2 см, препятствующая выползанию насекомых. Жестяные 
полигоны изнутри оклеивают бумагой. В бокс (кристаллизатор или 
полигон) помещают по 20 самок, 20 самцов и 80 личинок 2—4-го 
возрастов тараканов; после этого там же располагают контейнер 
или на подложке инсектицидную пищевую приманку массой 
0,5—3,0 г, поилку с водой и альтернативное убежище. Параллельно 
ставят контрольный вариант: в бокс (контейнер, полигон) помеща­
ют альтернативную приманку (кусочек белого хлеба с подсолнеч­
ным маслом), поилку и альтернативное убежище. Повторность 
опытов трехкратная, при температуре 20—22 °С и относительной 
влажности воздуха 50—70 %. Учет гибели ведут ежедневно. Для изу­
чения остаточного действия проводят подсадку новой эксперимен­
тальной группы насекомых через 7,14,21,28 и более суток. При ис­
пытании гелей опыты могут быть заложены в двух модификациях: 
а) нанесение геля в виде пунктирной линии по периметру сосуда 
(1,5 см геля с 4—10 см интервалом); б) помещение геля массой 
0,5—1,5 г на подложку.

Учет поедаемости геля приманки ведут путем ежедневного 
взвешивания подложки с гелем (приманки в контейнере) с точнос­
тью доО,001 г. Поскольку гель в первые несколько суток теряет вла­
гу, входящую в рецептуру, учитывают потерю массы средства в 
сравнении с массой контрольного варианта (гель в отсутствие тара­
канов) путем ежедневного взвешивания подложки с полоской геля.
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Показатели эффективности: а) ДВ — ФОС, карбаматы, пирет- 
роиды, фенилпиразолы фипронил: острое действие -  гибель на - 
секомыхна 2-е сутки не менее 70 %; длительность остаточного дей­
ствия — не менее 30 суток; б) ДВ — имидаклоприд (гель): острое дей­
ствие — гибель на 3-е сутки не менее 70 %; длительность остаточно­
го действия -  не менее 90 суток; в) ДВ -  гидраметилнон или другой 
гидразон, борная кислота, сульфофторамид, перфтороктансульфо- 
нат лития, тиаметоксам, авермекгины: острое действие -  гибель на
5-е сутки не менее 70 %, длительность остаточного действия -  не 
менее 90 суток; г) ДВ — борная кислота, бура гель: острое дей - 
ствие -  гибель на 5-е сутки не менее 70 %, длительность остаточно­
го действия — не менее 90 суток; д) ДВ — борная кислота, бура (жид­
кие приманки): острое действие -  гибель на 5-е сутки не менее 
70 %, длительность остаточного действия — не менее 10 суток.

Метод оценки активности средств в аэрозольных или беспропел- 
лентных упаковках по отношению к нелетающим членистоногим. 
Эксперименты проводят в камерах объемом 1 м3, снабженных вен­
тиляционной системой. Дно камеры выстилается фильтровальной 
бумагой. Температура в камере при проведении экспериментов со­
ставляет 22—25 °С при относительной влажности не менее 50 % и 
не более 70 %. Для характеристики эффективности средств в аэро­
зольных и беспропеллентных аэрозольных упаковок с механичес­
ким распылителем определяется острое действие и период остаточ­
ного действия.

Определение острого действия. Для определения острого дей­
ствия используют имаго рыжих, черных и американских тарака­
нов, которых помещают в 0,5-литровые емкости по 10 экземпляров 
(5 самок и 5 самцов), постельных клопов и их яйца 1 -4 -дневного 
эмбрионального развития помещают в стеклянные экспозиметры 
(Н = 5 см, D = 4,5 см), которые располагают на стеклах 10 х 10 см, 
покрытых фильтровальной бумагой.

Насекомых и поверхности орошают препаратом из баллона с 
высоты 20 см, направляя струю аэрозоля под углом 45° ко дну каме­
ры. Насекомых и поверхности удаляют из камеры через 10 мин по­
сле орошения. Насекомых переносят в чистую посуду. За их состо­
янием наблюдают, отмечая через 5,10,30 мин, 1,2,4чидалее ежед­
невно в течение 2—5 суток число насекомых без внешних призна­
ков паралича, парализованных и погибших. Энтомологическую 
оценку каждой рецептуры наполнителя аэрозольных баллонов или 
беспропеллентных упаковок проводят в 3 повторностях. Норма 
расхода препарата составляет 10—20 г на 1 м2 обрабатываемой по­
верхности в зависимости от состава рецептуры средства. Отклоне­
ние от средней величины расхода препарата не должно превышать
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5 %. Расход препарата определяют путем взвешивания баллона 
упаковки до и после опыта.

Определение остаточного действия. Для определения остаточ­
ного действия отложений аэрозоля в пяти точках дна камеры рас­
полагают тест-поверхности (стеклянные или из фанеры, или из 
других типов материалов размером 10 х 20 см). Эти обработанные 
поверхности после обработки и подсушки хранят в вертикальном 
положении при комнатной температуре и периодически на них 
проводят подсадку имаго рыжих тараканов и постельных клопов и 
т. п. для выявления длительности инсектицидного действия. Оста­
точное действие отложений аэрозолей определяют через 1,2 ,3  су­
ток и далее при наличии длительного остаточного действия через 
каждые 7 дней в течение 28 суток и более после контакта тараканов 
с обработанными поверхностями в течение 15 мин с помощью экс­
позиметров Набокова-Ларюхиной или в течение 1 ч и более в экс­
позиметрах с D = 85 мм согласно рекомендациям CSMA. Насеко­
мых после контакта с обработанными пластинками переносят в 
чистые сосуды и регистрируют их состояние в течение 24,48 и 72 ч в 
зависимости от химической структуры действующих веществ. 
Остаточное действие считают законченным, когда смертность на­
секомых составляет менее 50 % [72].

Показатели эффективности: острое действие — гибель тарака­
нов через 10 мин не менее 30 %, через 24 ч не менее 100 %, длитель­
ность остаточного действия — 5—60 суток.

Метод оценки активности пиротехнических средств, предназ­
наченных для борьбы с нелетающими насекомыми. Оценка эф­
фективности пиротехнических средств проводится на рыжих тара­
канах, крысиных блохах и постельных клопах инсектарной 
культуры.

На дно камеры объемом 2 м3 раскладывают по 5 тест-поверх- 
ностей из стекла и фанеры или других материалов в зависимости от 
цели эксперимента; в 5 точках поверхности дна камеры расставля­
ют емкости на 0,5 л, в которых помещено по 10 имаго тараканов 
(5 самок и 5 самцов), клопы в стеклянных экспозиметрах (Н — 5 см, 
D — 4,5 см). Во время испытаний температуру воздуха поддержива­
ют в режиме (22 ± 2) °С, чтобы избежать излишне возбуждающего 
или угнетающего влияния температуры, относительную влаж­
ность — в пределах 50—70 %.

На подложку из негорючих материалов помещают в камеру 
пиротехническое средство. Требуемое количество пиротехничес­
кого средства для опыта рассчитывают на камеру объемом 2 м \ 
Средство поджигают, камеру закрывают, выдерживают в течение 
2 ч, подсчет погибших насекомых проводят через 2 ч.
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Остаточное действие определяют путем подсадки рыжих тара­
канов, постельных клопов и крысиных блох в экспозиметрах на 
тест-поверхности через 2 и 24 ч после их обработки на 15 мин. В 
дальнейшем подсадки ведут через 3,5 ,7  суток и более в зависимос­
ти от длительности защитного действия средства. Учет гибели ведут 
через 24 ч.

В том случае если пиротехническое средство рассчитано на по­
мещения больших объемов, испытания следует проводить не в ка­
мере, а в модельных помещениях, поскольку нельзя нарушать 
строение средства. При нарушении меняется термодинамика и 
получаются искаженные результаты [72].

Показатели эффективности: острое действие — гибель тарака­
нов не менее 90 %, гибель блох не менее 100 %; остаточное дей­
ствие -  при подсадке на 3 сутки гибель тараканов, клопов, блох при 
учете через 24 ч не менее 90 %, длительность действия не менее 3 
суток.

Метод оценки активности инсектицидных дустов для нелетаю­
щих насекомых и имаго комнатных мух. Оценка эффективности ин­
сектицидных дустов проводится на рыжих тараканах и других неле­
тающих насекомых и комнатных мухах инсектарной культуры.

Различные навески дуста для выбора нормы расхода данного 
средства из расчета не на 1 м2, а на площадь тест-поверхности нано­
сят на пластинки из фанеры размером 10 х 20 см (площадь 
200 см2). Навеску дуста равномерно распределяют по площади 
пластинки. Насекомых подсаживают в экспозиметрах на обрабо­
танную поверхность на 30 сек, затем их переносят в чистые стака­
ны. Кратковременность выбранного контакта связана с тем, что 
дуст быстро налипает на насекомых, поэтому не следует увеличи­
вать экспозицию, поскольку дуст, находящийся на теле насекомого 
продолжает действовать после пересадки их в чистый стакан. При 
определении острого действия подсадку насекомых проводят сразу 
после нанесения дуста. Учет гибели ведут через 24—48 ч. При опре­
делении остаточного действия — насекомых подсаживают через 1,3 
и более суток после обработки поверхности до окончания инсекти­
цидного действия. Учет гибели насекомых после подсадки также 
ведут через 24—48 ч [72].

Показатели эффективности: острое действие — гибель тарака­
нов, мух, через 24 ч 100 %; длительность остаточного действия — 
7—90 суток.

Метод оценки активности инсектицидных карандашей, мелков, 
брусков. Используется в качестве тест-поверхности пластинка из 
фанеры размером 10 X 20 см (площадь 200 см2), которую взвеши­
вают и результаты записывают. Предварительно рассчитывают 
норму расхода для тестируемого средства не на 1 м2, а на площадь
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тест-поверхности, как указано выше. Инсектицидным каранда­
шом или бруском закрашивается тест-поверхность. Для контроля 
нормы расхода обработанную пластинку взвешивают. При необхо­
димости средство удаляют или же добавляют. При определении 
острого действия подсадку насекомых в экспозиметрах проводят 
сразу после нанесения средства на 30 с, затем их переносят в чистые 
стаканы. Учет гибели ведут через 24 ч. При определении остаточно­
го действия — насекомых подсаживают на 30 с через 1, 3 и более су­
ток после обработки поверхности до окончания инсектицидного 
действия. Учет гибели насекомых также ведут через 24—48 ч [72].

Показатели эффективности; острое действие -  гибель тарака­
нов через 24 ч 100 %; длительность остаточного действия — 
7—60 суток.

Экспресс-метод определения активности инсектицидных каран­
дашей, мелков, брусков для тараканов. Берется емкость (таз или 
кристаллизатор) диметром не менее 30 см. Из оберточной бумаги 
вырезаются круги, диаметр которых соответствует диаметру таза. 
На кругах производится предварительная разметка канцелярским 
карандашом: наносится 6 окружностей. Диаметр первой составля­
ет 4 см, диаметр каждой последующей увеличивается на 2 см. Эти 
бумажные круги взвешиваются и результаты записывают. Предва­
рительно рассчитывают площадь 3 концентрических полос на каж­
дом круге по формуле:

15

Для нашего примера упрощенный расчет выглядит так:
з ы

5  = ^ —- 142 +122 +102 - 8 2 + 6 2 -  4 2 =169,56 см2

В соответствии с рекомендуемыми нормами расхода инсекти­
цидного средства на 1 м2 обрабатываемой поверхности рассчитыва­
ется количество средства, наносимого на концентрические поло­
сы. Так, при норме расхода 5 г/м2 в рассматриваемом случае дол­
жно быть нанесено 85 мг средства. Далее инсектицидным каранда­
шом или мелком закрашиваются 3 концентрических полосы. Для 
контроля нанесенной нормы бумажные круги с нанесенным сре­
дством вновь взвешиваются. При необходимости средство удаляют 
или добавляют.

При определении острого действия в центр бумажного круга, 
помещенного в емкость, края которой смазаны вазелином, из про­
бирки выпускают 10 имаго рыжих тараканов (5 самцов и 5 самок).
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Тараканы разбегаются и прячутся под бумажный круг. При этом 
время контакта насекомых с обработанной поверхностью состав­
ляет 3—5 с. Затем круг аккуратно вынимают и собирают тараканов 
в чистые стаканы. Учет гибели ведут через 24 ч. Опыты ставят в 
3—5-кратной повторности.

При определении остаточного действия бумажные круги с на­
несенным средством хранят 3 и более суток в горизонтальном по­
ложении вдали от солнечных лучей. Для определения продолжи­
тельности остаточного действия описанный выше процесс повто­
ряют через 3 и более суток в зависимости от продолжительности 
остаточного действия или выбранных экспериментатором 
экспозиций [72].

Показатели эффективности: острое действие -  гибель тарака­
нов через 24 ч не менее 50 %; длительность остаточного действия — 
7—60 суток.

Метод оценки активности микрокапсулированных инсектицид­
ных средств для борьбы с нелетающими насекомыми, Оценка эффек­
тивности микрокапсулированных инсектицидных средств прово­
дится на разных видах насекомых инсектарных культур.

Образец средства интенсивно взбалтывается и на весах берется 
навеска для приготовления различных концентраций. Путем раз­
бавления водой готовятся необходимые концентрации. Опыты 
проводят на рыжих тараканах в камере объемом 1 м3, снабженной 
вентиляционной системой [64]. На дне камеры на площади 0,5 м3 
по постоянной схеме равномерно размещают в 5 точках по 10 эк­
земпляров рыжих тараканов (соотношение самок и самцов 1 : 1 )  
помещенных в сосуды объемом 0,5 л.

Для установления остаточного действия отложений средства 
образцы поверхностей (пластинки стекла и фанеры размером 
10 х 20 см помещают в камеры в количестве не менее 10 штук каж­
дой, поскольку остаточное действие может быть весьма про должи­
тельным (более 6 месяцев). Насекомых и поверхности орошают 
препаратом из пульверизатора или опрыскивателя типа «Росинка», 
или «Квазар» с высоты 20 см, направляя струю средства под углом 
45° ко дну камеры. Температура в камере во время опытов должна 
быть постоянной (22 ± 2) °С, относительная влажность — более 
50 %. Насекомых и поверхности удаляют из камеры через 10 мин 
после орошения. Норма расхода рабочей жидкости 50 мл/м2.

Насекомых переносят в чистую посуду. За их состоянием на­
блюдают в течение 5 ч, отмечая через 10, 30 мин, 1 ч и далее ежед­
невно в течение 5 суток число насекомых без внешних признаков 
паралича, парализованных и погибших. Расход препарата опреде­
ляют или предварительно беря 50 мл рабочей жидкости, или путем 
взвешивания опрыскивателя до и после проведения опрыскива-
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ния. Остаточное действие отложений средства определяют на 1-е, 
7-е сутки и далее с интервалом в 1—2 недели после обработки мето­
дом контакта тараканов с обработанными поверхностями в тече­
ние 15 мин в экспозиметрах до окончания инсектицидного де­
йствия. Насекомых после контакта с обработанными пластинками 
переносят в чистые сосуды и регистрируют их состояние через 
2 4 -4 8 ч  [72].

Показатели эффективности: острое действие -  гибель тараканов 
через 24 ч 100 %; длительность остаточного действия -  30—90 суток.

Метод оценки активности средств, применяемых методами 
опрыскивания (концентраты эмульсий, микро- и макроэмульсии, 
смачивающиеся и растворимые порошки, гели, формы флоу, сус- 
поэмульсии, водные растворы и др.) для борьбы с насекомыми. 
Оценка эффективности концентратов эмульсий, микро- и макроэ­
мульсий, суспоэмульсий, смачивающихся и растворимых порош­
ков, гелей, из которых готовят рабочие жидкости, флоу, водных 
растворов и т. п. для борьбы с насекомыми проводится на тарака­
нах и других насекомых инсекгарных культур. В том случае если 
средство предназначено для уничтожения определенного вида чле­
нистоногого, испытания проводят именно на этом объекте.

Образец средства, представленный для определения его актив­
ности, интенсивно взбалтывается и на весах берется навеска для 
приготовления серии концентраций. Путем разбавления водой го­
товятся необходимые концентрации. Опыты проводят на насеко­
мых в камере объемом 1 м3, снабженной вентиляционной систе­
мой. На дне камеры на площади 0,5 м2 по постоянной схеме равно­
мерно размещают в 5 точках по 10 экземпляров тараканов (соотно­
шение самок и самцов 1:1),  которых помещают в сосуды объемом 
0,5 л, постельных клопов и их яйца в экспозиметры, описанные 
выше.

Для установления остаточного действия отложений средства 
образцы поверхностей — пластинки стекла и фанеры размером 
10 х 20 см — помещают в камеры в количестве не менее 5 штук каж­
дой. Насекомых и поверхности орошают препаратом из пульвери­
затора или опрыскивателя типа «Росинка» или «Квазар» с высоты 
20 см, направляя струю средства под углом 45° ко дну камеры. Тем­
пература в камере во время опытов должна быть постоянной 
(22 ± 2) °С, относительная влажность — не менее 50 % и не более 
70%.

Насекомых и поверхности удаляют из камеры через 10 минут 
после орошения. Норма расхода рабочей жидкости из расчета 
50 мл/м2. Насекомых переносят в чистую посуду. За их состоянием 
наблюдают, отмечая через 10, 30 мин, 1 ч и далее ежедневно в тече­
ние 3 суток количество насекомых без внешних признаков парали-
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ча, парализованных и погибших. Расход препарата определяют или 
предварительно, беря 50 мл рабочей жидкости при обработке стек­
ла и 100 мл при обработке фанеры, или путем взвешивания опрыс­
кивателя до и после проведения опрыскивания.

Остаточное действие отложений средства определяют на 1-е, 
3-и, 5-е. 7-е сутки и более после обработки методом контакта тара­
канов с обработанными поверхностями в течение 15 мин (мух, 
блох — 5 мин) в экспозиметрах. Насекомых после контакта с обра­
ботанными пластинками переносят в чистые сосуды и 
регистрируют их состояние через 24—48 ч [72].

Показатели эффективности: а) инсектицидные концентраты 
эмульсий, растворы: острое действие — гибель членистоногих через 
24 или 72 ч 100 %, длительность остаточного действия — 7—30 су­
ток; б) инсектицидные смачивающиеся или растворимые порош­
ки, таблетки, суспоэмулъсии, флоу: острое действие — гибель чле­
нистоногих через 24 или 72 ч 100 %; длительность остаточного 
действия — 15—60 суток.

6.3.2. Методы оценки активности средств, применяемых 
для борьбы с муравьями

Особенность оценки средств для борьбы с муравьями заключа­
ется в том, что они подразделяются на неспецифические, которые 
уничтожают только рабочих особей, и специфические, которые 
уничтожают всю колонию.

Неспецифические средства для уничтожения муравьев. К неспе­
цифическим средствам относятся все препаративные формы инсек­
тицидов контактного типа действия, предназначенные для уничто­
жения комплекса нелетающих насекомых, оценку их активности в 
отношении рабочих особей муравьев проводят методом опрыскива­
ния по п. 6.2.1.2 или свободного контакта с обработанной поверх­
ностью по п. 6.2.1.4.

Специфические средства для уничтожения муравьев. Специфи­
ческими средствами для борьбы с муравьями являются инсекти­
цидные пищевые приманки (жидкие, в виде приманочных стан­
ций-контейнеров, порошка, гранул, пасты, геля и т. д.).

Метод определения инсектицидной активности приманок для 
рабочих особей муравьев. Прежде всего проводят оценку активности 
приманки в отношении рабочих особей муравьев (лабораторной 
культуры или природной популяции рыжих домовых муравьев или 
природной популяции другого синантропного вида муравьев).

Опыты проводят методом группового кормления в условиях 
альтернативного корма. Для этого в зависимости от типа приманки 
используют открытые чашки Петри, лабораторные стаканы, лю­
бые другие стеклянные или пластмассовые емкости, площадь дна
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которых превышает 50—60 см2. Края тщательно смазывают вазели­
ном. В емкость помещают поилку с водой (можно смоченную во­
дой вату), альтернативный корм на подложке, лист бумаги в виде 
неплотно свернутой трубочки (убежище для муравьев), инсекти­
цидную приманку (либо жидкость, которой смачивают вату, либо 
порошок, гранулы, пасту, гель и т. д. на подложке, либо контейнер 
с приманкой). После этого запускают по 100 рабочих особей му­
равьев. Параллельно ставят полностью аналогичный контрольный 
вариант, но без инсектицидной приманки.

Наблюдение за состоянием насекомых с учетом парализован­
ных погибших особей начинают через несколько минут после их 
внесения в емкость и продолжают в течение первых 1—3 ч, для того 
чтобы выявить неспецифические инсектицидные приманки, кото­
рые из-за своего очень быстрого действия на рабочих особей либо 
не достигают колонии, либо не распространяются в ней посре­
дством трофаллаксиса. Далее учет гибели проводят каждые 24 ч в 
течение 2—5 суток в зависимости от типа применяемого 
действующего вещества [72].

Показатели эффективности: а) ДВ — ФОС, карбаматы, пирет- 
роиды, фенилпиразолы фипронил: острое действие — гибель на 
2-е сутки не менее 70 %; длительность остаточного действия — не 
менее 30 суток; б) ДВ -  имидаклоприд гель: острое действие — ги­
бель на 3-и сутки не менее 70 %; длительность остаточного дей­
ствия -  не менее 90 суток; в) ДВ — гидраметилнон или другой гид- 
разон, борная кислота, сульфофторамид, перфтороктансульфонат 
лития, тиаметоксам, авермектины: острое действие — гибель на 
5-е сутки не менее 70 %; длительность остаточного действия -  не 
менее 90 суток; г) ДВ -  борная кислота, бура гель: острое де - 
йствие — гибель на 5-е сутки не менее 70 %; длительность остаточ­
ного действия — не менее 90 суток; д) ДВ — борная кислота, бура 
(жидкие приманки): острое действие -  гибель на 5-е сутки не менее 
70 %; длительность остаточного действия — не менее 10 суток.

Метод определения инсектицидной активности приманочньос 
станций в лабораторных условиях при отсутствии инсектарной 
культуры муравьев. Для определения инсектицидной активности 
приманочных станций при отсутствии инсектарной культуры му­
равьев отлов рабочих особей проводят в натурных условиях с по­
мощью эксгаустера. В качестве модельных объектов могут быть ис­
пользованы рыжие домовые муравьи Monomorium pharaonis L., а 
при невозможности их отлова в достаточном колличестве — чёрные 
садовые муравьи Lasius niger L. и или муравьи Myrmica rubra L.

Рабочих особей муравьев (по 100 экземпляров на повторность) 
помещают в стеклянную емкость (объемом 3 л), на верхнюю часть 
внутренней поверхности которой нанесена полоса вазелина шири-
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ной 2—3 см. В емкость устанавливают приманочную станцию. 
Опыты проводят при естественном световом режиме и комнатной 
температуре в 3 повторностях. В контрольных экспериментах ис­
пользуют либо аналогичную приманочную станцию с приманкой 
без ДВ (если таковая имеется), либо приманочную станцию с про­
извольной пищевой приманкой (мед, варенье, фарш). Учет 
погибших насекомых (острое действие) проводят на 1—5-е сутки (в 
зависимости от ДВ).

Метод определения инсектициной активности гелей и паст в ла­
бораторных условиях при отсутствии инсектарной культуры му­
равьев. Для определения инсектицидной активности гелей и паст 
рабочих особей муравьев (при отсутствии лабораторной культуры) 
отлавливают с помощью эксгаустера в помещениях или в условиях, 
приближенных к антропогенным. Насекомых помещают в пласти­
ковые стаканчики (диаметром 80 мм), которые сверху по внутрен­
ней поверхности смазывают вазелиновым маслом. На дно стакан­
чиков по окружности наносят тестируемый гель или пасту пун­
ктирными линиями (в виде штрихов или капель с выбранным ин­
тервалом в зависимости от Д В). Опыты проводят при естественном 
световом режиме и комнатной температуре в 3 повторностях. Для 
предотвращения выползания муравьев, кроме нанесения вазели­
нового масла стаканчики дополнительно прикрывают стеклом. 
Учет гибели насекомых проводят на 1—5-е сутки (в зависимости от 
ДВ). Остаточное действие проверяют при подсадке муравьев в ем­
кости, в которых был нанесен гель, как для острого действия.

Метод изучения активности инсектицидных средств на колони­
ях рыжих домовых муравьев. Для оценки эффективности средства в 
отношении всей колонии отбирают только те средства, которые 
вызывают гибель не менее 70 % рабочих особей, но не ранее чем че­
рез 1—3 ч. Изучение эффективности средства в отношении всей ко­
лонии проводят с использованием колоний, взятых из лаборатор­
ной культуры рыжих домовых муравьев, которые состоят из не­
скольких сотен (до 1 000) рабочих особей и нескольких самок с рас­
плодом.

Колонию помещают в сосуд типа аквариума объемом 
0,03—0,05 м3, края стенок которого тщательно смазывают вазели­
ном. В аквариум помещают поилку с ватой, смоченной водой, и 
корм для насекомых (вареный желток, яйца мух, вареное мясо, 
рыба), лист бумаги в виде неплотно свернутой трубочки (убежище 
для муравьев). Контролем служат аналогичные помещенные в ак­
вариум колонии. Жидкую инсектицидную приманку наливают в 
чашку объемом 10 мл с ватным тампоном. Периодически тампон 
увлажняют, подливая питьевую воду. Другие типы приманок поме­
щают либо на подложке по 0,5—1,5 г (можно несколько подложек в

385



Р 4.2.2643-10

разных частях экспериментальной емкости), либо в контейнере. 
По мере продолжения эксперимента приманку следует периоди­
чески заменять, прежде всего, если визуально отмечено резкое сни­
жение количества подходов к ней рабочих особей или в случае за­
метного снижения количества приманки. Учет гибели насекомых 
(отдельно рабочих особей и отдельно самок) и визуальную оценку 
уменьшения расплода проводят через определенные промежутки 
времени вплоть до полной гибели колонии (как правило, от не­
скольких недель до 1,5—2,0 месяцев) [72].

6.3.3. Методы определения активности инсектицидных 
средств, предназначенных для борьбы с летающими 

синантропными насекомыми
Метод оценки эффективности клейких липких ловушек в виде 

листов, лент и палочек для борьбы с летающими насекомыми (мухи, 
моль). Оценка эффективности липких листов и палочек проводится 
на комнатных мухах инсектарной культуры. Для этого используют­
ся большие садки (50 х 50 х 50 см), представляющие собой карка­
сы с натянутыми на них марлевыми садками или садками из мель­
ничного газа или камеры объемом 1 м3. Липкие листы, предвари­
тельно разъединив или сняв с них защитный бумажный слой, по­
мещают по одному в садок или камеру. Липкие палочки или лип­
кие ленты освобождают от защитного слоя бумаги или гильзы и 
также подвешивают в садке или камере. В садок выпускают 
100 комнатных мух (50 самок и 50 самцов), в камеру — 300 насеко- 
мых(150 самоки 150 самцов). Повторность опыта трехкратная. Ко­
личество прилипших мух подсчитывают в динамике: через 3—5 ч, 1 
и 2 суток и далее в зависимости от необходимости [72, 53].

Показатели эффективности: средняя уловистость на 2-е сутки 
не менее 96 %, ресурс ловушки 1 комнатная муха/см2, срок де­
йствия не менее 15 суток.

Метод оценки активности пищевых инсектицидных приманок 
(жидких, сухих сахарных, гранулированных) для борьбы с мухами. 
Оценка эффективности пищевых приманок проводится на ком­
натных мухах инсектарной культуры. Для этого используются 
большие садки (50 х 50 х 50 см), представляющие собой каркасы 
с натянутыми на них марлевыми садками или садками из мельнич­
ного газа или специальные боксы объемом 1,0 м3. В центре садка 
бокса размещают емкость с жидкой приманкой или на подложку 
помещают 2—3 г сухой формы приманок (порошок, пена, паста, 
гранулы). Сахарную приманку наносят на стеклянную, фанерную 
или другие типы поверхностей и дают им подсохнуть, затем поме­
щают в бокс или садок. Параллельно ставят контрольный вариант: 
в садки боксы помещают сосуд с 5 %-м сахарным сиропом и вы -
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пускают 100 мух. Учитывают гибель мух через 1, 2,4, 24 ч, а далее в 
зависимости от цели эксперимента.

Первичную оценку приманок можно проводить экспресс-ме­
тодом определения эффективности приманок в отношении ком­
натных мух: сухую приманку помещают на кусочек картона пло­
щадью 1 см2 и кладут его на дно стакана. В стакан запускают одну 
муху, затягивают сверху марлей и фиксируют время посадки на 
приманку и время наступления поражения и гибели особи. Пов­
торность опыта 5—10-кратная [72].

Показатели эффективности: а) ДВ -  ФОС (кроме хлорофоса), 
пиретроиды, неоникотиноиды: острое действие — 100 % гибель мух 
через 24 ч; длительность остаточного действия -  15—60 суток; 
б) ДВ -  хлорофос: острое действие -  гибель не менее 80 % мух через 
24 ч; длительность остаточного действия не менее 14 суток.,

Метод оценки инсектицидной активности средств в аэрозольной 
упаковке по отношению к летающим насекомым (мухи, комары). 
Оценка эффективности средств в аэрозольной упаковке проводит­
ся на комнатных мухах или комарах A  aegypti или С  pipiens molestus 
инсектарной культуры.

В камеру объемом 2 м3 выпускают 300 насекомых, во время ис­
пытаний температуру воздуха поддерживают в режиме (22 ± 2) °С, 
чтобы избежать излишне возбуждающего или угнетающего влия­
ния температуры, относительную влажность — не менее 50 % и не 
более 70 %. При изучении каждой рецептуры ставят не менее 
5 опытов. Струю аэрозоля из баллона направляют в камеру, расход 
смеси не должен превышать 1 г/м3. При помощи секундомера 
определяют время Т поражения 99 % насекомых. Определяют 
концентрацию С инсектицида в воздухе по уравнению:

Q x Z
V

, где 16

Q -  количество смеси, выпущенной из аэрозольного 
баллона в камеру, определяемое по разности веса 
упаковки до и после опыта, г;

Z  -  доля инсектицида в смеси, % действующего вещест­
ва, пересчитанного в мг/г, определяемая составом 
наполнителя;

V — объем камеры, м3.

Эффект определяют по импульсу концентрации (С х Т), где 
Т — время поражения 99 % насекомых, для которого устанавливают 
среднеарифметическую величину и ее доверительные границы при 
Р =  0,05.
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Критерием оценки эффективности аэрозолей служит условно 
принятая величина концентрации инсектицида в воздухе С 15, 
мг/м3, которая вызывает поражение 99 % мух или комаров в тече­
ние условно принятого времени -  15 мин и Q15j м г/м 3 — количество 
смеси, выпущенное из баллона, вызывающее поражение 99 % насе­
комых за 15 мин, а также величина КТ50, время поражения 50 % 
особей. Величина КТ50 вычисляется графически [72].

_ С х Т
15

17

С15 хЮО 
масс % ДВ

18

Показатели эффективности; острое действие на мух С 15 — не 
более 15 мг/м3; Q15 — не более 1 000 мг/м3; КТ50 — не более 10 мин.

Метод оценки инсектицидной активности пиротехнических 
средств, предназначенных для борьбы с летающими насекомыми 
(шашки, таблетки, спирали). Оценка инсектицидной активности 
пиротехнических средств проводится на комнатных мухах или ко­
марах инсектарной культуры.

На дно камеры объемом 2 м3 раскладывают по 5 тест-поверх­
ностей из стекла и фанеры или других типов поверхностей в зави­
симости от задач экспериментов и выпускают 300 насекомых, во 
время испытаний температуру воздуха поддерживают в режиме 
(22 ±  2) °С, чтобы избежать излишне возбуждающего или угнетаю­
щего влияния температуры, относительную влажность — в преде­
лах не менее 50 и не более 70 %. В камеру на подложку из негорючих 
материалов помещают пиротехническое средство. Требуемое ко­
личество пиротехнического средства для опыта рассчитывают на 
камеру объемом 2 м3. Средство поджигают, камеру закрывают, вы­
держивают в течение 2 ч, подсчет погибших насекомых проводят 
через 2 ч. Остаточное действие определяют путем подсадки имаго 
комнатных мух или комаров на 5 мин в экспозиметрах на тест-по­
верхности через 2 ч после их обработки и далее через 1 и более су­
ток. Учет гибели ведут через 24 ч [72].

Показатели эффективности; а) шашки таблетки, шнуры: 
острое действие -  100 %-я гибель через 2 ч после полного задымле­
ния; остаточное действие -  100 %-я гибель через 24 ч; б) инсекти­
цидные спирали: острое действие -  100 %-я гибель имаго комаров 
через 15 мин.

Метод оценки инсектицидной активности антикомариных 
средств в форме свечей. Эксперименты проводятся в лабораторных
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условиях при температуре 20—25 °С в экспериментальна пласт­
массовых камерах объемом 1 м3, поверхности которых должны 
быть без стыков, чтобы комары не могли в них спрятаться. Объек­
том исследований являются имаго комаров A  aegypti и С  pipiens ин^ 
сектарных культур.

В камеру впускают 100 имаго комаров, в центре нижней повер­
хности камеры помещают опытную свечу, которую поджигают. 
Свеча должна гореть не более 6 мин, после чего ее гасят. При прове­
дении эксперимента фиксируют температуру воздуха в камере до 
начала эксперимента и после того как свечу загасили. Перед зажи­
ганием и после гашения свечу взвешивают. Повторность экспери­
мента трехкратная. В качестве контрольного варианта используют . 
стандартную свечу без инсектицида. Динамику гибели комаров от­
слеживают с интервалом 5, 10 и 15 мин. Затем рассчитывают вели­
чины Т50 и Т90, мин (время горения свечи, обеспечивающее гибель 
50 % и 90 % комаров в течение 15 мин после ее гашения), а также ве­
личину КТ50, мин [72].

Показатели эффективности: гибель комаров через 15 мин по­
сле гашения свечи — не менее 90 %.

Методы определения активности электрофумигаторов для борь­
бы с летающими насекомыми. Оценку активности инсектицидов для 
комаров проводят на имаго желтолихорадочного комара Л. aegypti 
или подвальных комаров С. pipiens molestus инсекгарных культур в 
возрасте 14—20 дней, выведенных на углеводном питании; для мух — 
на 3-дневных имаго комнатных мух М  domestica [72].

Электрофумигаторы с матами пластинами
Метод определения КТ50. В чистую камеру объемом 1 м3 (для 

мух — 2 м3) запускают 100 ± 5 самок комаров (200 ± 10 имаго мух 
без разделения по полу). Температура в камере (25 ± 2) °С. Элек­
трофумигатор (нагревательное устройство) включают в электри­
ческую сеть согласно инструкции за 15 мин до начала опыта. 
Инсектицидный мат пластину помещают на нагревательную по - 
верхность и сразу размещают электрофумигатор с пластиной в ка­
мере с комарами. С помощью секундомера регистрируют время на­
чала нокдауна у первого комара мухи в камере и время нокдауна у 
99 % комаров мух. По этим показателям графическим методом 
определяют время наступления нокдаунау 50 % особей (КТ50, мин). 
Опыт повторяют три раза. Рассчитывают среднее значение КТ50 и 
статистическую ошибку.

Метод оценки резерва мата. Для определения резерва мата 
(максимального времени использования мата) определяют КТ50 
для комаров и мух (по приведенному выше методу), используя 
маты, которые уже нагревались до опыта 1, 2, 3, 4, 5 и более часов. 
Опыт повторяют три раза. Рассчитывают среднее значение КТ50 и
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статистическую ошибку. За резерв мата принимается максималь­
ное время нагрева мата в часах, при котором КТ50 составляет не бо­
лее 7 мин для комаров и 9—20 мин для мух в зависимости от изучае­
мого действующего вещества.

Ж и д к о с т н ы е  э л е к т р о ф у м и г а т о р ы
Метод определения КТ50. Электрофумигатор включают в элек­

трическую сеть согласно инструкции и через 60 мин помещают его 
в камеру с комарами мухами также, как описано выше для элек - 
трофумигаторов с матами. С помощью секундомера регистрируют 
время начала нокдауна у первого комара мухи в камере и время 
нокдауна у 99 % комаров мух. По этим показателям графическим 
методом определяют время наступления нокдауна у 50 % особей 
(КТ50, мин). Опыт повторяют три раза. Рассчитывают среднее зна­
чение КТ50 и статистическую ошибку.

Метод оценки резерва жидкости во флаконе. Для определения 
резерва жидкости во флаконе (максимального времени использова­
ния жидкости во флаконе) определяют количество испарившейся 
жидкости после непрерывной работы электрофумигатора в течение 
не менее 8 ч. Этот процесс должен быть повторен не менее 3—5 раз. 
Каждый раз флакон взвешивают до и после эксплуатации, фиксиру­
ется время работы, А массы флакона. На основании этих данных 
рассчитывают количество вышедшего в воздух содержимого флако­
на, мг/ч, и далее резерв флакона в часах путем деления массы нетто 
флакона в мг на количество вышедшего в воздух в мг/ч.

Э л е к т р о ф у м и г а т о р ы  с  т а б л е т к о й
В качестве носителя ДВ используется таблетка из технопеска в 

пластиковой оправе, которая применяется с электронагреватель­
ным устройством определенного типа. В пластиковую оправу 
вмонтирован индикатор (с подкрашенной жидкостью). Когда жид­
кость в индикаторе полностью испаряется, это сигнал к тому, что 
все ДВ вышло в воздух и средство свою работу завершило.

Метод определения КТ5(У В чистую камеру объемом 1 м3 (для 
мух -  2 м3) запускают 100 ± 5 самок комаров (200 ± 10 имаго мух 
без разделения по полу). Температура в камере (25 ± 2) °С. Нагре­
вательное устройство включают в электрическую сеть согласно 
инструкции за 15 мин до начала опыта без таблетки. Таблетку 
вставляют в нагревательное устройство и сразу размещают в камере 
с комарами. С помощью секундомера регистрируют время начала 
нокдауна у первого комара мухи в камере и время нокдауна у 99 % 
комаров мух. По этим показателям графическим методом опре - 
деляют время наступления нокдауна у 50 % особей (КТ50, мин). 
Опыт повторяют три раза. Рассчитывают среднее значение КТ50 и 
статистическую ошибку.
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Метод оценки резерва таблетки. Для определения резерва таб­
летки (максимального времени использования таблетки) опреде­
ляют КТ50 для комаров и мух (по приведенному выше методу) ис­
пользуя таблетки, которые уже нагревались до опыта в течение 
определенного времени. Опыт повторяют три раза. Рассчитывают 
среднее значение КТ50 и статистическую ошибку. За резерв таблет­
ки принимается максимальное время нагрева таблетки в часах, при 
котором КТ50 составляет не более 15 мин для комаров и не более 
45 мин для мух ДВ-трансфлутрин.

Показатели эффективности электрофумигаторов: а) с матами 
пластинами: КТ 50 для комаров -  не более 7 мин; резерв мата для 
комаров -  не менее 7 ч; б) жидкостные: КТ50 для комаров -  не более
4—5 мин; резерв средства для комаров — не менее указанного в 
НТД; KTS0 для мух — не более 9—12 мин (при использовании вапор- 
трина) и 20 мин (при использовании других летучих пиретроидов); 
резерв средства для мух не менее указанного в НТД; в) с таблеткой: 
КТ50 для комаров — не более 15 мин; КТ50для мух — не более 45 мин 
(при использовании трансфлутрина); резерв средства для комаров 
мух — не менее указанного в НТД.

6.3.4. Метод оценки активности средств борьбы 
с личинками комаров

Оценку активности инсектицидов для личинок комаров проводят 
на личинках 2—4-го возрастов желтолихорадочного комара A. aegypti 
или подвального комара С. pipiens molestus инсектарных культур.

Образец средства, представленный для определения его актив­
ности, если он представляет собой жидкую форму, интенсивно 
взбалтывается и на весах берется навеска для приготовления серий 
концентраций. Путем разбавления водой готовятся необходимые 
концентрации. Из образцов других форм берутся навески. Далее по­
ступают описанным выше образом. В сосуды объемом 0,5 л (стек­
лянные сосуды, химические или парафинированные стаканы и т. п.) 
наливают по 250 мл водопроводной воды, отстоянной в течение 24 ч. 
В каждый сосуд (за 2 ч до опыта) помещают по 25 личинок 2—4-го 
возрастов. В сосуды добавляют 1 мл рабочего раствора (эмульсии, 
суспензии) инсектицида определенной концентрации. Повторность 
опыта 3-кратная. Контролем являются личинки, находившиеся в 
воде без добавления инсектицида. Каждый опыт повторяют не ме­
нее трех раз. В период эксперимента температура воды должна нахо­
диться в пределах (22 ± 1) °С. Подсчет погибших личинок проводят 
через 24 ч. Если более 10 % личинок в контроле окуклилось, опыт не 
учитывают и повторяют [72].

Показатели эффективности: остаточное действие ~ гибель ли­
чинок при подсадке на 3 сутки через 24 или 72 ч 100 %; а) микробио-
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логические СК50, мг/л не более приведенной в ТУ; б) на основе 
уротропина и др.: гибель личинок через 24 ч 100 %; в) ФОС, пирет- 
роиды и др.: гибель личинок через 24 ч 100 %; длительность оста­
точного действия 3—15 суток.

6.3.5. Методы оценки активности педикулицидных средств
Оценку эффективности педикулицидных свойств средств про­

водят несколькими методами на платяных вшах лабораторной 
культуры Р. humanis corporis имаго, личинки, яйца [72].

В опытах используют сытых вшей. Подопытных вшей содержат 
в термостате при температуре (28 ±  2)°С и относительной влажности 
70—76 %. При изучении эффективности инсектицидов используют 
методы погружения насекомых и яиц или контактирования их с об­
работанными поверхностями. Опыт проводят не менее трех раз, в 
каждом опыте не менее трех повторностей. Контролем являются на­
секомые и яйца, подвергающиеся воздействию растворителя, и на­
секомые и яйца, не подвергающиеся воздействию средства и раство­
рителя (биоконтроль). Если в контроле погибло более 10 % насеко­
мых или яиц вшей, опыт не учитывают и повторяют.

Метод погружения имаго, личинок и яиц вшей для оценки инсек­
тицидной, ларвицидной и овицидной активностей педикулицидных 
средств. Приготавливают рабочие жидкости (водные эмульсии, 
суспензии, мыла и др.) или же используют дусты педикулицидов. 
Насекомых (личинок 3-го возраста, как наиболее устойчивых к 
инсектицидам, имаго) в количестве 20 штук и яйца, помещают в 
марлевые салфетки 5 х 5 см и погружают в рабочие жидкости сре­
дства или в дуст на разные сроки: от 15 с до 60 мин в зависимости от 
рекомендованной экспозиции. Опыты проводят в трех повторностях 
и сопровождают контролем. По окончании экспозиции насекомых 
промывают мыльной теплой водой и повторно -  теплой водой, про­
сушивают на фильтровальной бумаге и переносят в чашки Петри на 
чистые образцы бязи 5 х 5 см и помещают в термостат при темпера­
туре (28 ± 2) °С.

Метод импрегнации (пропитки) тканей для оценки инсектицид­
ной, ларвицидной и овицидной активности педикулицидных средств. 
При оценке средств, предназначенных для профилактики платяно­
го и лобкового педикулеза, образцы разных тканей (бязь, сатин, 
шерсть и пр.) размером 10 х 10 см погружают в рабочие жидкости 
(водные эмульсии, суспензии, растворы) или дусты. Время погруже­
ния ткани и концентрации средств зависят от химической группы 
действующего вещества и от формы применения средства. Обрабо­
танные образцы просушивают, часть образцов используют для опре­
деления острого инсектицидного действия. На просушенные образ­
цы ткани, подсаживают не менее 20 особей вшей (10 имаго и 10 ли-
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чинок 3-го возраста). Срок контакта насекомых со средством со­
ставляет от 1 до 60 мин в зависимости от назначения эксперимента. 
После контакта насекомых промывают сначала в мыльном растворе, 
затем теплой водой и переносят на фильтровальную бумагу для про­
сушивания. Затем насекомых переносят в чашки Петри на чистые 
образцы бязи размером 5 x 5  см, которые помещают в термостат 
при температуре (28 ± 2) °С. Учет гибели насекомых ведут через 10, 
30 мин и через 24 ч после контакта с обработанными образцами. В 
контрольном варианте насекомых подсаживают на чистые (необра­
ботанные) образцы тканей.

Для установления сроков носки импрегнированного белья и 
одежды образцы разделяют на две части. Одну часть образцов подши­
вают к белью и одежде добровольцев. Через 1,3,7 сутки ношения об­
разцы отпарывают и на них подсаживают насекомых, устанавливая 
сроки эффективности обработанных тканей при ношении. Другую 
часть обработанных образцов содержат в полиэтиленовых или крафг- 
пакетах при комнатной температуре для установления сроков эффек­
тивности образцов при хранении. Если после контакта с обработанны­
ми тканями регистрируются живые насекомые (хотя бы 1 особь) за­
щитное действие обработанных тканей считается завершенным.

Метод контактирования вшей с обработанными поверхностями 
для изучения инсектицидной и ларвицидной активностей педикули- 
цидных средств. При оценке средств, предназначенных для борьбы 
с платяным педикулезом, образцы бязи размером 10 х 10 см обра­
батывают средством (эмульсией, раствором, суспензией, дустом). 
Жидкие формы используют из расчета 100 мл/м2, дуст равномерно 
распределяют по поверхности ткани в норме расхода 10 г/м2. 
Образцы бязи, обработанные жидким средством, после высыхания 
помещают в чашки Петри и на них подсаживают не менее 20 особей 
вшей (10 имаго и 10 личинок 3-го возраста). Срокконтакта насеко­
мых со средством составляет от 5 до 60 мин в зависимости от назна­
чения эксперимента.

При оценке средств, предназначенных для борьбы с головным 
педикулезом, пряди волос (или полиамидные волокна) обрабаты­
вают средством из расчета 1 мл/10 см2 волос или волокон. Насеко­
мых подсаживают на обработанные волосы или волокна на срок от 
1 до 60 мин. После контактирования волосы с насекомыми промы­
вают теплой водой с мылом или шампунем и переносят на фильт­
ровальную бумагу для подсушивания. После этого насекомых пе­
реносят в чашки Петри на чистые образцы бязи 5 x 5  см, которые 
помещают в термостат при температуре (28 ± 2) °С.

При установлении эффективности педикулицидных мазей 
или гелей их с помощью кисточки наносят на поверхность ткани 
размером 10 х 10 см и яйца вшей из расчета 1 г/10 см2 на период от
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1 до 60 мин. После воздействия мази на вазелиновой основе или 
геля насекомых или их яйца промывают теплой водой с добавлени­
ем мыльного крема для бритья или шампуня для мытья волос. Пос­
ле окончания контактирования насекомых переносят на чистые 
образцы бязи 5 х 5 см в чашки Петри, которые помещают в тер­
мостат для дальнейших наблюдений при температуре (28 ± 2) °С. 
Опыты ставят в трех повторностях и сопровождают контролем.

Метод оценки активности педикулицидных средств в аэрозоль­
ных или беспропеллентных упаковках. Оценку эффективности педи­
кулицидных средств в виде аэрозольных или беспропеллентных 
упаковок проводят в камере объемом 1 м3. Ткани с подсаженными 
на них насекомыми (имаго и личинки 3-го возраста), а также яй­
цекладками, орошают струей аэрозоля, направляя ее с высоты 
50 см под углом 45°. Норма расхода средства составляет 10 или 
20 г/м2. Количество нанесенного средства определяют по разности 
веса баллона до и после выпуска смеси и далее рассчитывают рас­
ход действующего вещества, исходя из состава содержимого упа­
ковки. После орошения тканей через 10 мин подопытных насеко­
мых пересаживают в чистые чашки Петри на чистые кусочки бязи 
размером 5 х 5 см и помещают в термостат для наблюдения. Каж­
дый опыт проводят не менее трех раз, каждый в 3 повторностях и 
сопровождают контролем. Учеты гибели насекомых ведут через 5, 
10, 15, 30 мин и 1—5 и 24 ч. Если в контроле погибло более 10 % на­
секомых или яиц вшей, опыт не учитывают и повторяют.

Показатели эффективности [23]: а) лосьоны, концентраты 
эмульсий: гибель имаго через 24 ч 100 %, гибель яиц через 21 день 
100 %; б) шампуни, мыла и другие моющие средства, дусты, таблетки, 
суспензии, гранулы, кремы, гели, эмульсии и др.: гибель имаго через 
24 ч 100 %; гибель яиц через 21 день 10—100 %; в) средства для импрег­
нации белья с целью предупреждения заражения педикулезом: острое 
действие — гибель имаго при подсадке через 24 ч 100 %; длительность 
остаточного действия при ношении — 3—7 суток.

63.6. Методы оценки активности средств борьбы 
с насекомыми-кератофагами

Оценку эффективности проводят на лабораторных культурах 
имаго и гусеницах платяной моли Т. bisselliella и имаго и личинках 
кожееда A. smirnovi [51, 52, 53, 72, 78]. Средства для борьбы с насе­
комыми-кератофагами подразделяются на неспецифические и 
специфические.

К неспецифическим средствам для борьбы с бабочками моли 
относятся средства в аэрозольной и беспропеллентной аэрозоль­
ной упаковке. Для опытов используют 1—2-дневных бабочек моли. 
Опыты проводят в стеклянных камерах объемом 2 м3 (п. 6.3.2) или
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используют модификацию метода, согласно которой испытания 
проводят в платяных шкафах, объемом примерно 1 м \  в которые 
запускают по 50 бабочек моли и распыляют средство из расчета 
1 г/м3. Учет гибели проводят через 15 мин и через 24 ч, учитывая ко­
личество живых, мертвых и парализованных бабочек.

К неспецифическим средствам борьбы с личинками кожеедов 
относятся средства контактного типа действия, предназначенные 
для уничтожения комплекса нелетающих насекомых. Оценку эф ­
фективности указанных средств проводят в отношении личинок 
кожееда 11—12-недельного возраста методом 15-минутного прину­
дительного контакта с обработанной соответствующим средством 
поверхностью п. 6.2.1.3.

Метод изучения инсектицидной и овицидной активности специфи­
ческих средств контактного типа действия. Острое действие опреде­
ляют при непосредственном орошении средством 28—30-дневных гу­
сениц моли или 11—12-недельных личинок кожееда на пищевом 
субстрате — неаппретированном сукне (артикул 3907), а также мето­
дом свободного контакта насекомых с поверхностью указанной тка­
ни размером 10 х 10 см, обработанной средством, исходя из нормы 
расхода 10—20 г/см2 (до легкого увлажнения). В качестве контроля 
используют аналогичные образцы, обработанные только основным 
растворителем, присутствующим в средстве. Обработанные образцы 
высушивают в течение 24 ч при комнатной температуре, помещают 
на них по 10 гусениц моли или личинок кожееда и накрывают крыш­
кой от чашки Петри. Учет опытов проводят ежедневно в течение 
72 ч. Опыты проводят в 3 повторностях при температуре (23 ±  1) °С.

Аналогично оценивают продолжительность действия сре­
дства, подсаживая насекомых ежемесячно (или при необходимости 
через более короткие промежутки времени) на эти же 
обработанные образцы сукна.

Для средств, которые не содержат традиционных инсектици­
дов, обладают невысоким или непродолжительным действием, в 
т. ч. при снижении инсектицидной активности после хранения в 
течение нескольких месяцев, аналогичным методом оценивают 
молезащитное антифидантное действие средства. При этом высу - 
шенные образцы ткани размером 4 х 4 см взвешивают с точностью 
до четвертого знака, помещают на них по 10 гусениц моли строго 
указанного выше возраста, затем образцы ткани вместе с насеко­
мыми переносят в стеклянные стаканчики диаметром 3,5 см, высо­
той 6 см, которые сверху закрывают бязью.

Продолжительность опыта составляет 14 суток, после чего ви­
зуально проводят определение количества погрызов и оценивают 
повреждение ткани в баллах и взвешивают ткань с точностью до
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четвертого знака, определяя количество ткани, съеденной 10 гусе­
ницами моли.

Аналогично проводят оценку антифидантного действия в от­
ношении личинок кожееда, но при этом с поверхности субстрата и 
со дна стаканчика кисточкой собирают все экскременты и также 
взвешивают с точностью до четвертого знака.

Метод изучения инсектицидной и овицидной активности специ­
фических средств фумигационного типа действия. Оценку острого 
действия средств в отношении гусениц моли проводят в экспери­
ментальных емкостях объемом 0,01—0,50 м3 или платяных шкафах 
объемах 0,6—1,0 м3. В емкости помещают сукно (артикул 3907), 
размещают средство требуемым образом, вносят по 20 бабочек 
моли (в садках размером 10 х 10 см либо, в случае небольших ем­
костей, предназначенных для оценки средств в виде небольших 
пластин, в садках меньшего размера), по 30 гусениц на пищевом 
субстрате (сукне размером 10 х 10 см), вложенном в полотняный 
мешочек объемом 300 см3, и по 100 яиц на таком же субстрате. Опы­
ты проводят в 3 повторностях при температуре (23 ±  1) °С. Опреде­
ление эффективности средств в отношении имаго и личинок коже­
еда проводят в аналогичных емкостях, помещая насекомых на пи­
щевой субстрат и затем в полотняный мешочек.

Учет гибели бабочек моли в зависимости от применяемого дей­
ствующего вещества проводят через 24—72 ч, имаго и личинок ко­
жеедов -  через 72 ч, яиц через 10 суток.

Гибель гусениц оценивают ежедневно в течение 3 суток, при 
отсутствии гибели или невысоком уровне смертности через 14 су­
ток оценивают молезащитное действие п. 6.3.4.1.

Аналогично проводят изучение продолжительности действия 
средства, при этом не заменяют средство и развешенное сукно и че­
рез определенные промежутки времени в экспериментальные 
емкости вносят насекомых.

Метод оценки активности средств репеллентного типа дей­
ствия. Предварительную оценку репеллентного действия проводят 
в ольфактометре, который представляет собой ящик из оргстекла 
объемом 0,04 м3, разделенный перегородкой на отсеки-ловушки. В 
опытную ловушку помещают в качестве привлекательного пище­
вого субстрата сукно артикула 3907, на которое наносят средство 
(исходя из нормы расхода, составляющей 1/25 от нормы, необходи­
мой для внесения в емкость объемом 1 м3) , а в контрольную ловуш­
ку помещают только указанный пищевой субстрат. Опыты прово­
дят в 3 повторностях при температуре (23 ±  1) °С. В ольфактометр 
запускают по 50 бабочек моли (1—2-дневного возраста) и через 24 ч 
проводят оценку репеллентного действия, критерием которого яв­
ляется количество бабочек моли и количество отложенных на суб-
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страт яиц в опытном и контрольном отсеке. Коэффициент отпуги­
вающего действия КОД отдельно для бабочек и яиц моли рассчи - 
тывают по формуле 12.

Для проведения испытаний в условиях, приближенных к на­
турным, используют платяные шкафы или другие замкнутые ем­
кости объемом 0,5—1,0 м \ в которых размещают требуемое коли­
чество средства. Опытные и контрольные шкафы заполоняют в ка­
честве имитации одежды 1,5—2,0 м2 неаппретированного сукна ар­
тикула 3907. Во все экспериментальные объемы запускают по 
50 бабочек моли 1—2-дневного возраста. Через 24 ч проводят 
осмотр шкафов и коробов и развешенного в них сукна. При осмот­
ре учитывают количество живых бабочек на сукне и количество от­
ложенных ими яиц. Рассчитывают величину КОД. Для определе­
ния продолжительности действия средства бабочек запускают в 
экспериментальные емкости через фиксированные промежутки 
времени, не заменяя в них средство и сукно.

Показатели эффективности: а) средства контактного дей­
ствия: острое действие — гибель гусениц моли или личинок кожее­
дов через 72 ч 100 %; длительность остаточного действия 4—6 меся­
цев, изъеденность ткани в течение 14 суток не более 7 мг; б) сред­
ства фумигационного действия: острое действие -  гибель имаго че­
рез 48 ч 100 %; длительность остаточного действия не менее 4 меся­
цев; в) средства репеллентного действия: КОД в ольфакгометре че­
рез 24 ч — не менее 75 %; длительность остаточного действия —
1—4 месяцев.

6.3.7. Методы оценки инсектицидной активности средств 
для уничтожения ос

Метод оценки активности инсектицидных средств в аэрозоль­
ной упаковке для борьбы с осами в помещении (при распылении в 
воздух). Оценка активности инсектицидных средств в аэрозольной 
упаковке проводится в лабораторных условиях на модельном объ­
екте -  имаго комнатных мух инсектарной культуры. В камеру объе­
мом 2 м3 выпускают 300 мух. Во время проведения эксперимента 
температуру воздуха поддерживают в интервале (22 ± 2) вС, чтобы 
избежать излишне возбуждающего или угнетающего влияния тем­
пературы на насекомых; относительную влажность поддерживают 
в пределах 50—70 %. При изучении каждого варианта рецептуры 
средства эксперимент повторяют пятикратно. Струю аэрозоля на­
правляют в камеру, при этом расход средства не должен превышать 
1 г/м3. Расход средства контролируется взвешиванием аэрозольной 
упаковки до и после выпуска содержимого. При помощи секундо­
мера определяют время Т поражения 99 % насекомых в минутах и 
рассчитывают величины С15 (мг/м3) -  величина концентрации ин-
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секгицида в воздухе, которая вызывает поражение 99 % насекомых 
за 15 мин, Q15 ( м г/м 3)  — количество содержимого аэрозольной упа­
ковки, выпущенное из баллона, вызывающее поражение 99 % на­
секомых за 15 мин, и величину КТ50 (в мин) (формулы 16, 17, 18) 
[72].

Метод оценки активности инсектицидных средств, применяе­
мых способом орошения, для борьбы с осами в гнездах. Оценку актив­
ности инсектицидных средств для обработки гнезд ос проводят на 
имитациях моделях гнезд ос и на впитывающих поверхностях 
различного типа в лабораторных условиях, используя в качестве 
модельных объектов мух и рыжих тараканов. В летний период экс­
перимент можно провести в натурных условиях непосредственно 
на осах в гнездах глава 7.

А. Оценка активности инсектицидных средств в специальной 
аэрозольной упаковке на моделях гнезд.

В летний период собирают опустевшие осиные гнезда или же 
изготавливают имитации гнезд из пяти слоев папиросной бумаги 
или фильтровальной бумаги в 2 слоя, напоминающие по форме 
осиные гнезда, диаметром примерно 10 см. Внутрь гнезда помеща­
ют по 100 имаго комнатных мух лабораторной культуры без разде­
ления по полу, входное отверстие закрывают марлей. Модели гнезд 
прикрепляют клейкой лентой скотчем к стене на высоте 1,5 м от 
уровня пола в помещении объемом 10— 15 м3. Обработку гнезд про­
водят с расстояния 1,5—2,0 м при нормах расхода 20—40 г/м2, что 
соответствует распылению в течение 1—3 с в зависимости от типа 
распылительного устройства и скорости эвакуации жидкости из 
упаковки. Струю жидкости стараются направить в отверстие моде­
ли гнезда. Сразу после обработки испытатель должен покинуть по­
мещение на 30 мин. Затем помещение проветривают, обработан­
ные гнезда помещают в марлевые садки и проводят учет гибели мух 
через 1 и 24 ч [72].

Б. Оценка продолжительности остаточного действия на по­
верхностях различного типа инсектицидных средств, применяемых 
способом орошения, для борьбы с осами.

В том случае если гнездо расположено в полости стен, крыши и 
т. д., его не видно снаружи и до него трудно добраться, рекоменду­
ется обработать инсектицидом поверхность вокруг щелей (тре­
щин), через которые осы проникают внутрь строения и вылетают 
обратно.

В камеру для опрыскиваний помещают различные тест-повер­
хности: натуральный материал осиных гнезд размером 10 х 10 см, 
который раскладывают в чашки Петри; фанеру, шифер размером 
10 х 20 см, картон или бумагу—10 х 10 см. Тест-поверхности оро­
шают средством из аэрозольной упаковки с расстояния 20 см под
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углом 45° при норме расхода 20 г/м2 (либо рабочей водной эмульси­
ей средства при норме расхода 100—150 г/м2). Через 15 мин 
тест-поверхности* удаляют из камеры и на них подсаживают имаго 
мух (на 5 мин) или рыжих тараканов (на 15 мин), используя стан­
дартные экспозиметры Набокова-Ларюхина (D = 4 см). Затем на­
секомых переносят в сухие чистые пластиковые стаканы, которые 
закрывают марлей (мухи) или пластиковыми крышками с отверсти­
ями для аэрации (тараканы). Учеты гибели ведут через 15 мин и 24 ч.

Для оценки продолжительности остаточного действия 
тест-поверхности следует хранить при комнатной температуре и 
периодически (через 2,3,5 суток) подсаживать на них мух и тарака­
нов описанным выше способом. Учеты гибели следует вести через 
24 ч. Если количество погибших насекомых через 24 ч не превышает 
50 %, исследование остаточного действия считают законченным [72].

Метод оценки активности неспецифических инсектицидных при­
манок для борьбы с осами в помещении. В лабораторных условиях при 
оценке неспецифических инсектицидных приманок для уничтоже­
ния ос (например, сухих приманок типа «Адамант -  приманка от 
мух», «Агита 10 % в.г.», которые эффективны как в отношении мух, 
так и в отношении ос) в качестве тест-объекта используют имаго 
комнатных мух. Эксперименты проводят согласно п. 6.2.2. При не­
обходимости исследования специфических приманок для ос экспе­
рименты проводят в натурных условиях согласно п. 6.7.2.6. [72].

Показатели эффективности: а) инсектицидные средства в аэ­
розольной упаковке для борьбы с осами в помещениях (при распы­
лении в воздух): острое действие на ос (мух -  тест-объект) С!5 — не 
более 10 мг/м \ Q i5 — не более 1 000 мг/м3, КТ50 —не более 7 мин; 
б) инсектицидные средства в специальной аэрозольной упаковке 
для обработки гнезд: острое действие на ос (мух — тест-объект) че­
рез 30 мин после обработки моделей гнезд -  не менее 90 %, при 
подсадке мух (рыжих тараканов) на впитывающую тест-повер­
хность (через 15 мин после обработки), гибель не менее 100 %; ги­
бель через 24 ч — не менее 100 %; длительность остаточного дей­
ствия -  не менее 3 суток; б) инсектицидные средства, наносимые 
на поверхности в районе гнезда способом орошения: острое дей­
ствие на ос (мух — тест-объект) при подсадке мух (рыжих тарака­
нов) на впитывающую поверхность (через 15 мин после обработ­
ки), гибель не менее 100 %; гибель через 24 ч — не менее 100 %; дли­
тельность остаточного действия — не менее 3 суток; в) неспецифи­
ческие инсектицидные приманки: острое действие на ос (мух — 
тест-объект) — гибель через 24 ч не менее 80 %, длительность оста­
точного действия — 10—30 суток [23].
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6Л. Методы изучения активности акарицидных 
и инсекто-акарицидных средств

6.4.1. Методы изучения активности средств, 
предназначенных для борьбы с иксодовыми клещами 

и защиты людей от их нападения
Оценка эффективности должна быть проведена на активных 

нетравмированных самках вида клещей, в отношении которого бу­
дут даваться рекомендации по применению. Как правило, это виды, 
имеющие наибольшее эпидемиологическое значение. При необхо­
димости исследования проводятся на нескольких видах клещей, от­
личающихся биологией, географическим распространением и чув­
ствительностью к акарицидам. Дополнительно можно провести 
опыты на самцах. При наличии достаточного обоснования схожести 
в чувствительности к акарицидам разных видов клещей возможно 
распространение данных, полученных для одного вида на несколь­
ко. Поскольку есть данные о схожести биологии и экологии таёжно­
го и лесного клещей и близкой чувствительности их к акарицидам, 
допустимо выводы сделанные на основе исследований на 
I. persulcatus распространять на I. minus. Однако для рекомендаций 
применения против клещей других родов (Dermacentor, 
Haemaphysalis, Hyalomma) необходимы дополнительные исследова­
ния. Предпочтительнее испытания проводить в период максималь­
ной активности клещей в природе и использовать самок природной 
популяции (п. 6.2.3). Поскольку лабораторные условия очень сущес­
твенно отличаются от природных биотопов, где будет применяться 
средство, то на основании лабораторных опытов можно делать толь­
ко предварительные выводы, а далее изучить эффективность сред­
ства в реальных условиях применения (природных очагах клещевых 
инфекций) и проводить практические испытания.

Метод оценки активности средств, предназначенных для борьбы 
с популяциями иксодовых клещей в природе (жидкие и порошкообраз­
ные). На первом этапе оценки средств такого назначения целесооб­
разно использовать методику принудительного контакта 
п. 6.2.1.3.

Метод оценки активности средств, предназначенных для обра­
ботки одежды с целью защиты людей от нападения иксодовых кле­
щей (аэрозольные и беспропеллентные упаковки, бруски). Использу­
ется тест из хлопчатобумажной бязи — лента 10—70 см, который за­
крепляют на впитывающей поверхности (ткань, фильтровальная 
бумага и т. п.) размером 0,5 м2, прикрыв полиэтиленом нижние 
10 см. Затем эту поверхность с тестом закрепляют вертикально и 
обрабатывают аэрозолем в соответствии с рекомендуемой нормой 
расхода, обычно 12 с на 0,5 м2 ткани. При оценке эффективности
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акарицвдных брусков полосы средства наносят в соответствии с 
рекомендациями по применению на расстоянии 10 см от нижнего 
края теста. После обработки тесты открепляют, просушивают и 
развешивают в лаборатории в одинаковых контролируемых усло­
виях температуры, влажности, освещенности. Опыты проводят в 
день обработки. Тесты закрепляют под углом 70° к горизонту. Кле­
щей по одному помещают на 5 см ниже нулевой отметки и наблю­
дают за их передвижением вверх по ткани, дополнительно стиму­
лируя их пальцем наблюдателя, который держат на расстоянии 
0,5 см от гипостома. С помощью секундомера регистрируют время 
от момента пересечения клещом нижней черты обработанного 
участка до отпадения клеща с теста, что соответствует наступлению 
состояния нокдауна. Отпавших клещей помещают в 70 %-й рас­
твор этилового спирта с целью их консервации или продолжают 
дальнейшее наблюдение за ними. Опыт проводят не менее чем с 30 
самками. Рассчитывают среднее значение времени наступления 
состояния нокдауна в минутах КТ^, (п. 6.2.3) и статистическую 
ошибку. Одновременно с определением КТср регистрируют макси­
мальную высоту подъема клеща по тесту. Рассчитывают среднее 
значение этого показателя в сантиметрах — МВср п. 2.3.1.

Метод определения индекса скорости присасывания ИСПопре - 
деляют no п. 6.2.3. Время контакта клещей с обработанной аэрозо­
лем частью теста должно равняться 1/2 КТср.

Нормативными оказателем достаточной эффективности ака- 
рицидных средств такого назначения являются: среднее время на­
ступления состояния нокдауна — не более 5 мин, средняя макси­
мальная высота подъема по ткани — не более 50 см, индекс 
скорости присасывания не более 1,1 [72].

Показатели эффективности: акарицидные средства для защи­
ты от иксодовых клещей (нанесение на одежду, ткани) ТНср не бо­
лее 5 мин, МВср -  не более 50 см, ИСП -  не более 1,1; инсектоака- 
рицидные средства для борьбы с иксодовыми клещами в природ­
ных биотопах; острое действие — эффективность на 3 сутки, не ме­
нее 95 %; длительность остаточного действия — не менее 30 суток.

6.4.2. Методы оценки активности акарицидных средств, 
предназначенных для уничтожения кровососущих гамазовых клещей 

в помещениях обработка поверхностей
В качестве биологического материала в лабораторных экспе­

риментах используют голодных половозрелых особей гамазового 
крысиного клеща О. bacoti. При отборе клещей в эксперимент ис­
пользуют метод случайной выборки. Подопытные и контрольные 
клещи должны быть одного возраста. Клещей содержат при ста­
бильных оптимальных для них условиях в термостатах при темпе-

401



Р 42.2643-10

ратуре воздуха 25—26 °С и относительной влажности воздуха 80 %. 
Каждый опыт сопровождается контролем.

Метод подсадки на обработанную тест-поверхность (для иссле­
дований активности жидких и порошкообразных форм). Оценку эф­
фективности средств, предназначенных для обработки поверхнос­
тей в помещениях с целью уничтожения кровососущих гамазовых 
клещей, проводят в зависимости от формы средства.

Акарицидное действие средства оценивают в лабораторных 
условиях на поверхностях двух типов — впитывающей влагу поверх­
ности фанера и невпитывающей стекло. Для предотвращения 
расползания клещей в эксперименте края стеклянных пластин и 
кусков фанеры стандартного размера 20 х 10 см обрабатывают ре­
пеллентами, эффективными в отношении О. bacoti (20 %-ми рас­
творами диметилфталата или акрепа), или в течение времени кон­
тактирования клещей не дают им покидать тест-поверхности и воз­
вращают назад при помощи тонкой кисточки.

Острое акарицидное действие определяют методом принуди­
тельного контактирования клещей со свежеобработанной повер­
хностью (после высыхания тест-поверхностей). Время контакта 
составляет 5 мин. После этого клещей переносят в чистую посуду и 
помещают в термостат. Учет пораженных особей проводят через 
24,48,72 ч.

Остаточное акарицидное действие средства определяют ана­
логичным методом, подсаживая клещей на 5 мин на обработанные 
тест-поверхности, на 3,7,14 сутки и более до окончания акарицид- 
ного действия. После экспозиции клещей переносят в чистые ем­
кости и помещают в термостат. Учет погибших клещей проводят 
через 24, 48, 72 ч после контакта с обработанной поверхностью. 
Стеклянные пластины и фанеру, используемые в опыте, хранят в 
вертикальном положении при комнатной температуре.

Метод оценки активности средств в аэрозольных и беспропел- 
лентных упаковках. Оценку эффективности средств в аэрозольных 
и беслропеллентных упаковках в отношении крысиных клещей 
проводят в соответствии со стандартной методикой, изложенной в 
п, 3.1.3 по испытанию средств в аэрозольных упаковках для унич­
тожения нелетающих насекомых. При этом крысиных клещей по­
мещают в чашки Петри (не менее 30 особей в каждой), края кото­
рых смазывают вазелином или 20 %-м раствором репеллента (ди­
метилфталата, акрепа), чтобы избежать расползания клещей. Чаш­
ки Петри размещают в 5 точках в камере и затем обрабатывают сре­
дствами в аэрозольной или беспропеллентной упаковке.

Через 10 мин после нанесения препарата чашки Петри выни­
мают из камеры и пересаживают клещей в чистые пробирки, кото-
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рые помещают на 24 ч в термостат. Учет смертности клещей прово­
дят через 24,48, 72 ч [72].

Показатели эффективности: а) акарицидные средства для 
борьбы с гамазовыми клещами в помещениях: острое действие: ги­
бель клещей через 24 ч, 100 %; б) остаточное действие: гибель кле­
щей через 24 ч при подсадке на 3 сутки на невпитывающую повер­
хность не менее 80 %.

6.4.3. Методы оценки активности средств, 
предназначенных для борьбы с акариформными клещами 

чесоточные клещи и клещи домашней пыли
6.4.3.1. Методы оценки активности средств скабицидов,

предназначенных для обработки поверхностей в помещениях, одежды, 
белья и т. д. с целью уничтожения чесоточных клещей

Оценку эффективности средств, предназначенных для обработ­
ки поверхностей в помещениях, одежды, белья и т.д. с целью унич­
тожения чесоточных клещей, проводят in vitro на модельном объек­
те -  ушном кроличьем клеще Р. cuniculi инсекгарной культуры.

В зависимости от препаративной формы средства оценку ска- 
бицидной активности проводят тремя методами, описанными 
ниже. Для концентрированного средства — образец интенсивно 
взбалтывают и на весах отбирают навеску для приготовления се­
рии рабочих концентраций. Путем разбавления водой готовят не­
обходимые концентрации. Готовые препаративные формы испы­
тывают без разведения [72].

Метод погружения для исследования жидких препаративных 
форм скабицидов (эмульсии, суспензии,растворы, ит . п.). Самок кле­
щей по 10 особей помещают на кружок фильтровальной бумаги, 
свернутой углом в виде «фунтика», погружают в исследуемую рабо­
чую жидкостью на 1 мин. Затем клещей переносят в чистую про­
бирку со вложенной в нее фильтровальной бумагой. Через 24 ч 
определяют количество пораженных клещей и подсчитывают про­
цент поражения. Опыты ставят при комнатной температуре в трех 
повторностях. В качестве контрольного варианта используют не­
обработанных клещей, помещенных в пробирки аналогичным 
образом [72].

Метод орошения опрыскивания для оценки скабицидной 
активности средств. Самок клещей в количестве 10 особей подса­
живают в чашки Петри на впитывающую (фильтровальная бумага, 
бязь) поверхность, после чего чашки Петри с клещами размещают 
случайным образом в камере в пяти точках и обрабатывают сред­
ствами в аэрозольной или беспропеллентной упаковке или водны­
ми рабочими растворами различных препаративных формнри по­
мощи аппаратуры типа «Квазар» или «Росинка» с высоты 20 см, на-
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правляя струю средства под углом 45° ко дну камеры. Температурав 
камере во время опытов должна быть постоянной (22 ± 2) °С, отно­
сительная влажность — не менее 60 %. На края чашек необходимо 
нанести полоску вазелина для предотвращения расползания кле­
щей. Через 10 мин чашки Петри вынимают из камеры, клещей пе­
ресаживают в чистые пробирки и проводят учет гибели через 24 ч, 
подсчитывая процент пораженных особей. Опыты проводят при 
комнатной температуре в трех повторностях. В качестве контроля 
используют необработанных клещей, помещенных в пробирки 
аналогичным образом [72].

Метод подсадки на обработанную скабицидом поверхность. Ме­
тод применяется для исследований эффективности дустов и других 
порошкообразных форм, а также для изучения длительности оста­
точного действия. Самок клещей в количестве 10 особей подсажи­
вают на обработанную средством невпитывающую стекло и впи - 
тывающую фильтровальная бумага, бязь поверхность на 15 мин.

Для установления остаточного действия средства образцы по­
верхностей -  пластинки стекла и фильтровальной бумаги или бязи 
размером 10 х 20 см помещают в камеры в количестве не менее 
5 штук каждой и обрабатывают описанным выше способом. 
Тест-поверхности оставляют для последующего исследования 
остаточного действия средства.

После экспозиции клещей пересаживают в чистые пробирки и 
проводят учет гибели через 24 ч, подсчитывая процент пораженных 
особей. Опыты проводят при комнатной температуре в трех по­
вторностях. В качестве контроля используют необработанных кле­
щей, помещенных в пробирки аналогичным образом. Определяют 
эффективные концентрации и норму расхода средства, обеспечи­
вающие достаточное качество равномерность нанесения на 
разные типы поверхностей с обеспечением скабицидной 
эффективности.

Остаточное действие отложений средства определяют после 
обработки на 1, 3, 5, 7 сутки и более методом контакта клещей с об­
работанными поверхностями в течение 15 мин в экспозиметрах. 
После контакта с обработанными тестами особей переносят в чис­
тые пробирки и регистрируют их состояние через 24 ч [72].

Показатели эффективности: острое действие -  гибель клещей 
через 24 ч 100 %; остаточное действие -  гибель клещей при подсад­
ке на 3 сутки на невпитывающую поверхность при учете через 
24 ч -  не менее 80 % [23].
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6.4.3.2. Методы оценки активности средств акарицидов, 
предназначенных для уничтожения клещей домашней пыли

В качестве биологического материала в лабораторных экспе­
риментах используют культуры клещей домашней пыли сем. 
Pyroglyphidae: D. pteronyssinus и/или D.farinae. Подопытные и конт­
рольные клещи должны быть одного вида, возраста. Клещей содер­
жат при стабильных, оптимальных для их развития условиях, в тер­
мостатах при температуре 25—26 °С в стеклянных плотно закрытых 
эксикаторах с относительной влажностью воздуха 70 %. Пищевой 
рацион клещей должен содержать все необходимые компоненты 
для их нормальной жизнедеятельности.

В лабораторных условиях оценку акарицвдной активности 
средств, предназначенных для борьбы с клещами домашней пыли, 
проводят на впитывающей тканевой поверхности бязь. Размеры 
и форма кусочков бязи, используемой в качестве тест-поверхности, 
соответствует форме и размеру дна сосуда (бюксы, небольшие 
стеклянные стаканчики и т. п.), в которых содержат клещей во вре­
мя экспериментов. Края каждого сосуда с клещами домашней 
пыли предварительно обклеивают липкой лентой во избежание 
расползания клещей («ловчий пояс»). Каждый опыт включает не 
менее 3 повторностей, в каждой из которых используют не менее 
20 клещей, и сопровождается контролем [72, 57].

Метод, используемый для оценки эффективности средств, 
предназначенных для уничтожения клещей домашней пыли, вы­
бирают в зависимости от препаративной формы средства.

Метод оценки активности средств в аэрозольных и беспропел- 
лентныхупаковках. Для оценки эффективности средств в аэрозоль­
ной и беспропеллентной упаковках используют стандартный метод 
опрыскивания членистоногих в камере объёмом 1 м3. В пяти точках 
размещают чашки Петри с клещами, помещенными непосре­
дственно на бязь. Одновременно в камеру также помещают 
тест-поверхности — кусочки ткани бязь — в пяти различных точ - 
ках для изучения длительности остаточного действия отложений 
средства. Клещей и бязь орошают средством с расстояния 
20—30 см под углом 45°. Через 10 мин после орошения клещей пе­
реносят в чистую посуду и помещают в эксикаторы. Гибель клещей 
учитывают через определенные промежутки времени (10 мин, 24, 
48 ч после обработки). Пораженными считают мертвых и необра­
тимо парализованных клещей.

Обработанные тест-поверхности бязь хранят в подвешенном 
положении при комнатной температуре. На 1-е и 3-и сутки после 
обработки для определения длительности остаточного действия 
отложений аэрозоля на них подсаживают клещей с добавлением
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кормового субстрата и оставляют для дальнейшего наблюдения. 
Учеты гибели клещей проводят в течение 5—14 суток [72, 57].

Метод подсадки клещей на обработанную тест-поверхность 
(для исследований активности жидких форм). Обработанные об­
разцы ткани бязь помещают в стеклянный небольшой сосуд. 
После полного высыхания на бязь подсаживают клещей и добавля­
ют кормовой субстрат. Учет пораженных клещей проводят через 
24, 48,72 ч [72, 57].

Показатели эффективности: острое действие — гибель клещей 
через 24 ч — не менее 100 %.

Метод обработки среды культивирования клещей (для изучения 
действующих веществу жидких препаративных форм). Среду куль­
тивирования клещей обрабатывают средством с акарицидной ак­
тивностью. После полного испарения растворителя в субстрат по­
мещают 30—50 клещей. Учет живых особей проводят через 24,72 ч, 
далее один раз в 7 дней в течение 3 недель [72].

Показатели эффективности: гибель клещей — не менее 100 %.

6.5. Методы определения активности инсекто- 
и акарорепеллентных средств

6.5.1. Методы оценки эффективности репеллентных средств 
в отношении насекомых

Метод оценки активности репеллентных средств, предназна­
ченных для нанесения на кожу(кремы, лосьоны, эмульсии, салфетки, 
карандаши, аэрозоли). К испытаниям допускаются только средства, 
имеющие подтверждение безопасности их применения на кожу 
людей. В опытах используют голодных самок A. aegypti инсекгар- 
ной культуры в возрасте 8—10 дней, получавших углеводное пита­
ние. В марлевый садок размером 30 х 30 х 30 см выпускают 
(50 ± 5) самок. Испытания репеллентных средств начинают через 
30 мин после запуска комаров. В период проведения опыта темпе­
ратура в помещении должна составлять 23—25 °С, относительная 
влажность 60—70 %. Опыты проводят при рассеянном освещении, 
избегая прямого солнечного света.

Чтобы подтвердить активность комаров в садок помещают 
оголенное предплечье испытателя, защитив кисть руки резиновой 
перчаткой. Проводят учет посадок и укусов комаров в течение 30 с. 
Активность комаров признается удовлетворительной, если за этот 
период зарегистрировано не менее 10 посадок и 3 укусов. После 
этого изучаемое средство наносят на обнаженное предплечье ис­
пытателя в норме расхода 0,1 мл г на 100 см 2 поверхности кожи. 
Обработанную руку помещают в садок с комарами на 3 мин и ре­
гистрируют число посадок и укусов комаров. Сразу после нанесе-
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ния репеллентные средства, как правило, обеспечивают отпугива­
ние всех насекомых, т. е. КОД равен 100 %. С целью определения 
длительности репеллентного действия ДРД проводят повторение 
опыта через каждые 30 мин до тех пор, пока не будет зарегистриро­
вано 3 или более укусов за 3 мин испытания. В каждом садке по­
вторное испытание можно проводить не ранее чем через час после 
предыдущего. Испытания должны быть проведены с 9 до 14 ч. Каж­
дое средство испытывают не менее чем три испытателя не менее 
чем в трех повторностях (всего 9 повторностей). Рассчитывают 
среднее значение ДРД и статистическую ошибку. Изученные сре­
дства распределяют по категориям эффективности репеллентных 
средств. К высшей категории эффективности относят средства, у 
которых ДРД составляет 4 и более часа, к 1 категории -  3 и более до 
4, ко 2 категории -  2 и более до 3, к 3 категории — 1 и более до 2. 
Если репеллентное средство по своим показателям эффективности 
не соответствует даже 3-й категории эффективности, то его следует 
испытать на соответствие 4-й категории эффективности. Испыта­
ния средств этой категории проводятся при определенных измене­
ниях в методике проведения опытов, приводящих к снижению аг­
рессивности комаров. В марлевый садок размером 50 х 50 х 50 см 
выпускают 20 ± 2 самки. Испытания должны быть проведены с 12 
до 14 ч. Все остальные условия опыта остаются прежними.

Показатели эффективности. Нормативными показателями 
достаточной эффективности репеллентных средств такого назна­
чения являются: коэффициент отпугивающего действия КОД — 
100 %, а длительность репеллентного действия в часах в соотве­
тствии с категориями эффективности — высшая категория — 4 и бо­
лее (в этикетке указывается защитное действие от насекомых более 
4 ч), 1 категория — 3 и более до 4 (в этикетке указывается защитное 
действие от насекомых до 4 ч), 2 категория — 2 и более до 3 (в эти­
кетке указывается защитное действие от насекомых до 3 ч), 3 кате­
гория — 1 и более до 2 (в этикетке указывается защитное действие от 
насекомых до 2 ч), 4 категория — 1 и более (в этикетке указывается 
защитное действие от насекомых до 2 ч при низкой численности 
комаров).

Полный спектр репеллентного действия средства определяет­
ся на основании изучения эффективности средства в натурных 
условиях или на основании литературных данных.

Метод оценки активности репеллентных средств в виде аэрозо­
лей, предназначенных для защиты от двукрылых при нанесения на 
одежду. Возможно применение 2 методов: метод ольфакгометрии и 
метод обработанных рукавов. Рукава подготавливают из хлопчато­
бумажной бязи (ткань рукава должна довольно плотно прилегать к 
предплечью испытателя) и обрабатывают аэрозолем из расчета
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20 г/м2. Испытание репеллентной эффективности проводят пер­
вый раз после полного высыхания ткани (примерно через 1 ч) и за­
тем через 1—2—3—5 и далее суток. В промежутках между испыта­
ниями рукава развешивают при комнатных условиях. При испыта­
ниях обработанный рукав надевают на предплечье испытателя 
(кисть руки в резиновой перчатке) и руку помещают в садок с кома­
рами аналогично методике, описанной выше.

Показатели эффективности. Нормативными показателями 
достаточной эффективности репеллентных средств такого назна­
чения являются: коэффициент отпугивающего действия КОД — 
100 %, а длительность репеллентного действия в часах в соотве­
тствии с категориями эффективности — высшая категория — 20 и 
более суток (в этикетке указывается защитное действие от насеко­
мых более 20 суток), 1 категория — 10 и более до 20 суток (в этикетке 
указывается защитное действие от насекомых до 20 суток), 2 кате­
гория -  5 и более до 10 (в этикетке указывается защитное действие 
от насекомых до 10 суток), 3 категория -  3 и более до 5 (в этикетке 
указывается защитное действие от насекомых до 5 суток) [72].

Методы оценки активности репеллентных средств, предназна­
ченных для защиты от муравьев. Оценку репеллентной активности 
проводят на муравьях рода Formica в натурных условиях в период их 
активности весна—осень. Каждое средство испытывают не менее 
трех испытателей не менее чем в трех повторностях (всего 9 повтор­
ностей) [72].

Метод оценки активности репеллентных средств, предназна­
ченных для защиты от муравьев при нанесении на одежду. Штанины 
подготавливают из хлопчатобумажной бязи и обрабатывают сре­
дством из расчета 20 г/м2. При испытаниях обработанную штанину 
надевают на ногу испытателя, заправляя в носок, чтобы избежать 
попадания муравьев под одежду, и ногу в обуви ставят на то место 
около муравейника, где наблюдается скопление насекомых. Му­
равьи заходят на обувь, после чего поднимаются на носок к обрабо­
танной штанине и ползут по ней вверх. Регистрируют число му­
равьев, проползших отрезок, обработанный репеллентным сре­
дством, длиной 50 см.

Рассчитывают КОД, который равен доле муравьев (в процен­
тах), не проползших обработанную зону, от числа муравьев в опы­
те. Испытание репеллентной активности проводят первый раз по­
сле полного высыхания ткани (примерно через 1 ч после обработ­
ки) и затем через 1—2—3—5 суток и далее. Для определения дли­
тельности репеллентного действия испытания повторяют до тех 
пор, пока КОД сохраняется не менее 70 %. В промежутках между 
испытаниями штанины развешивают в комнатных условиях.
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Показатели эффективности. Нормативными показателями 
достаточной эффективности репеллентных средств такого назна­
чения являются: коэффициент отпугивающего действия КОД -  
95 и более %, а длительность репеллентного действия — 3 и более 
суток.

Метод оценки активности репеллентных средств, предназна­
ченных для защиты от муравьев при нанесении на кожу. К испытани­
ям допускаются только средства, имеющие подтверждение безо­
пасности их применения на коже людей. Изучаемое средство нано­
сят на обнаженную голень испытателя в норме расхода 0,1 мл г на 
100 см2 поверхности кожи. Испытатели должны избежать попада­
ния муравьев под одежду: надеть носки с плотной резинкой, зака­
тать брюки так, чтобы они плотно прилегали к ноге выше колена. 
Ногу в обуви ставят на то место около муравейника, где наблюдает­
ся скопление насекомых. Муравьи заходят на обувь, после чего 
поднимаются на носок к обработанной голени и ползут по ней 
вверх. Регистрируют число муравьев, проползших отрезок, обрабо­
танный репеллентным средством (от носка до колена). Испытания 
начинают сразу после нанесения средства. С целью определения 
длительности репеллентного действия ДРД проводят повторение 
опыта через каждые 30 мин. Рассчитывают КОД, который равен 
доле муравьев (в процентах), не проползших обработанную зону, 
от числа муравьев в опыте. Для определения длительности репел­
лентного действия испытания повторяют до тех пор, пока КОД со­
храняется не менее 70 %.

6.5.2. Методы оценки активности репеллентных средств 
для защиты от иксодовых клещей

Метод оценки активности репеллентных средств в виде аэрозо­
лей, предназначенных для защиты от иксодовых клещей при нанесении 
на одежду. Используется тест из хлопчатобумажной бязи — лента 
10—70 см, который закрепляют на впитывающей поверхности 
(ткань, фильтровальная бумага и т. п.) размером 0,5 м2, прикрыв 
полиэтиленом нижние 10 см (п.п. 2.3 и 4.1). Затем эту поверхность с 
тестом закрепляют вертикально и обрабатывают аэрозолем в соот­
ветствии с рекомендуемой нормой расхода, обычно 12 с на 0,5 м2 
ткани. После обработки тесты открепляют, просушивают и разве­
шивают в лаборатории в одинаковых контролируемых условиях 
температуры, влажности, освещенности. Опыты проводят в день 
обработки. Тесты закрепляют под углом 70° к горизонту. Клещей 
по одному помещают на 5 см ниже нулевой отметки и наблюдают за 
их передвижением вверх по ткани, дополнительно стимулируя их 
пальцем наблюдателя, который держат на расстоянии 0,5 см от ги­
постома. Регистрируют число клещей, проползших отрезок, обра-
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ботанный репеллентным средством, длиной 50 см. На контроль­
ном тесте, как правило, все клещи проползают отмеченную зону. 
После испытаний клещей помещают в 70 % раствор этилового 
спирта с целью их консервации или продолжают дальнейшее на­
блюдение за ними. Опыт проводят не менее чем с 30 самками. Рас­
считывают КОД, который в данном случае равен доле клещей (в 
процентах), не проползших обработанную зону, от числа клещей в 
опыте. Результаты опытов трактуют в сравнении с результатами ис­
пытаний эталонного теста. Для определения длительности репел- 
лентного действия испытания повторяют ежедневно до тех пор, 
пока КОД сохраняется равным или выше 90 % [72].

Показатели эффективности. Нормативными показателями 
достаточной эффективности репеллентных средств такого назна­
чения являются: коэффициент отпугивающего действия КОД —
95 и более %, а длительность репеллентного действия -  3 и более 
суток.

Метод оценки акарицидно-репеллентных средств в виде аэрозо­
лей, предназначенных для защиты от иксодовых клещей при нанесении 
на одежду. Оценка акарицидно-репеллентных средств проводится 
по двум направлениям, как акарицидного средства и как репеллен­
тного. Тест подготавливается по п. 6.4.1. Изучение эффективности 
проводится по п. 6.4.1, 6.4.2. Определяются показатели КТср, МВср, 
ИСП, КОДиДРД.

6.5.3. Метод оценки активности акарорепеллентных средств 
в отношении гамазовых клещей

Оценку эффективности репеллентах средств в отношении
О. bacoti проводят при помощи методики, разработанной для иксо­
довых клещей, при этом оценивается отрицательная локомоторная 
реакция клеща на границе химического барьера, представляющего 
собой репеллент, нанесенный на субстрат на пути следования кле­
щей. Путь следования определяется отрицательным геотропизмом 
голодных клещей О. bacoti, подкрепленным привлекающим факто­
ром добычи (рука экспериментатора). Отпугивающее действие ис­
следуют на 1,3 и 5 сутки после обработки. Опыт с каждым соедине­
нием проводят не менее чем в 3 повторностях, используя не менее 
30 клещей в каждой. В опыте используют голодных самок крыси­
ного клеща.

Для оценки репеллентной активности веществ вычисляют ко­
эффициент отпугивающего действия КОД по формуле 12. Дли - 
тельность репеллентного действия ДРД оценивают как время (в 
сутках), в течение которого зону, обработанную репеллентом, 
проходят не более 30 % клещей [72].
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Показатели эффективности. Релеллентные средства: а) для на­
несения на кожу (острое действие) КОД для комаров — 100 %; дли­
тельность действия -  ДРД для комаров (по категориям эффектив­
ности): высшая категория — 4 ч и более, 1 категория — 3 ч и более до 
4 ч, 2 категория — 2 ч и более до 3 ч, 3 категория -  1 ч и более до 2 ч, 
4 категория — 1 ч и более; б) для нанесения на одежду, ткани (острое 
действие) КОД для комаров -  100 %, для блох -  95 % и более, для 
иксодовых клещей — 95 % и более, для муравьев — 95 % и более; 
длительность действия -  ДРД для комаров (по категориям эффек­
тивности): высшая категория — 20 суток и более, 1 категория — 
10 суток и более до 20 суток, 2 категория — 5 суток и более до 10 су­
ток, 3 категория — 3 суток и более до 5 суток; для блох: высшая кате­
гория -  5 суток и более, 1 категория -  3 суток и более до 5 суток,
2 категория -  2 суток и более до 3 суток; для иксодовых клещей -
3 суток и более; для муравьев — 3 суток и более.

Инсектицидно- акарицидно- репеллентные средства: острое 
инсектицидное действие — гибель комаров через 2 ч 100 %; остаточ­
ное инсектицидное действие -  гибель комаров через 3 суток -  не 
менее 70 %; острое репеллентное действие КОД для комаров — не 
менее 90 %, ДРД для комаров — не менее 1 суток, для клещей ТН^ -  
не более 5 мин, МВср -  не более 50 см, ИСП — не более 1,1.

6.6. Методы определения активности средств на основе 
регуляторов развития насекомых и аттрактантов феромонов

6.6.1. Методы оценки активности средств 
на основе регуляторов развития насекомых

Группа регуляторов развития насекомых РРН объединяет со - 
единения, являющиеся по механизму действия аналогами природ­
ных гормонов насекомых: ювенильного (АЮГ или ювеноиды), ли- 
ночного (ЛГ или экдизоиды); нейрогормонов и др. В эту группу 
входят также химические соединения, не являющиеся по структуре 
аналогами природных гормонов, но вызывающие у насекомых гор­
моноподобные эффекты. К ним относятся ингибиторы синтеза хи­
тина ИСХ: хлор- и фторпроизводные мочевины (дифлубензурон, 
тримфлумурон, гексафлумурон и др.). Из группы аналогов юве­
нильного гормона в РФ наиболее известен метопрен, гидропрен и 
пирипроксифен. Для характеристики активности АЮГ и ИСХ 
используются величины эффективных концентраций и доз, 
вызывающие морфогенетические или прочие изменения у 50, 95 
или 99 % биообъектов.

Механизм действия АЮГ заключается в том, что введение эк­
зогенного аналога в тот период, когда титр истинного гормона в 
организме насекомого минимален («критический период»), вызы-
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вает эффекты, отсутствующие при нормальном прохождении мета­
морфоза. Поскольку эти соединения являются аналогами природ­
ного гормона, то организм реагирует на их появление (прису­
тствие) образованием промежуточных особей, гигантских, сильно 
меланизированных личинок, недоразвитых куколок с развитой 
головой имаго и т. п.

Ингибиторы синтеза хитина -  это соединения, которые инги­
бируют процесс образования глюкозы, необходимой для синтеза 
хитина. Из-за ее отсутствия ослабляется связь между эндо- и экзо­
кутикулой: она расслаивается, и насекомое не может завершить 
процесс окукливания. При воздействии ИСХ — отсутствие куколок 
и различные нарушения линьки на протяжении всего цикла разви­
тия от яйца до начала окукливания. Появление куколок -  
свидетельство окончания срока действия ИСХ.

При воздействии АЮГ: нарушения морфогенеза на протяже­
нии всего цикла развития, отсутствие вылета выплода имаго, по - 
явление неполноценных имаго или особей с признаками предшес­
твующей фазы развития: «адультоидов».

Фаза имаго. АЮГ не рекомендуется для использования в отно­
шении имаго мух: вместо ожидаемого эффекта подавления числен­
ности они повышают яйцепродуктивность самок в 1,5—2 раза в 
сравнении с контролем. У имаго тараканов они вызывают эффект 
стерилизации и резко выраженные морфогенетические эффекты: 
деформированные или укороченные крылья, смазанный рисунок 
жилкования, промежуточные формы сильно меланизированные, 
редукция члеников конечностей, недоразвитые оотеки. У блох на­
блюдается эффект стерилизации у самок при воздействии ИСХ и 
нарушения при формировании кокона при воздействии АЮГ.

ИСХ обладают стерилизующим действием на имаго мух при 
скармливании им приманок. Эффект выражается в частичной или 
полной нежизнеспособности отложенных яиц или в полном 
отсутствии кладок.

Фаза яйца. Воздействие АЮГ на процессы эмбриогенеза за­
ключается в ингибировании дифференциации клеток и тканей и 
может проявляться или в гибели эмбрионов на разных стадиях раз­
вития внутри яйца, или в отрождении уродливых нежизнеспособ­
ных личинок. Видимые нарушения эмбриогенеза могут быть выз­
ваны как путем нанесения АЮГ непосредственно на яйцо, так и 
путем обработки самок в период, предшествующий яйцекладке. 
Воздействие препаратов на свежеотложенное яйцо — 20—30 ч после 
откладки — препятствует нормальному развитию, приводя его к ги­
бели. Но в более поздние сроки после откладки, когда процесс эм­
бриогенеза уже завершен и в яйце происходят процессы личиноч­
ной дифференциации, обработка уже не препятствует отрождению
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личинок. Однако личинки могут иметь нарушения линьки, образо­
вывать промежуточные формы и погибать при линьке на имаго.

ИСХ в отличие от АЮГ не блокируют эмбриогенез: из яйца 
развивается личинка, которая погибает на стадии очередной линь­
ки или при формировании куколки.

Фаза личинки. В процессе онтогенеза насекомых периоды 
очень высокой чувствительности к ЮГ чередуются периодами пол­
ной нечувствительности к его действию. Поэтому получить види­
мые эффекты от применения АЮГ возможно лишь в отдельные 
моменты развития, когда титр природного гормона в гемолимфе 
снижается до критического уровня или гормон отсутствует вообще. 
В это время организм наиболее чувствителен к ЮГ -  это и есть 
«критический период», во время которого и следует проводить ис­
пытания АЮГ. Учитывая, что «критический период» у АЮГ — это 
личинка последнего зрелого возраста, для получения достоверных 
результатов необходим строго выровненный по возрасту биологи­
ческий материал, отличающийся по возрасту в пределах от не­
скольких часов до 1 суток.

Фаза куколки. ИСХ и АЮГ слабо проникают через пупарий, 
поэтому этот метод испытания не рекомендуется, поскольку для 
получения очень слабого эффекта концентрации приходится уве­
личивать в 3—5 раз по сравнению с теми, которые использовали 
для обработки личинок.

В целом отличие испытаний РРН от инсектицидов касается 
работы с личинками мух й комаров (блох — в меньшей степени), где 
необходимо учитывать «критический период», ибо воздействие ве­
щества можно просто «не поймать». При работе с тараканами и в 
меньшей степени с блохами, имеющими сухопутную воздушную 
среду для развития и имаго, и личинок, методы испытаний почти 
не отличаются по сути, различны лишь методы оценки 
эффективности и сами получаемые эффекты.

Комары. При испытании АЮГ в отношении личинок комаров 
их следует вносить в сосуды с водой, где содержатся личинки кома­
ров зрелого 4-го возраста. Наблюдения за их развитием проводят 
постоянно, ежедневно регистрируя особи с признаками начала 
окукливания, затем -  формирующие куколку. Показателями эф­
фективности являются: 1) отсутствие нормально сформированной 
куколки; 2) особи, которые не смогли освободиться от экзувия; 
3) особи, которые не смогли подняться с поверхности воды.

ИСХ вносят в воду с личинками комаров, находящимися на
1—2-й стадиях развития и наблюдают за процессом линьки, отме­
чая ежедневно ее нарушения. Появление куколок свидетельствует 
о прекращении действия препарата.
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Мухи. АЮГ вносят в субстрат, где происходит развитие пре- 
имагинальных стадий, в период, когда преобладают личинки по­
следнего зрелого возраста. Показатель эффективности — отсу­
тствие вылета нормально сформированного имаго.

ИСХ вносят в субстрат для развития преимагинальных стадий 
при наличии любых личиночных возрастов. Показатель эффектив­
ности — отсутствие нормально сформированной куколки.

Блохи. Испытания проводят методом обработки субстрата (пе­
сок + альбумин), где развиваются личинки блох. Соединения мож­
но вносить в виде растворов в ацетоне, который быстро испаряется, 
а вещество остается в субстрате. Показатели эффективности: 1) на­
рушения в развитии личинок; 2) отсутствие нормально сформиро­
ванного кокона; 3) отсутствие выплода жизнеспособных имаго.

Тараканы. Испытания АЮГ и ИСХ проводят на имаго и ли­
чинках методом скармливания отравленных пищевых приманок в 
течение 1—3 суток, особи с явными нарушениями в развитии появ­
ляются не ранее чем через 5—7 дней. Учет эффективности АЮГ и 
ИСХ аналогичен: 1) количество особей с нарушениями; 2) отсут­
ствие жизнеспособных оотек; 3) выплод нормального поколения.

Муравьи. Испытания АЮГ и ИСХ проводят на имаго рабочих 
особей рыжих домовых муравьев методом скармливания отравлен­
ных пищевых приманок в течение 1—3 суток. Особи с явными на­
рушениями морфогенеза появляются в течение 4—7 суток. Показа­
телем активности АЮГ и ИСХ является появление особей с нару­
шениями развития, что свидетельствует о наличии у соединения 
гормоноподобного действия. Рабочими особями муравьев приман­
ка, содержащая АЮГ или ИСХ, доставляется в гнездо матки и при­
водит к ее стерилизации бесплодию. Далее матка не дает пото - 
мства, а рабочие особи гибнут естественной смертью, что приводит 
к ликвидации колонии.

При оценке активности регуляторов развития РРН основ - 
ным условиям является использование в экспериментах строго вы­
ровненного по возрасту (не менее 5—6 ч со времени последней 
линьки) биологического материала: при оценке аналогов ювениль­
ного гормона АЮГ используют личинок последнего возраста; 
при оценке активности ингибиторов синтеза хитина ИСХ — 
личинок 2-го возраста для всех биологических объектов.

На весах берется навеска вещества или средства, представлен­
ного для определения его активности, и готовятся серии концен­
траций. В том случае если средство представляет собой жидкую 
форму, оно интенсивно взбалтывается и после этого берется навес­
ка, если это гранулы или порошкообразные формы, то берется 
навеска без предварительных манипуляций [72, 62].
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6.6.1 Л. Методы оценки активности аналогов ювенильного гормона АЮГ
Оценку активности АЮГ для личинок комаров проводят на 

личинках желтолихорадочного комара Л. aegypti 4-го возраста; ли­
чинках крысиных блох X. cheopis, комнатных мух М. domestica, ры­
жих тараканов В. germanica последних возрастов инсектарных куль- 
тур [72].

Метод оценки активности АЮГ в отношении комаров. При ис­
пытании АЮГ в отношении личинок комаров их вносят в сосуды с 
водой, где содержатся личинки комаров 4-го возраста. Наблюде­
ния за их развитием проводят постоянно, ежедневно регистрируя 
особей с признаками начала окукливания, затем -  формирующих 
куколку. Показателями эффективности являются: 1) отсутствие 
нормально сформированной куколки; 2) особей, которые не смог­
ли освободиться от экзувия; 3) особей, которые не смогли поднять­
ся с поверхности воды. Учет эффективности проводят ежедневно с 
целью регистрации нарушений в их развитии в течение 4 дней. 
Подсчитывают количество личинок с морфогенетическими 
нарушениями.

При оценке эффективности АЮГ в форме брикетов гранул 
исходят из нормы расхода: 1 брикет массой до 10 г на 10 м2 водной 
поверхности. Строго выдерживают температуру, необходимую для 
развития личинок (27 ± 2) °С, поскольку в зависимости от темпе­
ратуры меняются сроки развития. Учет эффективности проводят 
ежедневно, регистрируя количество деформированных личинок. 
Из-за медленной диффузии ДВ в воду из этой формы в отличие от 
жидких и порошкообразных форм, при использовании которых ДВ 
сразу попадает в воду, эффект проявляется медленнее.

Метод оценки активности АЮГ в отношении комнатных мух. 
Препаративные формы на основе АЮГ вносят в субстрат, где про­
исходит развитие преимагинальных стадий в период, когда преоб­
ладают личинки последнего возраста. Показатель эффективнос­
ти — отсутствие вылета нормально сформированного имаго.

При оценке эффективности АЮГ в форме гранул их вносят, 
исходя из рекомендованной нормы расхода, в субстрат для разви­
тия личинок, в который помещают личинок последнего возраста. 
Строго выдерживают температуру, необходимую для развития ли­
чинок (20 ± 2) °С, поскольку в зависимости от температуры меня­
ются сроки развития: при 20 °С -  4 дня, при 16 °С -  6—8 дней. Учет 
проводят ежедневно.

Метод оценки активности АЮГ в отношении крысиных, блох. В 
субстрат для развития личинок (тонкий слой песка, предваритель­
но, во избежание заплесневения, прокаленный в течение 2 ч и сме­
шанный с сухим стандартным альбумином и пивными дрожжами: 
3 г альбумина на 10 г песка) вносят раствор АЮГ в ацетоне. После
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испарения растворителя по 30 личинок блох последнего возраста 
помещают в субстрат. Эффективность оценивают, подсчитывая 
ежедневно личинок с нарушением метаморфоза. Показатели эф­
фективности: 1) нарушения в развитии личинок; 2) отсутствие нор­
мально сформированного кокона; 3) отсутствие выплода жизнес­
пособных имаго [72].

Метод оценки активности АЮГ в отношении муравьев. 
Активность приманок, содержащих АЮГ и т. д., в отношении ко­
лоний муравьев оценивается по п. 6.3.2 [72].

Метод оценки активности пищевой приманки с АЮГ в отноше­
нии тараканов. Пищевую приманку с РРН ставят в пластиковые 
боксы размером 20 х 20 х 30 см, в который вносят имаго и личи­
нок тараканов (самцы : самки : личинки в соотношении 
1 : 1 : 4). В этот же садок ставят поилки с водой. Наблюдения ведут 
ежедневно в течение 7 суток, подсчитывая количество личинок с 
морфологическими изменениями. Особи с явными нарушениями 
в развитии появляются не ранее чем через 5—7 дней. Учет эффек­
тивности АЮГ и ИСХ аналогичен: 1) количество особей с наруше­
ниями; 2) отсутствие жизнеспособных оотек; 3) выплод нормаль­
ного поколения.

Метод изучения инсектицидных фумигирующих средств на осно­
ве АЮГгидропрена в отношении тараканов. Для определения био­
логической активности инсектицидных фумигирующих устройств 
средств, выполненных в форме диска-фумигатора, в которых в 
качестве Д В используют АЮГ гидропрен, необходима специальная 
установка. Это связано с тем что пары гидропрена, испаряясь с по­
верхности диска-фумигатора (или другого устройства), обладают 
способностью проникать в щели и трещины, где укрываются тара­
каны, и губительно воздействовать на них. Эксперименты прово­
дят в системе из сообщающихся между собой с помощью переход­
ника (15 х 15 х 30 мм) бокса из прозрачного оргстекла 
(200 х 200 х 200 мм) и лабиринта с крышкой (200 х 200 х 40 мм) 
рис. 6.5.

Такая конструкция позволяет создать длину пробега насеко­
мых в одном лабиринте равную двум метрам, сохраняя компак­
тность установки, и проводить наблюдения за влиянием гидропре­
на на уровне модельной группы тараканов в условиях, максималь­
но приближенных к естественным, в течение продолжительного 
периода жизни насекомых. Лабиринты выполняют функцию убе­
жища (имитация щелей и трещин) и поэтому они должны быть за­
темнены черной светонепроницаемой бумагой. В опытном вариан­
те в боксы устанавливают диски-фумигаторы (или другие анало­
гичные устройства) кормушки и поилки с водой. В контрольном 
варианте в боксах создают те же условия, но без
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дисков-фумигаторов. Эксперименты ставят при комнатной 
температуре воздуха (20—24 °С) и естественном световом режиме.

Эксперименты ставят в 3 повторностях. В каждой повторности 
используют по 60 тараканов (10 самок, 10 самцов и 40 личинок) с 
учетом естественного соотношения особей в популяции рыжих та­
раканов 1 : 1 : 4 .  Учеты погибших тараканов, а также наблюде­
ния за появлением меланизированных особей и тараканов с морфо­
логическими отклонениями проводят на 1, 2, 3, 6—10, 13—14, 21, 
28-е сутки и далее через 5,6, 7, 8,9,10 недель. Кроме того, отслежи­
вают появление оотек у самок и процесс отрождения из них личинок 
первого возраста (в течение ГО недель) и вносят в таблицу. Для опре­
деления целевой эффективности исследуемого средства с АЮГ оце ­
нивают: отсутствие имаго и появление меланизированных и уродли­
вых особей, а также отсутствие роста популяции. Статистическую 
обработку результатов (величину ошибки выборочной средней) 
проводят согласно математико-статистическим методам, применяе­
мым в биологических исследованиях [72,64].

Показатели эффективности. При внесении в среду обитания — 
аналоги ювенильного гормона АЮГ — жидкие формы: деформи - 
рованных личинок — комаров 4-го возраста — через 2—4 суток не 
менее 90 %, блох -  через 3 суток — не менее 95 %; плавающие фор­
мы (брикеты, гранулы): деформированных личинок -  комаров
4 возраста — через 4—5 суток не менее 95 %; гранулы для борьбы с 
мухами: деформированных личинок мух — через 4—5 суток — не 
менее 95 %.

Пищевые приманки с АЮГ: а) для мух: стерильность самок, 
отсутствие яйцекладок через 5 дней, жизнеспособных яиц не более
5 %, деформированных личинок через 2—3 суток -  не менее 95 %; 
б) для тараканов: деформированных личинок через 5—7 суток -  не 
менее 95 %.

Диски-фумигаторы с АЮГ— для тараканов: через 2 недели по­
явление единичных меланизированных и деформированных 
личинок.

6.6.1.2. М е т о д ы  о ц е н к и  а к т и в н о с т и  с р е д с т в  н а  о с н о в е  
и н г и б и т о р о в  с и н т е з а  х и т и н а  И С Х

Оценку активности ИСХ проводят на личинках 2-го возраста 
желтолихорадочного комара A. aegypti, крысиных блох X. cheopis, 
комнатных мух М. domestica, рыжих тараканов 1?. germanica инсек- 
тарных культур [72].

Метод оценки активности ИСХ в отношении комаров. ИСХ 
вносят в воду с личинками комаров 1—2-го возрастов и наблюдают 
за процессом линьки, отмечая ежедневно ее нарушения. Появле­
ние куколок свидетельствуете прекращении действия средства.
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Р и с .  6.5. Схема экспериментальной установки из прозрачного оргстекла
для изучения инсектицидных фумигирующих средств на основе АЮГ 

в отношении тараканов а — опыт, 6 — контроль 
Условные обозначения:

I  -  бокс;

Я -переходник;
Щ -  лабиринт с крышкой затемнен черной светонепроницаемой бумагой;

О  -  поилка;
Ф  -  кормушка;

6 9  -  диск-фумигатор с гидропреном

Учет эффективности проводят ежедневно с целью регистра­
ции нарушений в их развитии в течение 4 дней. Подсчитывают ко­
личество личинок с морфогенетическими нарушениями.

При оценке эффективности ИСХ в форме брикетов гранул 
исходят из нормы расхода 1 брикет массой до 10 г на 10 м2 водной 
поверхности. Строго выдерживают температуру, необходимую для
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развития личинок (27 ± 2) °С, поскольку в зависимости от темпе­
ратуры меняются сроки развития. Учет эффективности проводят 
ежедневно, регистрируя количество деформированных личинок. 
Из-за медленной диффузии ДВ в воду из этой формы, в отличие от 
жидких и порошкообразных форм, при использовании которых ДВ 
сразу попадает в воду, эффект проявляется медленнее [72].

Метод оценки активности ИСХ в отношении комнатных мух. 
При оценке эффективности ИСХ в любой препаративной форме 
вносят средство, исходя из нормы расхода, в субстрат для развития 
личинок, в который помещают личинок 2-го возраста. Строго вы­
держивают температуру, необходимую для развития личинок 
(20 ± 2) QC, поскольку в зависимости от температуры меняются 
сроки развития: при 20 °С -  4 дня, при 16 °С — 6—8 дней. Учет про­
водят ежедневно, подсчитывая количество деформированных ли­
чинок. Показатель эффективности — отсутствие нормально сфор­
мированной куколки.

Пищевую приманку с регулятором развития насекомых ставят 
в садок размером 30 х 30 х 30 см, в который запускают 
50—100 имаго 3—4-дневных комнатных мух. В этот же садок ставят 
субстрат для откладки яиц (смесь отрубей с водой и молоком) и по­
илки с водой. Наблюдения ведут ежедневно в течение 5 суток до по­
лучения яйцекладок [72].

Метод оценки активности ИСХ в отношении крысиных блох. В 
субстрат для развития личинок (тонкий слой песка, предваритель­
но, во избежание заплесневения, прокаленный в течение 2 ч и сме­
шанный с сухим стандартным альбумином и пивными дрожжами: 
3 г альбумина на 10 г песка) вносят раствор ИСХ в ацетоне. После 
испарения растворителя по 30 личинок блох 2-го возраста помеща­
ют в субстрат. Эффективность оценивают, подсчитывая ежедневно 
личинок с нарушением метаморфоза [72].

Метод оценки активности пищевой приманки с ИСХ в отноше­
нии тараканов. Активность пищевых приманок, содержащих ИСХ, 
оцениваютпоп. 6.1.1 [72].

Показатели эффективности. При внесении в среду обитания — 
ингибиторы синтеза хитина ИСХ -  жидкие формы: деформиро - 
ванных личинок комаров 2-го возраста через 2—4 суток не менее 
90 %; длительность остаточного действия 7 суток; плавающие фор­
мы (брикеты, гранулы): деформированных личинок комаров 2-го 
возраста через 4—5 суток не менее 95 %; длительность остаточного 
действия — 7—21 сутки.

Пищевые приманки с ИСХ: а) для мух: стерильность самок, 
отсутствие яйцекладок через 5 дней, жизнеспособных яиц не более 
5 %, деформированных личинок через 2—3 суток не менее 95 %;
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б) для тараканов: деформированных личинок через 5—7 суток не 
менее 95 %.

6.6.2, Методы оценки активности аттрактантов феромонов
Аттрактанты феромоны подразделяются на половые, аггре - 

гационные, следовые, тревоги и яйцекладки.
Половые феромоны являются основным средством коммуни­

кации особей членистоногих разного пола, обеспечивая процесс 
спаривания. Запахи, которые выделяют самки членистоногих, слу­
жат, главным образом, для привлечения самцов. Феромоны могут 
выделяться и самцами для привлечения и полового возбуждения 
самок.

Аггрегационные феромоны обуславливают существование 
группировок насекомых, в определенном месте. Так, например, 
очень активен аггрегационный феромон у таракановых. Основное 
количество этого феромона обнаружено в экскрементах тараканов.

Следовые феромоны -  этим химическим стимулом насекомые 
метят пути своего передвижения; феромонами яйцекладки насеко­
мые отмечают места, оптимальные для яйцекладок; феромоны тре­
воги являются химическими стимулами, с помощью которых 
насекомые информируют друг друга о возможной опасности.

В составе различных препаративных форм, применяемых в 
практике медицинской дезинсекции, используются как половые 
феромоны, так и аггрегационные феромоны для привлечения осо­
бей к инсектицидной приманке или клейкой поверхности.

Оценку эффективности аттрактантов и феромонов проводят 
на имаго комнатных мух М. domestica и рыжих тараканов В. germa- 
nica.

Метод оценки активности аттрактантов феромонов для ры - 
жих тараканов. Оценка эффективности аттрактантов феромонов 
проводят на рыжих тараканах инсектарной культуры. Для этого ис­
пользуют бокс из оргстекла 20 х 20 х 30 см, на верхнюю часть 
внутренней поверхности которого нанесена полоска вазелина ши­
риною 2 см, препятствующая выползанию насекомых. В бокс по­
мещают по 20 самок, 20 самцов и 80 личинок 2—4-го возрастов. Да­
лее помещают аттрактант феромон на клейкую поверхность в 
центре бокса по п. 6.1.1. Параллельно ставят контрольный вариант: 
в бокс помещают стеклянную емкость объемом 0,5 л, в которую 
кладут приманку (кусочек белого хлеба с подсолнечным маслом). 
Край емкости также смазывают вазелином. Учеты эффективности 
проводят через 17—24 ч. Повторность опыта трехкратная.

Метод оценки активности аттрактантов феромонов для 
комнатных мух. В опытном варианте в садок размером 
30 х 30 х ЗОсмпомещаютлистбумагиснанесеннымнанегоэнто-
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мологическим клеем, тестируемое средство и выпускают 50 имаго 
мух; в контрольном варианте — лист бумаги с нанесенным клеем. 
Наблюдения ведут в течение 3 мин, подсчитывают количество при­
липших мух в опытном и контрольном вариантах.

Далее рассчитывают коэффициент аттрактивного действия 
КАД по формуле 19:

К А Д = ^ ~ х 1 0 0  , где 19

О -  количество прилипших мух в опыте, %;
К  -  количество прилипших мух в контрольном вариан­

те, %.
Метод оценки активности пищевых приманок, содержащих фе­

ромон, для комнатных мух. Оценка активности пищевых приманок, 
содержащих в качестве действующего вещества различные инсек­
тициды в композиции с феромоном цис-трикозеном, осуществля­
ется по методу, изложенному в п. 6.2.2 с модификациями. В садок 
размером 30 х 30 х 30 см помещают приманку с феромоном, во 
второй садок — приманку без феромона. Наблюдения ведут в тече­
ние нескольких часов, проводя учеты через 15, 30 мин, 1, 2, 3, 6 и 
24 ч. Рассчитывают коэффициент аттрактивного действия по фор­
муле 19 п. 6.2, и смертность, % [72].

Показатели эффективности. Аттрактанты феромоны (поло - 
вые, аггрегации, пищевые): а) для мух за 3 мин КАД — не менее 
50 %, б) для тараканов за 17 ч КАД — не менее 50 %.

6.7. Методы определения эффективности инсектицидных,
акарицидных и репеллептпых средств в натурных условиях

6.7.1. Общие требования к проведению испытаний 
в натурных условиях

На основании изучения в лабораторных условиях инсектицид­
ной, акарицидной, рострегулирующей, репеллентной активности 
субстанций и их препаративных форм определяют эффективные 
концентрации и нормы расхода по отношению к разным видам 
членистоногих, имеющим эпидемиологическое и санитарно-гиги­
еническое значение (спектр действия) и ориентировочную крат­
ность обработок.

Поскольку реальные условия применения средств значитель­
но отличаются от лабораторных, часто бывает важно, а иногда обя­
зательно проводить испытания в натурных условиях. Под натурны­
ми условиями понимаются реальные условия применения дезин­
фекционных средств. Объектами в данном случае являются жилые
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помещ ения, заселенные синантропными насекомы ми, природные 
биотопы, транспортные средства и т. д.

Н а первом этапе определяют оптимальные режимы обработок 
в зависимости от типа объектов и используемой аппаратуры, воз­
можные побочные явления, которые могут возникнуть у людей, 
контактировавш их с препаратом (проводящих обработку, находя­
щихся в обработанных помещ ениях или использующих репеллен- 
тные средства). Эти испытания проводят на ограниченном 
количестве объектов.

б. 7.2 Испытания инсектицидных средств
6.7.2.1. Изучение эффективности инсектицидных средств по отношению 

к  тараканам, постельным клопам и блохам

П ри обследовании объекта на наличие постельных клопов и 
тараканов используют визуальный контроль, отмечая места нахож­
дения насекомых и их количество. Степень заселенности помещ е­
ния насекомыми оценивают следующими показателями (см, таб­
лицу). Визуальную оценку количества тараканов в объекте целесо­
образно проводить в часы их активности — вечером. Учет количес­
тва тараканов можно проводить, расставляя ловуш ки разных ти ­
пов: картонные укрытия с липкой массой, а также ловуш ки, содер­
жащие в качестве приманки аттрактанты или феромоны  тараканов 
в сочетании с клеем. В качестве ловуш ек могут быть использованы 
стеклянные банки емкостью 200—250 мл, в которых в качестве 
приманки используют куски хлеба, смоченные пивом, пивные 
дрожжи, кусочки яблока. Ловушки расставляют из расчета 1 экз. на 
10 м 2 пола и не менее 2 экз. в помещ ениях до 20 м2.

Насекомые
Степень заселенности помещения площадью 20 м2

Малая Средняя Высокая
Постельные
клопы

Единичные До 10 мест 
скопления 
насекомых

Свыше 10 мест
скопления
насекомых

Синантропные
тараканы

Единичные 3 -5
экземпляров

Свыше
5 экземпляров

И нсектициды  контактного действия наносят на поверхности 
стен и предметов обстановки в местах обитания насекомых. Расход 
жидкости составляет 50—100 мл на 1 м2, дуста — 2—5 г на 1 м2 в зави­
симости от типа обрабатываемой поверхности и действующего ве­
щества в дусте. Учет эффективности обработок проводят первый 
раз через 24 ч  после обработки, затем каждые 5—7 дней в течение 
месяца. П ри обследовании объекта после обработки подсчитывают

422



Р 4 .2 .2643-10

количество погибших насекомых (по полу и возрасту). При учете 
эффективности обработки необходимо использовать средства, ак­
тивизирующие выход клопов и тараканов из укрытий (средства в 
аэрозольных упаковках). Если в течение 2 недель не обнаружены 
живые насекомые, последующие обследования проводят раз в 2 не­
дели в течение 2 месяцев.

При оценке эффективности обработок по отношению к  бло­
хам используют липкие листы 20 х  30 см, которые раскладывают 
на полу под предметами обстановки из расчета 2 листа на 10 м2 пло­
щади. Если на 1 лист в течение первых суток попало в среднем не 
более 2 блох, считают, что в помещ ении «блохи единичные», от 3 до 
10 -  «блох много», более 10 -  «блох очень много».

Показатели эффективности. Эффективными считают средства, 
которые обеспечивают 100 % гибель насекомых в объектах в течение
1—2 суток и обладают остаточным инсектицидным действием не ме­
нее 3 недель. Для одномоментного уничтожения насекомых могут 
быть отобраны средства острого действия, у которых остаточная ин­
сектицидная активность не превышает 3 суток [72].

б.7,2.2. Изучение эффективности инсектицидных средств 
по отношению к мухам

При изучении ларвицидной активности средств органические 
отходы в сборниках разного типа, в которых происходит развитие 
преимагинальных фаз мух, обрабатывают водными растворами 
(эмульсиями, суспензиями) и дустами инсектицидов. Норма рас­
хода рабочих растворов (эмульсий, суспензий) составляет 0,5—5 л 
на 1 м2 для твердых отходов при толщине слоя до 30—50 см, при 
толщине слоя субстрата свыше 50 см — 2—12 л на 1 м2. Норма расхо­
да дуста порошка —150—300 г на 1 м 2. Одновременно обрабатыва­
ют не менее 3 объектов одного типа.

Перед началом обработки проводят учет численности преима­
гинальных фаз развития мух (личинок и куколок) в каждом отдель­
ном биотопе. При учете численности личинок и куколок мух в 
скоплениях твердых отходов в мусоросборниках, штабелях мусора, 
компостах не менее чем в 5—6 точках отбрасывают верхний слой 
мусора или навоза на площадках размером примерно 20 х  25 см и 
отмечают наличие личинок по шкале: личинок нет 0, личинки 
единичные -  до 5 на площадке + , личинки встречаются десятка - 
ми + + , личинки встречаются сотнями + + + . В скоплениях жид 
ких отходов наличие личинок отмечают по той же шкале при 
осмотре поверхности субстрата.

Проверку эффективности инсектицидов проводят 1 раз в 3 дня 
в течение 2 недель после обработки. При учетах отмечают наличие 
погибших личинок в обработанном субстрате, а также появление
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новых кладок и развитие личинок в обработанном и новом субстра­
те. Эффективным считают средство, которое обеспечивает гибель 
98—100 % личинок куколок в течение 5 суток.

При изучении эффективности регуляторов развития через 24 ч 
после обработки субстрата отбирают не менее 3 проб — каждую с 
участка размером 20 х 40 см, содержащих куколок. Пробы перено­
сят в лабораторию и содержат при температуре 23—25 °С в течение 
10 суток, подсчитывая количество вылетевших мух. Контролем 
служат пробы, взятые из необработанного субстрата. Средство счи­
тают эффективным, если оно обеспечивает гибель 98 % куколок.

Контактную активность инсектицидов для окрыленных мух 
определяют при обработке нежилых помещений различного типа, 
куда происходит постоянный залет мух: мусорокамер, подсобных 
комнат пищевых объектов, помещений туалетов и т. п. В помеще­
ниях выборочно орошают поверхности суспензиями (эмульсиями, 
растворами) средств в концентрациях, отобранных при лаборатор­
ных экспериментах и обеспечивающих полную гибель мух. В 
одном населенном пункте обрабатывают не менее трех объектов.

Обработку поверхностей проводят из распыливающей аппара­
туры, орошая места концентрации мух (стены около оконных рам, 
дверей, оконные стекла, плафоны и др.), но не более 10 % поверх­
ностей стен помещения. Норма расхода жидкости для не впитыва­
ющих жидкость поверхностей составляет 50 мл на 1 м2, для впиты­
вающих -  100 мл на 1 м2. Расчет проводят по количеству ДВ на 1 м2.

За сутки до обработки в помещениях проводят учет численнос­
ти мух с помощью листов лент липкой бумаги или сахарных при - 
манок с сильнодействующим кишечным инсектицидом. Непосре­
дственно перед обработкой проводят визуально учет численности 
мух, подсчитывая среднее (из трех подсчетов) число насекомых на 
1 м2 поверхности стены. Липкие листы размером 25 х 30 см раскла­
дывают из расчета 1 лист на 10 м2 пола.

Результаты обработки учитывают по числу погибших и живых 
мух в помещениях в утренние часы 2 раза в неделю в течение 3—4 не­
дель. После каждого учета погибших мух удаляют из помещения.

Эффективным считают инсектицид, который обеспечивает 
гибель более 95 % мух в течение 3 ч и сохраняет остаточное инсек­
тицидное действие на обработанных поверхностях в течение 
10 дней.

С целью установления кишечной активности инсектициды из­
учают в виде жидких и сухих приманок. Для приготовления жидких 
приманок используют 10 %-й сахарный сироп, в котором раство­
ряют необходимое количество инсектицидного средства. Емкости, 
содержащие по 50—100 мл приманки (которой пропитывают вату, 
фильтровальную бумагу), расставляют на подоконниках, в закры-
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тых витринах магазинов и т. п. из расчета 1 емкость на 10 м2 площа­
ди пола. По мере высыхания в них добавляют воду до ранее отме­
ченного уровня, чтобы сохранить необходимую концентрацию 
инсектицида.

Для приготовления сухих приманок используют 40—60 % рас­
творы сахара и необходимое количество инсектицида. Раствор на­
носят кистью полосами шириной 3—4 см по границе оконного 
стекла и на другие невпитывающие поверхности из расчета 100 мл 
раствора на помещение площадью 50 м2. Гранулированные формы 
пищевых приманок раскладывают на подложки, которые расстав­
ляют в местах наибольшего скопления мух согласно Инструкции 
по практическим испытаниям средства.

Учет эффективности приманок проводят через сутки и далее
1 раз в 5—7 суток в течение месяца. Если приманки сохраняют эф­
фективность и далее, учеты проводят 1 раз в 2 недели в течение 
3 месяцев. При учете подсчитывают число погибших мух в сосуде с 
приманкой и в радиусе 50 см от него и отмечают наличие летающих 
мух в помещении в утренние часы до начала залета новых насеко­
мых. Дополнительно 1 раз в 5 дней проводят учет эффективности 
приманочного метода с помощью лент листов липкой бумаги, 
размещаемых из расчета 1 лента лист на помещение площадью 
20 м2.

Показатели эффективности. Эффективными считают жидкие 
приманки, которые обеспечивают гибель 95 % мух в помещениях в 
течение 3 недель, сухие -  гибель 95 % мух в помещениях в течение
2 месяцев. Эффективность рассчитывают по формулам 5, 13.

6.7.2.3. Изучение эффективности средств в аэрозольных 
и беспропеллентных упаковках

Изучение эффективности средств в аэрозольных и беспропеллен­
тных упаковках, предназначенных для уничтожения летающих насе­
комых. Изучение инсектицидной активности средств в аэрозоль­
ных и беспропеллентных упаковках по отношению к комнатным 
мухам проводят в квартирах, а также в объектах общественного на­
значения, не менее чем в 10 помещениях. За сутки до проведения 
обработки в помещениях учитывают численность мух с помощью 
листов лент липкой бумаги или сахарных приманок. Визуальный 
учет численности мух проводят непосредственно перед обработ­
кой.

Средство из упаковки распыляют в воздух при закрытых две­
рях и окнах. Обработку помещения начинают с противоположного 
от входа конца, постепенно отступая к входной двери. Сняв с упа­
ковки колпачок и нажимая на распылительную головку, направля­
ют струю аэрозоля в воздух и места скопления насекомых, передви-
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гая упаковку вдоль обрабатываемого участка на расстоянии 50 см 
от поверхности. Время распыления средства из упаковки зависит 
от содержания пропеллента, типа распылительной головки и ука­
зано в Инструкции по проведению испытаний средства. Через 
15 мин после обработки помещение проветривают сквозным пото­
ком воздуха. В зависимости от состава средства время обработки 
помещения и его проветривания может меняться.

Контроль эффективности действия средства проводят визу­
ально через 15 мин после его применения, затем через 6 и 24 ч. При 
проверке отмечают острое действие препарата и возможное оста­
точное действие — время, в течение которого происходит гибель 
мух, залетающих в обработанное помещение. Контроль проводят 
путем осмотра помещения, отмечая погибших и парализованных 
мух, а также путем опроса населения.

Показатели эффективности. Средство считают эффективным, 
если в течение 15 мин зарегистрирована полная гибель насекомых в 
обработанном помещении.

Изучение эффективности средств в аэрозольных и беспропеллеи- 
тных упаковках, предназначенных для уничтожения нелетающих на­
секомых. Изучение инсектицидной активности средств в аэрозоль­
ных или беспропеллентных упаковках для нелетающих насекомых 
проводят в квартирах и в объектах общественного назначения, не 
менее чем в 10 помещениях для каждого вида насекомых. За сутки 
до проведения опытных работ объект обследуют с целью установ­
ления степени его заселенности насекомыми, используя методы и 
средства, изложенные выше.

Средство распыляют при открытых окнах и форточках. Сняв с 
упаковки колпачок, слегка нажимают на распылительную головку 
и наносят средство на места, где обнаружены скопления насеко­
мых или места их возможного обитания. При этом упаковку (бал­
лон) держат на расстоянии 20 см от поверхности, продвигая его 
вдоль обрабатываемых участков. Норма расхода инсектицида со­
ставляет 10—20 г на м2 обрабатываемой поверхности.

При обработке против постельных клопов орошают места об­
наружения клопов: кровати, диваны, плинтусы, места отхождения 
обоев, щели в стенах, тыльные стороны картин, ковров. Не допус­
кают попадания инсектицида на полированные поверхности. Пос­
ле окончания обработки помещение проветривают сквозным 
потоком воздуха в течение не менее 30 мин.

Контроль эффективности средства проводят сразу после обра­
ботки объекта, далее через сутки, одну или две недели, а при необ­
ходимости и в более поздние сроки после дезинсекции. При этом 
устанавливают заселенность объекта насекомыми, используя те же 
градации, что и при предварительном учете заселенности, реакцию
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насекомых на средство (быстро ли активизируют аэрозоли выход 
насекомых из укрытий), сроки наступления паралича и гибели 
насекомых.

Показатели эффективности. Инсектицид считают эффектив­
ным, если в течение 1 недели после обработки активные насекомые 
в помещении не обнаружены.

6.7.2.4. Изучение эффективности инсектицидных средств 
по отношению к муравьям

Изучение эффективности приманочных станций в натурных 
условиях. В городских условиях натурные эксперименты проводят в 
помещениях, в которых визуально отмечали муравьев. Приманоч­
ные станции устанавливают в местах наибольшего скопления (ря­
дом с муравьиным гнездом) или на путях регулярного интенсивно­
го передвижения насекомых — муравьиные «дорожки». Учеты пе­
редвигающихся муравьев-фуражиров проводят ежедневно, отме­
чая снижение и полное прекращение передвижений насекомых. 
Исчезновение передвигающихся муравьев-фуражиров служит кос­
венным свидетельством подавления колонии и гибели самки и 
расплода.

В условиях, приближенным к антропогенным (парники, теп­
лицы, оранжереи, бетонные и каменные дорожки в саду, фунда­
менты строений), а также в загородных домах (особенно на веран­
дах, террасах, в банях) часто можно отметить черных садовых му­
равьев и муравьев М. rubra, перемещающихся из открытой приро­
ды. Приманочные станции устанавливают аналогичным обра­
зом — в местах наибольшего скопления и перемещения насекомых 
с учетом конкретного места (между цветочными вазонами и кон­
тейнерами, между кирпичами в фундаменте, в щедях между брев­
нами, под бетонными плитами и т. д.), отмечая ежедневно сниже­
ние численности муравьев-фуражиров и в конечном счете — гибель 
колонии.

Изучение эффективности гелей и паст в натурных условиях. На­
турные эксперименты проводят в помещениях, в которых были об­
наружены муравьи. Гель наносят в виде пунктирных линий (штри­
хи, капли) вдоль плинтусов, в щели, трещины и другие места воз­
можного обитания и перемещения муравьев. Возможно использо­
вать пасту гель в виде приманок на пластиковой подложке, кото - 
рые устанавливают в местах скопления (рядом с муравьиным гнез­
дом) или интенсивного передвижения муравьев («дорожки» 
рабочих особей).

Гели, содержащие инсектициды острого действия (предназна­
ченные для ряда ползающих насекомых), оказывают губительное 
воздействие на самих муравьев-фуражиров. Гели, предназначен-
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ные для уничтожения только муравьев, позволяют рабочим особям 
муравьев выполнить функцию фуражиров и перенести отравлен­
ную приманку в гнездо с самкой и расплодом. В результате обмена 
кормом между муравьями погибают самки, откладывающие яйца, 
и в конечном счете вся семья. Учеты интенсивности перемещения 
муравьев отмечают ежедневно до полного его прекращения [72].

6.7.2.5. Изучение эффективности инсектицидных средств 
по отношению к имаго комаров

В населенном пункте выбирают помещения, в которых кон­
центрируются малярийные комары р. Anopheles (хлева, сараи, жи­
лые комнаты и др.). До обработки проводят учет численности ко­
маров.

Участки помещения, являющиеся дневками комаров, обраба­
тывают рабочими растворами средства в норме расхода 100 мл на 
1 м2. В одном населенном пункте каждым препаратом обрабатыва­
ют не менее 3 помещений в концентрациях, отобранных при лабо­
раторных испытаниях.

Эффективность инсектицида определяют либо визуально, 
подсчитывая на следующий день после обработки и затем каждые 
3—5 дней количество по гибших комаров в помещениях, либо с по­
мощью прозрачных пластмассовых конусов, прикрепленных к об­
работанным поверхностям липкими лентами. В каждый конус с 
помощью эксгаустера помещают 10—20 комаров на 30 мин. После 
этого комаров из конусов переносят в чистый садок и оставляют на 
сутки. В садки помещают вату, смоченную водой. Такие испытания 
проводят первый раз через сутки после обработки и затем раз в 
7—10 суток вплоть до того, как гибель комаров снизится до 70 %.

Контрольными являются помещения, не обработанные ин­
сектицидом. В этих помещениях также ставят конуса, потому что 
необходимо учитывать травмы комаров при посадке их в конуса и 
пересадке в садки эксгаустером (сравнение гибели в опыте и 
контроле).

Показатели эффективности. Эффективными считают сре­
дства (их концентрации), обеспечивающие гибель 100 % комаров в 
течение первых 3—4 недель после обработки и не менее 95 % в тече­
ние последующих сроков наблюдения.

Для обработки отдельных очагов (по показаниям) могут быть 
использованы средства, не имеющие длительного остаточного дей­
ствия, обеспечивающие 100 % гибели комаров в течение 5—7 суток 
после обработки.

При изучении степени раздражимости комаров к изучаемому 
средству в обработанное помещение выпускают 100—200 комаров 
и в течение часа наблюдают за их поведением. Если комары садятся
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на обработанные поверхности и гибнут, не обнаруживая признаков 
возбуждения, то раздражимости нет, и инсектицид может быть ре­
комендован для применения. Если комары беспокойны и пытают­
ся вылететь из обработанного помещения, то раздражимость име­
ется, и изучаемый инсектицид в практику противомалярийных об­
работок можно рекомендовать только после * повторного 
испытания и подтверждения отсутствия раздражимости комаров.

При изучении эффективности инсектицидов по отношению к 
имаго комаров р. Сикх обрабатывают 2—3 подвала с высокой чис­
ленностью комаров (более 100 экз./м2) концентрациями, отобран­
ными при лабораторных испытаниях и норме расхода 100 мл/м2. 
Через сутки проводят учет численности комаров, а также определя­
ют действие инсектицида на стенах подвала с помощью конусов по 
описанной выше методике. Комаров из конусов помещают в сад­
ки, учет их гибели проводят через 24 ч. Следующие учеты числен­
ности комаров и опыты с конусами проводят раз в 7—10 суток 
вплоть до того, когда препарат будет обеспечивать гибель менее 
70 % комаров. Эффективными считают инсектициды, обеспечива­
ющие 100 % гибель комаров в течение первых двух недель после об­
работки и не менее 90 % гибели в последующий месяц. В отдельных 
объектах (по показаниям) могут быть использованы инсектициды с 
коротким остаточным действием на обработанных поверхностях
5—7 суток [72].

6.7.2.6. Изучение эффективности 
специальных средств для уничтожения ос

Изучение эффективности инсектицидных средств в специальной 
аэрозольной упаковке, предназначенных для обработки осиных гнезд, в 
натурных условиях. Специальная аэрозольная упаковка снабжена 
головкой, которая обеспечивает струю аэрозоля длиной до 5 м.

Необходимо соблюдать следующие условия и меры предосто­
рожности при обработке осиных гнезд. Не рекомендуется прово­
дить обработку одному испытателю. Для обработки гнезд благоп­
риятны прохладные дни, т. к. осы активнее и агрессивнее в теплую 
погоду. Наиболее подходящее время для обработки гнезд -  раннее 
утро (перед восходом солнца), когда активность ос наименьшая, 
или после захода солнца в сумерки, когда почти все рабочие особи 
ос находятся в гнезде. Это требование также согласуется с экологи­
ческим регламентом — проводить обработки инсектицидами ран­
ним утром и поздним вечером во избежание возможного контакта 
пчел с ядами. Указанное время суток также является фактором, 
лимитирующим возможный нежелательный контакт ос с людьми и 
животными.
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При обработке не следует использовать карманный фонарик 
или другой источник света, т. к. это может спровоцировать актив­
ность ос. Проводящий обработку должен надеть защитную одежду, 
хорошо закрывающую голову и шею, кисти рук (плащ или куртку 
из водоотталкивающей ткани с капюшоном, плотные перчатки). 
Не следует перед обработкой пользоваться парфюмерией и упот­
реблять спиртные напитки, т. к. осы агрессивно реагируют на 
резкие запахи.

Испытатели находят осиное гнездо, которое расположено в 
пределах их досягаемости. Один из испытателей обрабатывает 
гнездо, не снимая его с места прикрепления, с расстояния не менее 
1,5 м в течение 2—4 с, что соответствует норме расхода 40 г/м2. За­
тем второй испытатель быстро надевает на гнездо герметичный 
прозрачный полиэтиленовый мешок и плотно завязывает его. Учет 
эффективности обработки проводят через 1 ч и 12 ч по появлению 
живых или погибших ос в мешке. [72].

Изучение эффективности специальных аттрактивных и ат­
трактивно-инсектицидных приманок, предназначенных для отлова и 
уничтожения ос, в натурных условиях. Приманки, предназначенные 
для отлова и уничтожения ос подразделяются на два типа:

а) аттрактивные приманки на основе углеводов без инсекти­
цида. Такие приманки помещаются в ловушки (например, бутылки 
с водой), из которых насекомые, привлеченные аттрактантом, не 
могут выбраться наружу. Несколько ловушек с приманкой разме­
щают в помещении или снаружи строения и учитывают попавших в 
ловушку ос;

б) приманки на основе белкового корма, содержащие инсек­
тицид замедленного действия (например, авермектины) или регу­
лятор развития насекомых. Отравленный белковый корм насеко­
мые относят в гнездо и скармливают личинкам. Распространение 
отравленного корма происходит внутри гнезда посредством тро- 
фаллаксиса.

Показатели эффективности: а) инсектицидные средства в 
специальной аэрозольной упаковке, предназначенные для обра­
ботки осиных гнезд: гибель насекомых через 1 и 12 ч составляет не 
менее 100 %; б) приманки на основе углеводородов с аттрактан­
том, помещенные в ловушку: уловистость через 2 суток не менее 
10 особей; в) приманки на основе белкового корма, содержащие 
инсектицид: гибель колонии через 3—4 недели.
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6.7,3. Изучение эффективности инсектицидов и регуляторов 
развития по отношению к личинкам комаров

6.7.3Л. Изучение эффективности инсектицидных средств
Средства испытывают не менее чем в трех концентрациях в во­

доемах площадью не менее 1—5 м2. Для определения эффективнос­
ти одной концентрации подбирают не менее трех водоемов одного 
типа. Рабочими растворами или порошками из опрыскивающей 
или распыливающей аппаратуры обрабатывают поверхность водо­
ема из расчета 100 мл г на 1 м 2. Гранулы равномерно разбрасыва­
ют вручную из расчета 20—30 г на 1 м2. Нормы расхода инсектицида 
рассчитывают в граммах ДВ на 1 м2, если глубина водоема не пре­
вышает 20 см; если же глубина водоема больше, то расчет проводят 
на объем воды в граммах ДВ на 1 м3.

Эффективность обработки оценивают путем сравнения чис­
ленности личинок комаров до и после обработки через 1, 2, 5, 7 и 
14 суток в обработанном и контрольном водоемах. Оценку полу­
ченных результатов проводят по формуле 3.

Учет численности личинок разных возрастов проводят стан­
дартным сачком (диаметр — 20 см, глубина — 25 см) или кюветой с 
пересчетом числа личинок каждого возраста на 1 м2. Пробы берут 
не менее чем в 10 местах равномерно по всей площади водоема. В 
период испытаний в водоемах регистрируют температуру, pH воды, 
степень зарастания водоема растительностью, степень проточнос­
ти, загрязненность воды органическими веществами.

Остаточное действие средств определяют на личинках кома­
ров инсектарной культуры. Для этого из обработанного водоема 
набирают в 0,5 л емкости по 250 мл воды, в которую помещают по 
25 личинок 2—3-го возрастов. Учет погибших личинок проводят 
через 1 и 2 суток. Каждые 5—7 суток опыт повторяют вплоть до 
того, как число личинок, погибших в воде, взятой из обработанно­
го водоема, будет ниже 70 %. Одновременно ставят контроль. Сре­
дство считают эффективным, если в течение 1—2 суток он 
обеспечивает 100 % гибель личинок в водоеме.

6.7.3.2. Изучение эффективности регуляторов развития насекомых
Средства испытывают не менее чем в трех концентрациях на 

водоемах площадью водной поверхности от 1 до 5 м2. Для определе­
ния эффективности одной концентрации подбирают не менее трех 
водоемов одного типа. Рабочими растворами или порошками из 
опрыскивающей или распыливающей аппаратуры обрабатывают 
поверхность водоема из расчета 100 мл г на 1 м 2. Гранулы равно­
мерно разбрасывают вручную из расчета 20—30 г на 1 м2. Нормы 
расхода РРН рассчитывают в граммах ДВ на 1 м2, если глубина во-
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доема не превышает 20 см; если же глубина водоема больше, то рас­
чет проводят на объем воды в граммах ДВ на 1 м3.

Эффективность обработки оценивают ежедневно путем срав­
нения численности и внешнего вида личинок комаров до и после 
обработки до получения явных эффектов нарушения линьки в 
обработанных водоемах.

Учет численности личинок разных возрастов проводят стан­
дартным сачком (диаметр — 20 см, глубина — 25 см) или кюветой с 
пересчетом числа личинок каждого возраста на 1 м2. Пробы берут 
не менее чем в 10 местах равномерно по всей площади водоема. В 
период испытаний в водоемах регистрируют температуру, pH воды, 
степень зарастания водоема растительностью, степень проточнос­
ти, загрязненность воды органическими веществами.

Остаточное действие РРН определяют на личинках комаров 
инсектарной культуры. Для этого из обработанного водоема наби­
рают в 0,5 л емкости по 250 мл воды, в которую помещают по 25 ли­
чинок 2-го возраста в случае с ИСХ и 4-го возраста при испытании 
АЮГ. Учет погибших личинок проводят ежедневно. Каждые 
5—7 суток опыт повторяют вплоть до того, как число личинок, по­
гибших в воде, взятой из обработанного водоема, будет ниже 70 %. 
Одновременно ставят контроль.

Показатели эффективности. Средства считают эффективны­
ми, если в течение 25—30 суток они обеспечивают нарушения 
линьки или гибель куколок при окрылении в воде, взятой из 
обработанного водоема [72].

6 JA . Изучение эффективности акарицидных 
инсектоакарицидных средств для обработки

природных биотопов с целью уничтожения иксодовых клещей
Изучение акарицидной активности средств проводят на терри­

тории, где отмечена высокая численность клещей (не менее 20 экз. 
на 1 км маршрута при стандартном учете численности клещей фла­
гом) в период подъема или пика численности. Для таёжных клещей 
этот период приходится на середину апреля -  первую половину 
июня. В период падения численности клещей испытания 
акарицидов не проводят.

Изучение эффективности концентратов эмульсий и смачиваю­
щихся порошков. Для испытания препаратов на выбранной терри­
тории размечают квадратные делянки размером 50 х 50 м, пло­
щадью 0,25 га. По периметру каждой делянки намечают нейтраль­
ную полосу шириной 1 м. Вместе с нейтральной полосой размер 
каждой делянки равняется 52 х 52 м, площадь около 0,27 га. С 
целью увеличения количества клещей на делянке в центр каждой 
из них подсаживают по 30 клещей (15 самок и 15 самцов), собран-
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ных на флаг на территории, не подвергавшейся обработке акари- 
цидами. Опыт начинают на следующие сутки после разметки пло­
щадок и подсадки клещей.

Обрабатывают акарицидом каждую делянку, включая нейт­
ральную полосу. В случае испытания нескольких концентраций 
опытные делянки можно располагать вплотную одна к другой. 
Контрольную делянку располагают так, чтобы исключить попада­
ние на нее инсектицидов (занос ветром во время обработок, стоком 
воды при дождях). Обработку делянок проводят испытуемым ин­
сектицидом в концентрациях, рекомендованных в проекте Ин­
струкции по проведению испытаний средвтва. Для* обработки ис­
пользуют любые опрыскиватели, обеспечивающие мелкокапель­
ное распыление. Обработку проводят так, чтобы обеспечить 
равномерное покрытие испытуемым препаратом всей площади 
делянки.

Учеты клещей проводят одновременно на делянках и в контро­
ле перед обработкой на 3-и сутки после обработки и затем ежене­
дельно в течение 1—2 месяцев до полного исчезновения клещей на 
контрольной делянке. Учёты проводят в утренние часы после схода 
росы. Если погода пасмурная, без заметного повышения полуден­
ных температур, учеты можно проводить и днем. Для учета на 
опытных делянках и в контроле используют разные флаги, которые 
должны быть соответственно маркированы. На каждой контроль­
ной делянке при первом учёте должно быть зарегистрировано не 
менее 10 клещей. Отсутствие на ней клещей или их меньшее коли­
чество свидетельствует о плохом качестве выполнения опытов и 
должен быть рассмотрен вопрос о повторении опыта на другой тер­
ритории. На каждой делянке учет проводят челночным ходом так, 
чтобы суммарная длина маршрута составляла не менее 0,5 км, же­
лательно — 1 км (10—20 параллельных ходов на площадке со сторо­
ной 50 м). Оценку полученных результатов проводят по формуле 8, 
Расчет эффективности действия акарицида проводят для каждого 
срока контрольного обследования. Изменение показателей 
эффективности по сезону служит критерием длительности 
эффекта обработок [72].

Показатели эффективности. Нормативными показателем дос­
таточной эффективности акарицидных средств такого назначения 
являются: эффективность средства на 3 сутки — не менее 95 %, дли­
тельность такого действия должна быть не менее 30 суток. ‘

Изучение эффективности аттрактивно-акарицидных гранул. 
Аттрактивно-акарицидные гранулы содержат нейтральный напол­
нитель, аттрактант -  вещество, привлекающее клещей к грануле и 
акарицид — убивающий клещей после контакта их с гранулой.
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Проверку акарицидной активности гранул проводят на пло­
щадках размером 2 и более га на участках с высокой численностью 
клещей. Разметку площадок желательно закончить до начала акти­
вации клещей или в начале периода активности. В последнем слу­
чае в процессе разметки площадки следует постоянно осматривать­
ся, снимать и выбрасывать в месте поимки напавших на работника 
клещей.

Разметка и обработка площадки. Перед началом работы про­
водят учет численности клещей на территории, намеченной под 
обработку и в контроле. Если выбранный для обработки участок не 
имеет естественных границ (тропы, дороги, просеки, опушка леса), 
то перед обработкой необходимо обозначить его границы заметны­
ми метками (матерчатые ленточки, бумажные флажки, несмывае­
мая краска и др.).

Обработку проводит бригада дезинфекторов (желательно 5 че­
ловек) и инструктор. Инструктор выстраивает дезинфекторов в 
шеренгу с промежутками между людьми в 4 м. По команде 
инструктора шеренга начинает движение с остановками через каж­
дые 2 м. Крайний дезинфектор движется по границе площадки, 
остальные — параллельными ходами, стараясь сохранять расстоя­
ние между людьми в 4 м. Инструктор, замыкающий шеренгу, отме­
чает границу обработанной полосы метками, меряет шагами рас­
стояние и каждые 2 м дает команду дезинфекторам бросить 2 грану­
лы одну сразу позади себя, а другую — на 2 м в сторону (в сторону 
дезинфектора) под прямым углом к направлению движения 
шеренги.

Дойдя до третьей границы обрабатываемого участка, шеренга 
смещается по этой границе вглубь площадки так, что первый дез­
инфектор (шедший по границе участка) становится на трассу, 
пройденную и размеченную дезинструктором, а остальные — 
дальше от него с интервалами в 4 м. Замыкает шеренгу дезин­
структор. Операция повторяется, но уже в обратном направлении. 
Так челночными ходами обрабатывается вся площадка. Произво­
дительность труда пяти дезинфекторов в зависимости от их опыта 
и расторопности 1,5—2 га/ч. Если препарат использован не весь, 
то оставшееся количество уничтожают, т. к. за год препарат су­
щественно снижает аттрактивность и, следовательно, эффектив­
ность.

Действие препарата основано на привлечении клещей к гра­
нуле, содержащей акарицид. Эффект, приближающийся к 100 %, 
достигается к концу второй недели после обработки, если после- 
зимовочная активация клещей закончилась. Если обработка про­
ведена в начале активации, то появление все новых, активирую-
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щихся клещей будет отсрочивать достижение 100 % эффекта. 
Оптимальное время для обработки — первая половина мая.

Через неделю после размещения на площадке гранул проводят 
учет численности клещей на флаг. Учетчик, двигаясь параллельно 
визирам челночным ходом, проходит по площадке не менее 
1,5—2,0 км, подсчитывая прикрепившихся к флагу и одежде кле­
щей, и выпуская их по возможности в месте поимки. Одновремен­
но проводится учет флагом на контрольной территории на мар­
шруте протяженностью также не менее 1,5—2 км (если на кон­
трольном маршруте собрано менее 50 клещей, его длину следует 
увеличить). Последующие учеты на площадке проводятся также с 
недельными интервалами в течение периода высокой численности 
клещей. Если два последних учета дали нулевые результаты, учеты 
прекращают. Если нулевые результаты не получены, учеты 
продолжают до конца сезона активности клещей, но с интервалами 
до 2 недель.

Расчет эффективности действия инсектицида проводят по 
формулам 5—7 для каждого срока контрольного обследования. 
Изменение показателей эффективности по сезону служит критери­
ем длительности эффекта обработок.

Если есть возможность, то для разметки площадок желательно 
применять простейшую геодезическую аппаратуру, отмечая на 
местности параллельные трассы на расстоянии 4 м друг от друга. 
Это поможет избежать огрехов при размещении гранул и снизит 
ошибки при оценке их эффективности [72].

6.7.5. Изучение защитного действиярепеллентных средств
Изучение защитного действия репеллентных средств в отноше­

нии кровососущих насекомых, предназначенных для нанесения на кожу 
(кремы, лосьоны, эмульсии, салфетки, карандаши, аэрозоли). Репел- 
лентное средство наносят на открытые участки кожи специалис- 
тов=испытателей в соответствии с рекомендуемым режимом. Как 
правило, тонким слоем не втирая. Опыт показывает, что на обна­
женное предплечье расходуется 0,4 г крема, 0,5 г лосьона или 
эмульсии, 0,2 г пены. Учет эффективности защиты от летающих 
кровососущих насекомых проводят в природных биотопах с разно­
образным спектром нападающих на человека кровососов. Регис­
трируют КОД через 15 мин после нанесения средства. Как правило, 
он равен 100%. Критерием окончания защитного действия служит 
регистрация 3 укусов насекомых в предплечье одного испытателя 
за 10 мин. Контрольный испытатель во время испытаний учитыва­
ет и отлавливает кровососущих насекомых, производит все записи, 
измеряет температуру и влажность воздуха, направление и силу 
ветра, отмечает состояние погоды и пр.
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Испытание каждого средства проводят не менее 10раз при раз­
личных условиях (разные биотопы, погодные условия, время суток). На 
основании полученных данных высчитывают КОД и показатель 
ДРД по отношению к различным группам кровососущих насеко­
мых (комары, мошки, мокрецы, слепни), который выражают в ча­
сах. В качестве эталона используют ДЭТА в аналогичных концен­
трациях. В качестве дополнительных возможно проведение испы­
таний защитных свойств репеллентных средств при разной физи­
ческой нагрузке испытателей.

Изучение защитного действия в отношении кровосущих насеко­
мых и клещей репеллентных средств в виде концентратов эмульсий, 
аэрозольных и беспропеллентныхупаковок, предназначенных для нане­
сения на одежду. Обработку одежды (костюмы, наголовные сетки и 
т. д.) проводят в соответствии с рекомендованным способом при­
менения (замачивание в эмульсии, распыление эмульсии, распы­
ление из аэрозольной упаковки). Испытания проводят специалис­
ты, одетые в обработанную одежду, в местах с высокой численнос­
тью гнуса и клещей. Необработанная одежда не должна защищать 
от укусов насекомых. Эффективность защитного действия пропи­
танной репеллентами одежды определяют по соотношению числа 
кровососов, нападающих за единицу учетного времени (20 мин) на 
испытателя в обработанной и контрольной необработанной 
одежде. Острое отпугивающее действие определяют через сутки 
после обработки. В дальнейшем испытания проводят один раз в 
3—5 дней вплоть до утраты одеждой защитных свойств. Длитель­
ностью защитного действия репеллентного средства является пе­
риод времени в сутках пока защитные свойства сохраняются не ме­
нее чем на 90 %. Другими словам, пока число укусов через обрабо­
танную одежду и число клещей, находящихся на обработанной 
одежде более 10 мин, составляет менее 10 % от контроля.

6.7.6. Изучение защитного действия в отношении 
иксодовых клещей акарицидных инсектоакарицидных средств 

в виде брусков, концентратов эмульсий, аэрозольных 
и беспропеллентных упаковок

Акарицидные средства, предназначенные для индивидуаль­
ной защиты людей от нападения иксодовых клещей, наносят на 
одежду. Испытуемым образцом средства обрабатывают хлопчато­
бумажные костюмы в соответствии с рекомендуемым способом 
применения. Испытания костюмов проводят в природных биото­
пах, где численность иксодовых клещей составляет не менее 20 экз. 
на 1 км маршрута при стандартном методе учета. Биотопы и время 
испытаний определяют специалисты-энтомологи. Две пары испы­
тателей идут по лесу параллельными курсами в 5—10 м друг от дру-
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га. Испытатели в одежде, обработанной инсекгоакарицидным сре­
дством, регистрируют число клещей, прицепившихся к одежде и 
двигающихся по ней более 5 мин. Если клещ находится на одежде 
более 10 мин, но он при этом не двигается, то его не учитывают. 
Пара контрольных испытателей учитывает и собирает всех клещей, 
прицепившихся к необработанной одежде. Оценку защитного дей­
ствия проводят по соотношению количества клещей, собранных за 
2 ч с необработанной одежды и с обработанной. Защитное действие 
оценивается в процентах клещей, снятых с обработанной одежды, 
от числа клещей, снятых с необработанной одежды. Костюмы, об­
еспечивавшие защиту от клещей в первые сутки после обработки 
более чем на 95 %, оставляют для определения длительности за­
щитного действия. Обработанные костюмы в промежутках между 
испытаниями хранят в полиэтиленовых клеенчатых пакетах или 
развешивают под начесом в тени. Защитные свойства обработан­
ных костюмов проверяют через день. Утратившими защитные 
свойства признают костюмы, на которых собирают более 5 % 
клещей от числа собранных на контрольных костюмах.

Показатели эффективности. Инсекгоакарицидные средства 
для борьбы с иксодовыми клещами в природных биотопах—острое 
действие — эффективность на 3-и сутки не менее 95 %; длитель­
ность остаточного действия — не менее 30 суток.

6.7.7. Методы изучения эффективности репеллентных средств, 
предназначенных для защиты от муравьев

Оценку репеллентной активности проводят на муравьях рода 
Formica в натурных условиях в период их активности (вес­
на-осень). Каждое средство испытывают не менее трех испытате­
лей не менее чем в трех повторностях всего 9 повторностей.

Метод изучения эффективности репеллентных средств, пред­
назначенных для защиты от муравьев, при нанесении на одежду. Шта­
нины подготавливают из хлопчатобумажной бязи и обрабатывают 
средством из расчета 20 г/м2. При испытаниях обработанную шта­
нину надевают на ногу испытателя, заправляя в носок, чтобы избе­
жать попадания муравьев под одежду, и ногу в обуви ставят на то 
место около муравейника, где наблюдается скопление насекомых. 
Муравьи заходят на обувь, после чего поднимаются на носок к об­
работанной штанине и ползут по ней вверх. Регистрируют число 
муравьев, проползших отрезок, обработанный репеллентным сре­
дством, длиной 50 см.

Рассчитывают КОД по формуле 12, который равен доле му­
равьев (в процентах), не проползших обработанную зону от числа 
муравьев в опыте. Испытание репеллентной активности проводят 
первый раз после полного высыхания ткани (примерно через 1 ч
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после обработки) и затем через 1—2—3—5 суток и далее. Для опре­
деления длительности репеллентного действия испытания повто­
ряют до тех пор, пока КОД сохраняется не менее 70 %. В промежут­
ках между испытаниями штанины развешивают в комнатных 
условиях [72].

Метод изучения эффективности репеллентных средств, пред­
назначенных для защиты от муравьев, при нанесении на кожу. К ис­
пытаниям допускаются только средства, имеющие подтверждение 
безопасности их применения на кожу людей. Изучаемое средство 
наносят на обнаженную голень испытателя в норме расхода ОД мл 
г на 100 см 2 поверхности кожи. Испытатели должны избежать по­
падания муравьев под одежду: надеть носки с плотной резинкой за­
катать брюки так, чтобы они плотно прилегали к ноге выше колена. 
Ногу в обуви ставят на то место около муравейника, где наблюдает­
ся скопление насекомых. Муравьи заходят на обувь, после чего 
поднимаются на носок к обработанной голени и ползут по ней 
вверх. Регистрируют число муравьев, проползших отрезок, обрабо­
танный репеллентным средством (от носка до колена). Испытания 
начинают сразу после нанесения средства. С целью определения 
длительности репеллентного действия ДРД проводят повторение 
опыта через каждые 30 мин.

Рассчитывают КОД по формуле 12, который равен доле му­
равьев (в процентах), не проползших обработанную зону от числа 
муравьев в опыте. Для определения длительности репеллентного 
действия испытания повторяют до тех пор, пока КОД сохраняется 
не менее 70 % [72].

6.7.8. Практические испытания инсектицидных, акарицидных 
и репеллентных средств

Практические испытания — испытания дезинфекционных 
средств, проводимые силами санитарно-эпидемиологической и 
дезинфекционной служб на обычных объектах дезинфекционных 
мероприятий с использованием имеющегося в распоряжении 
служб оборудования.

На проведение практических испытаний требуется разреше­
ние органа здравоохранения, отвечающего за эпидемиологическую 
обстановку в стране. В настоящее время такое разрешение даёт Фе­
деральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и 
благополучия человека.

Практические испытания проводят силами практических 
организаций в разных регионах, отличающихся климатическими, 
географическими условиями, видовым составом и сезонной дина­
микой численности членистоногих и др. При проведении этих ис­
пытаний определяют эффективность средства по отношению к до-
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минирующим видам членистоногих в зависимости от климатичес­
ких условий региона и уровня чувствительности природных попу­
ляций членистоногих к инсектицидам, определяют длительность 
остаточного действия средства при использовании его в разных 
климатических зонах, пригодность для обработки серийной 
стандартной аппаратурой, возможность рекомендовать его для 
использования населением.

Практические испытания проводят в соответствии с утвер­
жденными Федеральной службой по надзору в сфере защиты прав 
потребителей и благополучия человека Программой проведения 
практических испытаний и инструкцией по их проведению, разра­
ботанными для каждого испытуемого средства специалистами (эн­
томологами, биологами, паразитологами, врачами, гигиенистами). 
В инструкцию должны быть включены общие сведения о средстве 
(состав полностью, класс опасности, для каких целей предназначе­
но); методика обработки; рабочие концентрации и нормы расхода 
препарата по отношению к каждой группе членистоногих, для ко­
торых средство предназначено; методика учета эффективности 
обработок; меры предосторожности при работе со средством и 
меры первой помощи при случайном отравлении.

К инструкции прилагают формы необходимой документации 
(акты, анкеты, опросные листы и др.), которые заполняют специа­
листы практических организаций, непосредственно руководившие 
испытаниями препарата. В анкетах, кроме эффективности сре­
дства, отмечают наличие или отсутствие побочных явлений у лю­
дей, проводивших обработки, пользовавшихся средством или 
находившихся в обработанных объектах.

Обобщение и анализ материалов практических испытаний 
проводит организация, ответственная за подготовку и проведение 
таких испытаний.

Подготовленные отчеты по результатам практических испыта­
ний с приложением подлинников актов организаций, проводив­
ших испытания представляются в Федеральную службу по надзору 
в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека.

Меры предосторожности при работе с природными популяци­
ями членистоногих. Многие членистоногие являются переносчи­
ками возбудителей природноочаговых трансмиссивных болезней 
(малярия и чума, вирусные энцефалиты и желтая лихорадка, три- 
паносомозы и риккетсиозы, туляремия и др.). В связи с этим при 
сборе и последующей работе с природными популяциями 
членистоногих необходимо соблюдать меры предосторожности!

При работе в природных биотопах, расположенных в природ­
ных очагах трансмиссивных инфекций, персонал должен быть 
проинструктирован о необходимых мерах предосторожности в от-
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ношении членистоногих. Обязательно проведение соответствую­
щих прививок и наличие необходимых средств экстренной профи­
лактики. При работе с членистоногими необходимо работать в ре­
зиновых перчатках и халатах, эксгаустеры должны быть снабжены 
грушами или ватными фильтрами.

При работе с иксодовыми клещами рабочий стол должен быть 
застелен белой бумагой и на нем не должно быть лишних предме­
тов. Исследователю не следует одновременно осуществлять наблю­
дение за несколькими клещами или допускать исчезновение клеща 
из вида. Люди, работающие с клещами, являющимися переносчи­
ками вируса клещевого энцефалита, должны быть привиты от этой 
инфекции.

Насекомые оставшиеся в живых после проведения экспери­
мента уничтожаются (завариваются кипятком или помещаются в 
70 % этиловый спирт).
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6.7.10. Приложение
Приложение

рекомецдуемое

Показатели эффективности средств дезинсекции [2]

№
п/п

Вид
продукции

Исследуемые
характеристики

показатели
Нормативы нд

1 ______ _2________ _______ з __________■ 4 5

1 Клейкие ловушки без инсектицидов в виде домиков 
для борьбы с тараканами
Средняя уловис- 
тость, %

— на 7-е сутки
— на 14-е сутки 

Ресурс ловушки

Срок действия, сут.

не менее 92 
не менее 97 
1 рыжий тара- 
кан/см2 
не менее 15

64

2 Клейкие ловушки в виде лент, листов, палочек для борьбы 
с летающими насекомыми мухи, моль

Средняя уловис- 
тость, %

— на 2-е сутки 
Ресурс ловушки

Срок действия, сут.

не менее 96
1 комнатная 
муха/см2
не менее 15

72
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1 2 3 ______ 4______ 11 5

3
Инсектицидные пищевые приманки для борьбы с тараканами 

и муравьями (в виде контейнеров, таблеток, шариков, 
брикетов, гранул, порошка, пасты, гелей, пены и др.)

а) ДВ-ФОС,
карбаматы,
пиретроиды,
фенилпиразолы
фипронил;

Острое действие: 
гибель, %

— на 2-е сутки
Остаточное дей­
ствие:

не менее 70

длительность,
сут. не менее 30

б) ДВ-имидак- 
лоприд гель;

Острое действие: 
гибель, %

— на 3-е сутки
Остаточное дей­
ствие

не менее 70

длительность,
сут. не менее 90

в) ДВ-гидраме- 
тилнон или дру­
гой гидразон, 
борная кислота, 
сульфофторамид, 
перфтороктан- 
сульфонат лития, 
тиаметоксам, 
авермекгины;

Острое действие: 
гибель, %

— на 5-е сутки
Остаточное дей­
ствие:

длительность,
сут.

не менее 70 

не менее 90

г) ДВ-борная 
кислота, бура 
гель

Острое действие: 
гибель, %

-  на 5-е сутки
Остаточное дей­
ствие:

не менее 70

длительность,
сут. не менее 90
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Продолжение прилож. 6.7.10

1 2 3 4 5
д) ДВ-борная 
кислота, бура 
(жидкие приман­
ки)

Острое действие: 
гибель, %

— на 5-е сутки 
Остаточное дей­
ствие:

длительность,
сут.

не менее 70 

не менее 10

4
Инсектицидные пищевые приманки для борьбы 

с синатропными мухами (жидкие, сухие сахарные, 
гранулированные, пластины, гели и др.)

а) ДВ-ФОС (кро­
ме хлорофоса), 
пиреториды, 
неоникотинои- 
ды;

Острое действие: 
гибель мух, %

— через 24 ч 
Остаточное дей­
ствие:

длительность,
сут.

100

15-60

б) ДВ-хлорофос Острое действие: 
гибель мух, % 

-через 24 ч 
Остаточное дей­
ствие:

длительность,
сут.

не менее 80 

не менее 14

5 Инсектицидные средства в аэрозольных 
или беспропеллентных упаковках

а) для борьбы с 
летающими насе­
комыми (мухи, 
комары и др.)

Острое действие 
на мух:

-  С15, мг/м3
-  Q1S, мг/м5
-  КТ50, мин

не более 15 
не более 1 000 
не более 10

72
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1 2 3 4 5

б) для борьбы с Острое действие для
нелетающими тараканов: гибель
насекомыми (та- тараканов, %
раканы, клопы, 
муравьи, блохи)

-  через 10 мин не менее 30
— через 24 ч 

Остаточное дей-
100

ствие:
длительность,
сут. 5 -6 0

6 Инсектицидные пиротехнические средства
шашки таблетки, шнуры

а) для борьбы 
с летающими на­
секомыми;

Острое действие: 
гибель, %,

— после полного
задымления 
через 2 ч 100 72

Остаточное дей­
ствие:
гибель, %

— через 24 ч 100

б) для борьбы Острое действие:
с нелетающим гибель, %
насекомыми — тараканов не менее 90

-б л о х 100

Остаточное дей­
ствие:

-

гибель тараканов, 
клопов, блох при 
подсадке на 3 сутки, 
%

— через 24 ч не менее 90
длительность,

не менее 3сут.
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1 2 1i 4 | 5

7 Инсектицидные спирали для борьбы 
с летающими насекомыми

Острое действие: 
гибель имаго кома­
ров, %

— через 15 мин 100

72

8 Инсектицидные дусты для борьбы с нелетающими 
членистоногими и обработки мест посадки и выллода мух

Острое действие: 
гибель тараканов, 
мух, %

— через 24 ч 
Остаточное дей­
ствие:

100 72

длительность,
сут. 7 -90

9 Инсектицидные карандаши, мелки, бруски для борьбы 
с нелетающими членистоногими

Острое действие: 
гибель тараканов, % 

— через 24 ч
Остаточное дей­
ствие:

100 72

длительность,
сут. оЧО1

10 Микрокапсулированные инсектицидные препараты 
для борьбы с синантропными насекомыми

Острое действие: 
гибель тараканов, % 

— через 24 ч
Остаточное дей­
ствие:

100
72

длительность,
сут. 30-90
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1 2 ... з 1Г ...... 4  1П “

11 Инсектицидные концентраты эмульсий, растворы для борьбы 
с синантропными членистоногими

Острое действие:
гибель членистоно­
гих, %

— через 24 ч или
-  через 72 ч 100

Остаточное дей-
ствие:

длительность,
сут. ^4 1 О

12 Инсектицидные смачивающиеся или растворимые порошки, 
таблетки, суслоэмульсии, флоу

Острое действие:
гибель членистоно­
гих, %

— через 24 ч или
— через 72 ч 100

Остаточное дей­
ствие:

длительность,
сут. 15-60

13 Средства для борьбы с личинками комаров

а) микробиологи- 
ческие:

Остаточное
действие:

б) на основе гибель членистоно­
уротропина и др.; 
в) ФОС,

гих при подсадке 
на 3 сутки, %

пиретроиды — через 24 ч или
идр. — через 72 ч 100

СК30! мг/л не более при­
веденной в ТУ

Гибель личинок, % 
— через 24 ч 

Гибель личинок, %
100

— через 24 ч 100
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1 2 3 4 5
Остаточное дей­
ствие:

длительность,
сут. 3—15

14 Средства электорофумигируюпдае для борьбы 
с летающими насекомыми

Для комаров и 
др. кроме мух:
а) с матами 
пластинами;
б) жидкостные

КТ50 для комаров, 
мин
Резерв мата для ко­
маров, ч
КТ50 для комаров, 
мин
Резерв средства для 
комаров, ч

не более 7

не менее 7

не более 4—5 
не менее ука­
занного в НТД

Для мух: КТ50 для мух, мин 
I Резерв средства для 

мух, ч

не более 9—10 
не менее ука­
занного в НТД

15 Педикулицидные средства в разных формах для борьбы 
с головным, лобковым, платяным педикулезом:

а) лосьоны,
концентраты
эмульсий;

Гибель имаго, %
-  через 24 ч 

Гибель яиц, %, 
-ч ер ез  21 день

100

100

б) шампуни,
мыла и другие
моющие
средства, дусты,
таблетки,
суспензии,
гранулы,
кремы, гели,
эмульсии
идр.

Гибель имаго, %
— через 24 ч 

Гибель яиц, %
— через 21 день

100

10-100
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1 2 3 4 5

в) средства для 
импрегнации 
белья с целью 
предупреждения 
заражения педи­
кулезом

Острое действие: 
гибель имаго, %

— при подсадке 
через 24 ч

Остаточное дей­
ствие при ношении:

длительность,
сут.

100

3 -7

16 Инсектицидные средства на основе регуляторов 
развития насекомых РРН:

а) при внесении 
в среду обитания 
— аналоги юве­
нильного гормо­
на АЮГ:

Деформированных
личинок:

не менее 90 
не менее 95

— жидкие формы; комаров 4-го воз­
раста, %:

— через 2—4 сут. 
блох, %:

— через 3 сут.

не менее 90 

не менее 95

— плавающие 
формы (брикеты, 
гранулы);

комаров 4-го воз­
раста, %:

-  через 4—5 сут. не менее 95

— гранулы для 
борьбы с мухами;

мух, %:
— через 4—5 сут. не менее 95

б) при внесении в 
среду обитания 
— ингибиторы 
синтеза хитина 
ИСХ:

Деформированных
личинок:
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1 2 3 4 5
— жидкие формы; комаров 2-го воз­

раста, %:
— через 2—4 сут.

Остаточное
действие:

длительность,
сут.

не менее 90 

7

— плавающие 
формы (брикеты, 
гранулы);

комаров 2-го воз­
раста, %:

— через 4—5 сут.
Остаточное
действие:

длительность,
сут.

не менее 95 

7-21
в) пищевые при­
манки;
-д л я  мухе АЮГ 
и ИСХ;

Стерильность самок

Жизнеспособных 
яиц, %
Деформированных 
личинок, %:

— через 2—3 сут.

Отсутствие яй­
цекладок через 
5 дней

не более 5

не менее 95
— для тараканов 
с АЮГ и ИСХ;

Деформированных 
личинок, %:

— через 5—7 сут. не менее 95
г) диски-фумига­
торы с АЮГ:
— для тараканов;

Меланизированных 
и деформированных 
личинок:

— через 2 недели Появление
единичных
особей

17 Репеллентные средства
а) для нанесения 
на кожу

Острое действие: 
КОД, для комаров, 
%:
Длительность
действия:

100
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1 2 3 4 5
ДРД, для комаров, 
часы (по категориям 
эффективности):

— высш. категория
— 1 категория
— 2 категория
— 3 категория
— 4* категория

4 и более 
3 и более до 4 
2 и более до 3 
1 и более до 2 
1 и более

б) для нанесения 
на одежду, ткани

Острое действие: 
КОД, %:

— для комаров
— для блох
— для иксодовых ‘ 
клещей
— для муравьев 

Длительность 
действия:
ДРД, сутки (по кате­
гориям эффектив­
ности):
для комаров:

— высш. категория
— 1 категория

— 2 категория
— 3 категория 

для блох:
— высш. категория
— 1 категория
— 2 категория

для иксодовых
клещей
для муравьев*

100
95 и более

95 и более 
95 и более

20 и более 
10 и более 
до 20
5 и более до 10 
3 и более до 5

5 и более 
3 и более до 5
2 и более до 3

3 и более 
3 и более

18 Инсектицидно- акарицидно- репеллентные средства
Острое инсектицид­
ное действие:
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Продолжение прилож. 6.7.10

1 2 3 4 5
гибель комаров, %:

— через 2 ч
Остаточное инсек­
тицидное действие:
гибель комаров, %:

— через 3 сут.
Острое репеллен- 
тное действие:

-  КОД для кома­
ров, %
-  ДРД для кома­
ров, сут.

Для клещей 
см. «Акарицидные 

| средства»

100

не менее 70

не менее 90 

не менее 1

19 Средства борьбы с молью и кожеедами
а) контактного 
действия;
б) фумигацион- 
ного действия;
в) репеллентного 
действия

Острое действие: 
гибель гусениц моли 
или личинок коже­
едов, %:

— через 72 ч
Остаточное
действие:

длительность,
месяцев

Изъеденность ткани 
в течение 14 сут., мг
Острое действие: 
гибель имаго, %

— через 48 ч
Остаточное
действие:

длительность,
месяцев

КОД в ольфакто- 
метре, %

— через 24 ч

100

4 - 6

не более 7 

100

не менее 4 

не менее 75
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Остаточное
действие:

длительность,
месяцев 1 -4

20. Средства борьбы с осами

а) инсектицид­
ные средства в 
аэрозольных упа­
ковках для рас­
пыления в воз­
дух;

Острое действие 
наос (мух, пчёл -  
тест-объект)

-  С15 мг/м3
-  Q,s мг/м3
-  КТ505 мин

не более 10 
не более 1 000 
не более 7

б) инсектицид­
ные средства раз­
личных форм для 
обработки гнезд;

Острое действие на 
ос (мух, пчёл — 
тест-объект) при 
подсадке на впиты­
вающую повер­
хность (через 
15 мин после обра­
ботки), гибель, % 
Остаточное 
действие:

длительность,
сут.

не менее 100 

7

в) инсектицид­
ные пищевые 
приманки;

Острое действие на 
ос (мух, пчёл — 
тест-объект) гибель, 
%, через 24 ч
Остаточное
действие:

длительность,
сут.

не менее 80 

10-30

г) ловушки 
безин сектицид- 
ные с аттрактан- 
тами

Натурный экспери­
мент: уловистость 
через 2 суток, 
особи не менее 10
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1 2 | 3 | 4 5

21 Акарицидные средства для защиты от иксодовых клещей 
нанесение на одежду, ткани

— ТН , мин
-  МВСР, см
-исп

не более 5 
не более 50 
не более 1,1

22 Акарицидные средства для борьбы с гамазовыми 
и чесоточными клещами в помещениях

Острое действие: 
гибель клещей, %:

— через 24 ч 
Остаточное 
действие:
гибель клещей при 
подсадке на 3-и сут. 
на невпитывающую 
поверхность, %

— через 24 ч

100

не менее 80

23 Акарицидные средства для борьбы 
с клещами домашней пыли в помещениях

Острое действие: 
гибель клещей, %: 

— через 24 ч 100

24 Инсектоакарицидные средства для борьбы 
с иксодовыми клещами в природных биотопах

Острое действие: 
Эффективность, %: 

— на 3-и сутки 
Остаточное 
действие:

длительность,
сут.

не менее 95 

не менее 30

25 Аттрактанты (феромоны) (половые, яйцекладки, 
аггрегации, пищевые)

а) для мух; КАД, %:
— за 3 мин не менее 50

б) для тараканов КДЦ, %:
— за 17 ч не менее 50
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7. Р о д е н т о л о г и ч е с к и е  м е т о д ы  и с с л е д о в а н и й  
и  к р и т е р и и  о ц е н к и

э ф ф е к т и в н о с т и  д е р а т и з а ц и о н н ы х  с р е д с т в

7./. Общие положения. Требования к экспериментальным 
животным и условиям их содержания

Под дератизационными средствами понимают химические и 
физические средства, используемые для умерщвления и отпугива­
ния грызунов с целью снижения их численности.

К химическим дератизационным средствам относятся роден- 
тициды и их формы, синергисты и репелленты. К физическим де­
ратизационным средствам относятся механические устройства, 
умерщвляющие грызунов (давилки, капканы, клеевые ловушки), 
или средства отлова однократного и многократного действия, огра­
ничивающие передвижение грызунов живоловки, а также отпу - 
гивающие устройства (ультразвуковые и электромагнитные 
излучатели, электрические устройства).

Дератизационные средства и рекомендуемые способы их при­
менения должны удовлетворять следующим требованиям:

-  быть эффективными в отношении целевых видов;
-  не обладать репеллентными свойствами (за исключением 

репеллентов);
-  быть безопасными для человека и нецелевых видов живот­

ных, что предполагает наличие антидотов или соответствующих 
мер применения.

Дератизационные средства испытывают в лабораторных усло­
виях и в естественных местообитаниях грызунов (в натурных усло­
виях). В лабораторных условиях эффективность дератизационных 
средств оценивают при одиночном или групповом содержании жи­
вотных. В естественных местах обитания грызунов уточняют 
режимы применения и эффективность дератизационных средств.

Все работы проводят в соответствии с действующими требова­
ниями, инструкциями, утвержденными нормами и правилами, ме­
тодиками содержания лабораторных животных и испытания 
дератизационных средств.

Требования к экспериментальным животным и условиям их со­
держания. Эффективность дератизационных средств определяют 
на лабораторных формах грызунов целевых видов—серых и черных 
крысах, домовых мышах, серых полевках — видах, которые являют­
ся главными объектами дератизации в населенных пунктах [66]. В 
экспериментах используют только потомков диких грызунов, вы­
ращенных в условиях вивария. Диких грызунов для опытов не ис­
пользуют, т. к. они подвержены стрессам, могут содержать
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в организме антикоагулянт, могут быть заражены эктопаразитами, 
больны инфекционными болезнями или инвазиями, что окажет 
влияние на результаты экспериментов. Помимо этого, дикие гры­
зуны плохо поедают предлагаемые корма и очень агрессивны. Ла­
бораторную культуру грызунов получают от диких особей, отлов­
ленных в естественных местообитаниях. В течение месяца грызу­
нов содержат поодиночке в карантине. В течение этого периода за 
ними наблюдают и отбирают внешне здоровых особей с блестящей 
шерстью, без повреждения конечностей или кожи, подвижных, с 
хорошим аппетитом. Для уничтожения эктопаразитов грызунов 
обрабатывают инсектицидами. После карантина из оставшихся 
грызунов формируют пары для размножения. При этом подсажи­
вают самца к самке или помещают пару в новую клетку.

Большое значение для получения здоровых животных имеет 
своевременная отсадка молодняка от родителей. Полевок отсажи­
вают в возрасте 18—20 дней, домовых мышей — через 20—25 дней 
после рождения, крысят — через 25—28 дней.

При содержании и разведении целевых видов грызунов соблю­
дают все зоогигиенические и зоотехнические требования [79, 80]. 
Помещения, в которых содержатся грызуны, должны иметь естес­
твенный световой режим, комнатную температуру (20—22 °С) и ста­
бильную относительную влажность воздуха (50—60 %). При группо­
вом содержании и разведении животных используют просторные 
вольеры размером не менее 120 х 50 х 30 см. При одиночном или 
парном содержании грызунов, а также самок с приплодом использу­
ют металлические сетчатые клетки размером 40 х 30 х 25 см или 
пластмассовые лотки размером 40 х 30 х 15 см и 25 х 17 х 12 см с 
решетчатыми металлическими крышками. Внутрь вольеров, клеток 
и пластмассовых лотков помещают специальные домики-укрытия, 
кормушки, автоматические поилки или баночки с водой. В качестве 
подстилки применяют опилки или стружку, смешанные с гранули­
рованным поглотителем влаги и запаха (например, адсорбент для 
кошачьих туалетов). Вольеры, клетки и пластмассовые лотки чистят 
один раз в два дня, при этом удаляют загрязненный подстилочный 
материал и добавляют свежий. Подстилку полностью меняют один 
раз в неделю. Воду в поилках меняют ежедневно. Кормушки моют 
при смене корма, каждый день. Вольеры, клетки и пластмассовые 
лотки моют и дезинфицируют не менее одного раза в две недели. В 
комнатах, где содержат животных, ежедневно проводят влажную 
уборку. Раз в неделю проводят дезинфекцию 2—5 %-м раствором 
хлорамина или другими, разрешенными для этих целей, дезинфи­
цирующими средствами. По показаниям осуществляют дезинсек­
цию против блох и гамазовых клещей. Борьбу с мухами ведут посто­
янно с помощью современных инсектицидных приманок.
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Кормление животных должно быть полноценным и разнооб­
разным. Основной рацион серых крыс составляет гранулирован­
ный животный корм. Используют также зерновую смесь и овощи. 
Домовых мышей кормят зерновыми смесями и гранулированным 
животным кормом. Мышей подкармливают зеленым кормом и 
корнеплодами. Полевок, адаптированных к условиям лаборатор­
ного содержания, кормят гранулированными растительными и 
животными кормами, но обязательно добавляют к рациону зеле­
ные корма, корнеплоды, фрукты, зерно.

7.2. Методы исследований эффективности химических 
родентщидных средств

7.2.1. Требования к условиям эксперимента по оценке
эффективностиродентицидных средств. Контролируемые 

показатели и обработка результатов
Чистота эксперимента по оценке эффективности родентицид­

ных средств зависит от поддержания постоянных условий содержа­
ния животных на протяжении всего опыта. Лабораторное помеще­
ние, где проводят эксперименты, должно быть изолировано от дру­
гих помещений вивария, иметь естественный световой режим, 
комнатную температуру (20—22 вС) и стабильную относительную 
влажность воздуха (50—60 %).

Состав и качество корма остаются постоянными на протяже­
нии опыта. При изучении эффективности отравленных приманок 
в качестве контроля используют альтернативный корм, не содер­
жащий родентицидного средства. Для этих целей используют овся­
ную крупу.

Определение эффективности субстанций и концентратов дей­
ствующих веществ ДВ изучают на приготовленной стандартной 
отравленной приманке, используемой в качестве модели, с извес­
тной концентрацией действующего вещества. Для стандартной от­
равленной приманки в качестве пищевой основы применяют овся­
ную крупу. Стандартную приманку с определенной концентраци­
ей ДВ готовят, смешивая зерновую основу с концентратом действу­
ющего вещества.

Необходимое количество концентрата К в приманке рассчи - 
тывают по формуле:

__ П х Д В 2
~  дв~ , где

К  -  количество концентрата г; 
П — количество приманки г;
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ДВ] — содержание ДВ в концентрате %;
ДВ2 — заданное содержание ДВ в приманке %.

Во время эксперимента животным обеспечивают свободный 
доступ к воде и корму. Используют водопроводную воду без посто­
роннего запаха и привкуса с pH 6,8—7,0. Конструкция автомати­
ческих поилок исключает загрязнение воды. Кормушки с кормами 
подвешивают на противоположные стенки клетки — это уменьшает 
его загрязнение и растаскивание. Альтернативный корм и приман­
ку раскладывают в разные кормушки по 100 г для крыс и по 50 г для 
мышей. Полного съедания кормов не допускают; при съедании 2/3 
корма в кормушку добавляют новый, до первоначальной массы.

Кормушки ежедневно меняют местами для того, чтобы исклю­
чить привыкание грызунов к одному месту кормления.

В опыт отбирают здоровых грызунов, примерно одного возрас­
та (2—6 месяцев) и массы тела (серые крысы 150—280 г; домовые 
мыши 20—30 г; серые полевки 18—28 г). Если не ставится задача 
специальных исследований, то в опытах не используют 
беременных или лакгирующих самок.

Грызунов, отобранных для опытов, не обрабатывают инсекти­
цидами, антигельминтными препаратами, места их содержания не 
обрабатывают дезинфектантами.

Для экспериментов используют 6 особей одного вида. При по­
лучении нечетких результатов опыты повторяют на 10 грызунах.

Перед началом эксперимента грызунов в течение 3 дней вы­
держивают для адаптации к новым условиям содержания и кормле­
ния. Для изучения эффективности родентицидных средств в экс­
перименте наблюдения проводят до момента гибели животного, но 
не более 3 суток для родентицидов острого действия, 10 суток -  для 
антикоагулянтов второго поколения и ядов смешанного действия 
(витаминов D2 и D3) и 14 суток — для антикоагулянтов первого по­
коления,

Действие отравленной приманки на грызунов определяют по 
трем основным параметрам:

-  поедаемость приманки;
-  количество погибших;
-  время гибели.
В качестве дополнительных параметров используют количес­

тво поглощенного грызуном ДВ в миллиграммах и количество ДВ в 
пересчете на единицу массы тела мг/кг. Вес грызуна и его измене - 
ние определяют в начале опыта и по его окончании.

Первичные результаты опытов фиксируют в «Рабочем журна­
ле», а затем рассчитывают необходимые параметры. Примеры рас­
четов и их оформление представлены на рис. 7.1, в табл. 7.1 и 7.2.
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Поедаемость определяют по количеству корма, съеденного 
грызуном в течение одних суток. С этой целью ежедневно взвеши­
вают остаток корма в кормушке и определяют разницу между пер­
воначальным весом корма и весом остатка.

Средний вес грызуна рассчитывают по формуле:

Vср

V,+vX
2

, где

Ч Р -  средний вес грызуна; 
х  — порядковый номер грызуна;

Ч  — вес грызуна вначале опыта;
\ х -  вес грызуна в день гибели (табл. 1).

Таблица 7.1
Д и н а м и к а  п о е д а е м о с т и  и с с л е д у е м о й  п р и м а н к и  

и  а л ь т е р н а т и в н о г о  к о р м а  с е р ы м и  к р ы с а м и

§

*

X

П
ол

Вес грызуна Количество съеденного корма по дням г

в 
на

ча
ле

 о
пы

та

в 
де

нь
 г

иб
ел

и

средний

V»

1 2 3 4 5 6

0

Р,

К

Р,

0

Р„

К

Рх

О

рх

К

Рх

О

Р„

К

P,

О

Р,

К

Рх

О

р.

к
р,

1

са
м

ец

265 245 255 15 10 10 5 5 5 5 5 5 0 t t

л

са
м

ка

200 196 198 15 15 15 5 10 5 5 0 t t

Сред­
нее ш «Ч

i n ,
я" = „

Примечание: t  — гибель крысы; О — опыт (исследуемая приманка); К — 
контроль (альтернативный корм); Рх -  съедено корма в опыте (х = 1,2.,.п); рх -  
съедено корма в контроле; п -  количество крыс в эксперименте; остальные 
обозначения в тексте.

Среднее арифметическое m веса крыс в начале эксперимента 
(mVx) и веса погибших крыс (mVx) рассчитывают по следующим 
формулам:
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Y V  Y v
m v  ±  А или m s = -— ■ L—- ± А , где

* n * n

n — количество крыс в опыте объем выборки; 
2V. — сумма веса крыс в начале эксперимента

•" W  + V2+...+ V J;
2 v ( „ — сумма веса погибших крыс (vx + v2 + ...+  v„); 

А -  средняя ошибка.

о -  среднее квадратичное отклонение.

Таблица 7.2
Поедаемость приманки и количество ДВ в организме серых крыс

№
п\п

X

Съедено корма в течение эксперимента

Количество
действующего

вещества,
поглощенного

крысой
Время
гибели
крыс
сут.в граммах в %

мг

DB,

мг/кг

Г>вх

Опыт

2Р,

Конт­
роль
2Р.

Итого

Р

Опыт

G,

Конт­
роль

R,
1 40 25 65 62 38 2,0 7,8 6

. . . .

п 45 25 70 64 36 2,3 11,6 5

сред­
нее

Примечание: концентрация ДВ в приманке 0,005 %; обозначения в тексте.

Определение относительной поедаемости исследуемой при­
манки Gx и альтернативного корма R* для крысы в % табл. 7.2:

Gx = 2 ^ .1 0 0 % , R = 2 ^ .1 0 0 %  , г д е  
Р  Р

Gx — поедаемость приманки %;
R* — поедаемость альтернативного корма %;

2 Р  -  количество приманки, съеденной крысой в опыте 
мг;
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Продолжительность эксперимента (сут.)
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1

3.03.05

К
ры

са серая

С
амец

грызуна (г) 265 — - - — — 245
остаток приманки 
в кормушке (г) 100 85 75 70 65 60 60

съедено приманки (г) 0 15 10 5 5 5 0
остаток альтернативного 
корма в кормушке (г) 100 ^90 85 80 75 75 75

съедено альтернативного 
корма (г) 0 10 5 5 5 0 0

7 O J

о
O J

о
'̂ г>

Д
омовая мы

ш
ь

Самка

грызуна (г) 27 - — - - 22
остаток приманки 
в кормушке (г) 50 43 37 32 29 29

съедено приманки (г) 0 7 6 5 3 0
остаток альтернативного 
корма в кормушке (г) 50 45 43 40 38 38

съедено альтернативного 
корма (г) 0 5 2 3 2 0

4ÔN
LA Рис.7.1. Рабочий журнал (образец)
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2 р х -  количество альтернативного корма5 съеденного кры­
сой в опыте мг;

Р -  общее количество корма мг, съеденного крысой в 
опыте (2РХ+ £рх);

Определение количества действующего вещества, поглощен­
ного крысой в мг табл. 7.2:

dbx^ px i° c »r«e
DBx — количество действующего вещества, поглощенного 

крысой в мг;
С — концентрация действующего вещества в приманке

Определение количества действующего вещества, поглощен­
ного крысой в пересчете на килограмм веса (табл. 2):

1000-яд,

к Р
, где

DBx — количество действующего вещества, поглощенного 
крысой в мг/кг;

V — среднее значение веса крысы (табл. 7Л).

7.2.2. Методы исследований эффективности различных 
форм родентицидов

Исследование эффективности готовых форм родентицидов 
острого и кумулятивного действия. Готовые формы родентицидов 
могут быть представлены на испытание в ввде зерновой приманки, 
гранул, мягких и парафиновых брикетов, капсул, галет, таблеток, 
паст и т. д. с известным действующим веществом и его концентра­
цией.

Эффективность готовых форм родентицидов изучают на целе­
вых видах грызунов: серых крысах, домовых мышах, серых полев­
ках. В процессе эксперимента проводят сравнительный анализ по- 
едаемости отравленной приманки и альтернативного корма, опре­
деляют срок наступления гибели грызунов и их количество в про­
центах от общего числа используемых в опыте грызунов п. 7.1.

Продолжительность эксперимента по испытанию готовой 
формы с родентицидами различного типа действия дается в п, 7 Л.

При низкой эффективности готовой родентицидной формы 
грызуны в течение указанных сроков не погибают.

Критериями оценки эффективности готовых форм служат 
следующие параметры [23]:

466



Р 4.2.2643-10

— для родентицидов острого действия
Гибель в присутствии альтернативного 
корма мышей и крыс %
Время гибели сутки
Поедаемость готовой формы родентицидов 
или приготовленной стандартной 
отравленной приманки в присутствии 
альтернативного корма мышами и крысами 
% от суточного рациона

-  для антикоагулянтов I поколения
Гибель в присутствии альтернативного 
корма мышей и крыс %
Время гибели сутки
Поедаемость готовой формы родентицидов 
или приготовленной стандартной 
отравленной приманки в присутствии 
альтернативного корма (кроме приманок, 
для мышей на основе этилфенацина, 
зоокумарина, куматетралила) мышами 
и крысами % от суточного рациона
Поедаемость готовой формы родентицидов 
или приготовленной стандартной 
отравленной приманки на основе 
этилфенацина, зоокумарина, куматетралила 
в присутствии альтернативного корма 
мышами % от суточного рациона

-  для антикоагулянтов II поколения
Гибель в присутствии альтернативного 
корма мышей и крыс %
Время гибели сутки
Поедаемость готовой формы родентицидов 
или приготовленной стандартной 
отравленной приманки в присутствии 
альтернативного корма мышами и крысами 
% от суточного рациона

— для готовых форм с витаминами D2 и D3
Гибель 
мышей %

не менее 80 
не более 3

не менее 10

не менее 80 
не более 14

не менее 15

не менее 20

не менее 90 
не более 10

не менее 15. 

не менее 80
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крыс % -
Время гибели сутки не более 7
Поедаемость готовой формы в присутствии
альтернативного корма мышами (% от
суточного рациона) не менее 10
крысами % от суточного рациона —

Исследование эффективности субстанций (техническое ДВ) и 
концентратов ДВ . Субстанции и концентраты ДВ изучают в виде 
стандартной отравленной приманки п, 7.1.

На основе субстанции сначала готовят концентрат с нужным 
содержанием ДВ в форме масляного или иного раствора, эмульсии, 
суспензии или порошка с красителем, достаточным для индикации 
равномерности распределения действующего вещества в приман­
ке. В качестве красителя используют вещества, не влияющие на по­
едаемость приманки грызунами. Количество действующего 
вещества в концентрате рассчитывают по формуле:

^ к Д В 1 
ДВх

> где

ДВ  -  количество действующего вещества г;
к -  количество концентрата г;

ДВ; — содержание ДВ в субстанции %;
ДВ2 — заданное содержание ДВ в концентрате %.

Для приготовления стандартной приманки, используемой в 
качестве модели, концентрат перемешивают с пищевой основой 
(овсяной крупой). Качество перемешивания контролируют по рав­
номерности окрашивания приманки красителем.

Оценку эффективности субстанций и концентратов проводят 
на стандартной приманке по методике и критериям, изложенным в 
п. 7.1.

Исследование эффективности липких родентицидных покры­
тий. Эффективность липкого родентицидного покрытия при за­
данной концентрации ДВ изучают на грызунах целевых видов: се­
рых крысах, домовых мышах, серых полевках. Оценивают сроки и 
процент гибели грызунов, их отношение к липкому родентицидно- 
му покрытию, в т. ч. наличие и характер реакции избегания (нео­
фобия, репеллентность).

Липкие родентицидные покрытия изучают на грызунах, со­
держащихся поодиночке в вольерах, где оборудованы две одинако­
вых дорожки или туннеля для их передвижения от гнездового до­
мика к кормушке. После адаптации грызуна к условиям содержа-
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ния на одну дорожку или туннель длиной 0,25 м по всей длине на­
носят липкое родентицидное покрытие слоем в 1—2 мм. Другая 
дорожка или туннель остаются чистыми.

Отмечают количество проходов грызуна к корму по каждой до­
рожке за сутки. Наблюдения проводят визуально в период макси­
мальной активности грызуна или при помощи автоматических дат­
чиков, установленных перед кормушками. Время гибели зависит 
от количества проходов грызуна по ядовитому липкому покрытию.

Грызуну позволяют контактировать с липким родентицидным 
покрытием не более 10 суток. Если он в течение этого времени не 
погиб, его отсаживают в клетку для определения времени гибели.

Покрытие считается эффективным, если не менее 80 % подо­
пытных животных погибает в течение 10 суток.

Если в течение первых двух дней животные используют только 
дорожки или туннель без покрытия, то имеет место реакция неофо­
бии на покрытие. Если эта реакция сохраняется до конца экспози­
ции липкого родентицидного покрытия, то имеет место репеллент- 
ность.

Возможна оценка эффективности липких родентицидных по­
крытий при отсутствии альтернативного пути перемещения в усло­
виях принудительного пропускания грызуна по туннелю, обрабо­
танному липким родентицидным покрытием, что позволяет опре­
делить количество проходов, необходимых для его гибели.

Критериями оценки эффективности липких родентицидных 
покрытий служат следующие параметры:
гибель мышей и крыс % не менее 80;
экспозиция сутки не более 10.

7.3. Методы исследования эффективности репеллентов
Исследование эффективности отпугивающих химических соеди­

нений по поедаемости корма содержащего репеллент. Эффектив­
ность репеллентов изучают на грызунах целевых видов: серых кры­
сах, домовых мышах, серых полевках.

Исследуемый репеллент вводят в корм. При различных кон­
центрациях репеллента в корме определяют наличие или отсу­
тствие у химического вещества свойств, отпугивающих грызунов и 
степень его рёпеллентной активности. С этой целью одинаковое 
количество корма с репеллентом и без него предлагают грызунам 
содержащимся по одиночке. В качестве пищевой основы использу­
ют как в опыте, так и в контроле овсяную крупу (п. 7.1). В течение 
3 дней учитывают поедаемость корма с репеллентом и без него.

На основании полученных результатов определяют коэффи­
циент отпугивающего действия корма с репеллентом по формуле:
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код=т-  100 'Тс-
Т с +Е

, где

КОД — коэффициент отпугивающего действия %;
Тс — съедено корма с содержанием репеллента С г;
Е  — съедено корма без репеллента г.

Эффективность репеллента оценивают по КОД.
КОД = 100 ~ 90 -  сильно отпугивающие вещества;
КОД = 89~80 — вещества с удовлетворительными результата­

ми отпугивания;
КОД = 79 и ниже -  малоэффективные вещества.
Длительность репеллентной активности химического вещес­

тва определяют по КОД корма с добавкой репеллента.
Исследование эффективности отпугивающих химических соеди­

нений по выбору пути перемещения к пище. Эксперимент проводят в 
клетке, разделенной на две половины перегородкой с двумя отвер­
стиями. Грызун из гнездовой половины клетки стремится через то 
или иное отверстие проникнуть в половину, где находится корм и 
вода. В эксперименте одно из отверстий закрывают экраном из фи­
льтровальной бумаги, обработанной раствором репеллента, дру­
гое — закрывают необработанным экраном из фильтровальной бу­
маги. Экран заменяют новым при каждом повреждении. Наблюде­
ния за поведением грызуна проводят ежедневно по два часа в тече­
ние трех дней в светлое время суток. Отмечают количество повреж­
дений экрана каждого отверстия и переходов грызуна в кормовую 
половину. Эффективность репеллента оценивают по «коэффици­
енту повреждения» КП. Коэффициент определяют по отноше - 
нию числа повреждений грызуном преграды, обработанной репел­
лентом (Пр) к числу повреждений грызуном преграды не обрабо­
танной репеллентом (Пс):

КП = ̂ -
П с

Если КП меньше единицы, то испытываемое вещество облада­
ет репеллентными свойствами. Наибольшей репеллентной актив­
ностью обладают химические соединения, «коэффициент повреж­
дения» которых приближается или равен нулю. Испытываемое ве­
щество не обладает репеллентными свойствами, если КП равен 
или больше единицы.

Исследование эффективности ультразвуковых родентицидных 
средств по их влиянию на поедаемость корма. Определение эффек­
тивности ультразвукового излучателя УЗИ проводят в специаль -
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но оборудованном полигоне, размером 5x10 м, разделённом на 
опытную и контрольную половины металлическим барьером-эк­
раном. В каждой половине выставляют равное количество доми­
ков-укрытий и кормушек таким образом, чтобы одна половина по­
лигона являлась зеркальным отражением другой. Корм в кормуш­
ках всегда должен быть в избытке.

В опытной половине помещают устройство УЗИ так, чтобы 
кормушки попадали под действие ультразвукового излучения. За­
тем в опытную и контрольную половины полигона запускают рав­
ные группы грызунов по 3—5 особей в каждой группе. В течение 
трех суток грызуны адаптируются к новым условиям. В регистра­
ционном журнале ежедневно отмечают количество съеденного 
ими корма в каждой половине полигона. По окончании периода 
адаптации в опытной половине полигона включают устройство 
УЗИ. Устройство остается включенным 5 суток. В течение этого 
времени в опытной и контрольной половинах полигона 
определяют ежедневную поедаемость корма грызунами.

Результаты заносят в «Рабочий журнал», а затем рассчитывают 
коэффициент отпугивающего действия УЗИ. Примеры расчетов и 
их оформление представлены в табл. 7.3.

Эффективность действия УЗИ на грызунов оценивают по пое- 
даемости корма. Сравнивают количество съеденного корма в кон­
трольной и опытной группах. Устройство УЗИ оценивают, как эф­
фективное, если во время его действия поедаемость корма зверька­
ми опытной группы составила не более 10 % среднесуточного ра­
циона, а разница в поедаемости корма с контрольной группой 
составляет не менее 40 %.

Радиус действия УЗИ определяют опытным путем, устанавли­
вая кормушки на различном расстоянии от источника излучения.

7.4. Методы исследований эффективности механических 
дератизационных средств

Исследование эффективности умерщвляющих устройств -  да­
вилок и капканов. Пружинные дуговые капканы (№ 0 и № 1) и да­
вилки «Геро» относятся к механическим средствам отлова и умер­
щвления грызунов. Давилки «Геро» представляют собой деревян­
ные плашки или металлические пластины, к которым прикреплена 
на пружине стальная дужка. Срабатывание механизма заряженной 
давилки «Геро» и придавливание грызуна дужкой к деревянному 
или металлическому основанию происходит при одергивании гры­
зуном приманки с крючка или при надавливании на трапик, соеди­
ненный со сторожком ловушки. Срабатывание дугового капкана 
происходит под тяжестью грызуна при надавливании на диск 
устройства.
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Поедаемость корма серыми крысами при воздействии на них УЗИ
Таблица 7.3

Поли­
гон, 
раз­
мером 
5 х 
хЮ м

Вид

Коли­
чество
грызу­
нов

N°
кормушки Количество съеденного корма (г)

кон­
троль
(вне
зоны
УЗИ)

опыт 
(в зоне 
дей­
ствия 
УЗИ)

в период адаптации 
(сут.)

в эксперименте 
(сут.)

всего
в %

I 2 3 всего сред­
нее 1 2 3 4 5 всего сред­

нее опыт кон­
троль

Опыт­
ная
по­
лови­
на

Крыса
серая 5

1 28 25 15 68 23,7 4 1 2 2 5 14
2 25 23 30 78 26,0 3 1 1 6 4 15
3 20 20 27 67 22,3 2 3 1 3 6 15
4 12 16 13 41 13,7 1 1 1 9 7 19
5 30 21 20 71 23,7 2 1 2 6 5 16
6 27 20 17 64 21,3 1 2 I 9 8 21

Всего 142 125 122 389 129,7 13 9 8 35 35 100 20 149,7 13 87
Сред­
нее 64,8

Кон­
троль­
ная
по­
лови­
на

Крыса
серая 5

1 19 23 24 66 24 30 22 25 29 130
2 21 22 21 64 23 26 31 29 23 132
3 19. 21 23 63 26 24 23 33 23 129
4 17 20 22 59 20 27 27 30 21 125
5 20 25 21 66 27 21 21 31 20 120
6 16 24 23 63 22 22 20 24 14 102

Итого 112 135 134 381 127 142 180 144 172 130 738 147,6 274,6 54 46
Сред­
нее 63,5 123
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Оценку эффективности механических средств дератизации 
проводят в вольерах на группах грызунов тех видов, для которых 
они предназначены. В начале эксперимента незаряженные устрой­
ства помещают в вольеры для привыкания грызунов к ним. Затем 
устройства приводят в рабочее состояние и оценивают их эффек­
тивность по количеству срабатываний запорного или убивающего 
механизма при контакте с ним грызуна и количеству грызунов, 
попавших в устройство.

Критерием оценки механического устройства при контактах с 
ним грызунов является эффективное срабатывание его не менее 
чем в 80 % случаев.

Исследование эффективности клейких масс и готовых клеевых 
ловушек. Испытание проводят в вольерах при одиночном или груп­
повом содержании грызунов. Определение эффективности клей­
ких масс осуществляют с помощью клеевых пластин, выполнен­
ных из материала, не впитывающего клей. При контакте грызуна с 
клеевой поверхностью пластины клеевая масса должна удерживать 
зверька. Для домовых мышей и полевок используют пластины раз­
мером 12 х 20 см. Для опытов с крысами применяют пластины 
размером 20 х 25 см. Клеевую массу на поверхность пластины на­
носят сплошным слоем не более 1 мм. Пластины с клеевой массой 
помещают перед кормушкой либо в другом месте, и тогда в центр 
клеевой поверхности приклеивают в качестве приманки неболь­
шой кусочек хлеба с растительным маслом.

Показателем эффективности клейкой массы является удержи­
вание не менее 80 % зверьков весом не более 100 г.

Исследование эффективности живоловок. Живоловки для крыс 
и мышей бывают целиком из металлической сетки, оцинкованного 
железа с отверстиями, из металлической сетки, закрепленной на 
деревянной доске или пластмассовые. Одноразовые устройства 
имеют дверцу, которая захлопывается при сдергивании грызуном 
приманки с крючка или надавливании на трапик. Балансирующая 
одноразовая живоловка состоит из пластмассовой трубки квадрат­
ного сечения, изогнутой под определенным углом, и дверцы, за­
хлопывающейся при нарушении баланса. Грызун входит внутрь 
ловушки по горизонтально расположенной части трубки и при пе­
реходе в другую её половину нарушает баланс ловушки, от чего 
дверца приподнимается и захлопывается.

Многоразовые живоловки (типа верш) изготовлены из метал­
лической сетки. Грызуны попадают внутрь по сужающемуся про­
ходу или через отверстие с трапиком. Трапик срабатывает под тя­
жестью грызуна, который попадает в вершу, а трапик под действи­
ем пружины принимает первоначальное положение и закрывает 
выход грызуну. Оценку эффективности живоловок проводят по
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методике, используемой для испытания одноразовых механичес­
ких устройств с учетом специфики многоразового попадания.

7.5. Методы исследований эффективности
химическихродентицидных средств в условиях группового 

содержания грызунов
Эксперименты на семье или искусственно созданной группи­

ровке грызунов позволяют имитировать их поведенческие реакции 
по отношению к родентицидным средствам, характерные для ес­
тественных условий, и более точно оценить эффективность испы­
тываемых средств.

Исследование эффективности готовых форм родентицидов 
острого и кумулятивного действия. Реакция грызунов на роденти- 
цидные средства в условиях группового содержания в вольере при­
ближенно отражает их поведение в естественных условиях. Отно­
шения животных в группировке определяют иную степень контак­
та грызунов с родентицидными средствами, чем при одиночном 
содержании, связанную с их социальным поведением.

Эксперименты по оценке эффективности родентицидных 
средств на семейных или искусственно созданных группах грызу­
нов осуществляют в вольерах, оборудованных одним или двумя до­
миками, поилкой и двумя кормушками, которые подвешивают на 
одной из боковых стенок вольера или укрепляют симметрично на 
противоположных стенках. Группировку формируют из 5 грызунов 
(трех самцов и двух самок, причем увеличение количества самок 
возможно, а самцов — не рекомендуется) и выдерживают их со­
вместно в течение 3 дней — для установления иерархической струк­
туры в группировке (минимально необходимое время), а также для 
определения количества корма, съедаемого за сутки. После обра­
зования в группировке устойчивых взаимоотношений одну из кор­
мушек заполняют отравленной приманкой, другую — альтернатив­
ным контрольным кормом. Вес его в кормушках должен превы - 
шать суточную норму, необходимую для питания группы, в 
1,5 раза. По мере необходимости добавляют корм в кормушки. Для 
определения поедаемости ежедневно взвешивают остаток корма 
п. 7.1. Кормушки ежедневно меняют местами.

Критериями оценки эффективности готовых форм служат па­
раметры, указанные в п. 7.2.2.

Исследование эффективности липких родентицидньос покры­
тий. Эксперимент осуществляют в вольере, имеющем 1—2 гнездо­
вых домика и поилку. Группировку грызунов формируют, как опи­
сано выше.

Липкое родентицидное покрытие наносят слоем 1—2 мм на 
пластину размером 25 х 25 см. В середину пластины прикрепляют
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небольшую кормушку (не более 6 х 6 см) с весом корма, превыша­
ющим суточную норму питания грызунов. Пластину с кормушкой 
помещают в вольер. Корм используют в качестве приманки, а пое- 
даемость его как индикатор контакта грызунов с липким роденти- 
цидным покрытием. Ежедневно взвешивают остаток корма в кор­
мушке и определяют поедаемость корма. Существует прямая зави­
симость между количеством контактов грызунов с липким роден- 
тицидным покрытием и количеством съеденного корма.

Время гибели грызунов зависит от количества контактов их с 
липким родентицидным покрытием. Эксперимент в вольере про­
водят не более 10 дней. Затем оставшихся в живых грызунов пере­
саживают по одному в клетки для определения сроков их гибели.

Для определения репеллентности липкого родентицидного 
покрытия в вольеры помещают две кормушки с одинаковым кор­
мом. Одна кормушка закреплена на площадке, обработанной ядо­
витым покрытием, другая — на площадке без покрытия. По коли­
честву съеденного корма в каждой кормушке определяют наличие у 
покрытия репеллентных свойств.

7.6. Методы оценки эффективности дератизационных 
средств в естественных местообитаниях грызунов 

в натурных условиях
7.6.1. Требования к проведению испытаний дератизационных 

средств в натурных условиях
Биологическую активность и целевую эффективность дерати­

зационных средств изучают на объектах, заселённых грызунами. 
Для проведения экспериментов выбирают объекты с высокой или 
средней численностью грызунов [71].

Наличие и количество грызунов, а также их видовой состав 
первоначально устанавливают на основании опроса работников 
объекта и визуального его обследования по следам жизнедеятель­
ности грызунов. Уточнение видового состава грызунов и степени 
заселенности объекта проводят с помощью контрольно-пылевых 
следовых площадок или пищевых приманок без токсиканта, т. е. 
методами, которые не изменяют состав и количество грызунов на 
объекте.

Изучение эффективности дератизационных средств на объек­
те осуществляют не более 10 суток для родентицидов острого дей­
ствия, механических средств (ловушек, живоловок, клеевых 
устройств) и ультразвуковых излучателей УЗИ, 28 суток для анти - 
коагулянтов второго поколения и родентицидов смешанного дей­
ствия (витаминов D2 и D3) и 40 суток для антикоагулянтов первого 
поколения.
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Эффективность действия отравленной приманки на грызунов 
определяют по следующим основным параметрам;

-  поедаемость приманки;
-  время появления трупов;
-  изменение относительной численности грызунов;
-  скорость освобождения объекта от грызунов.

На объекте отравленную приманку помещают в кормушки в 
зависимости от численности грызунов в количестве от 20 до 100 г. 
На объекте менее 100 м2 расставляют не более пяти кормушек. 
Одновременно оборудуют не более 10 контрольно-пылевых (сле­
довых) площадок.

На объектах более 100 м2 кормушки расставляют в соотве­
тствии СанПин 3.5.3. 1129—02 [13], то есть 8 г приманки на 1 м2. 
При этом на одну кормушку должно приходиться 50 г отравленной 
приманки.

Дополнительными параметрами, с помощью которых оцени­
вают эффективность дератизационных средств в естественных 
местах обитания грызунов, являются: снижение их численности и 
динамика видового состава, а для механических или клеевых 
дератизационных средств -  их уловистость.

Поедаемость определяют по количеству корма, съеденного 
зверьками на объекте в течение одних или двух суток. С этой целью 
взвешивают остаток корма в кормушках и определяют разницу 
между первоначальным весом корма и весом остатка. Частота кон­
трольных взвешиваний зависит от численности грызунов на объек­
те. При высокой численности взвешивание корма следует прово­
дить один раз в сутки. Кормушками могут служить пластиковые од­
норазовые тарелки, ящички размером 10 ж 10 см, специальные 
стандартные контейнеры для приманки.

Одновременно методом контрольно-пылевых следовых пло - 
щадок определяют относительную численность грызунов на объ­
екте. Контроль численности грызунов до и после эксперимента 
проводят по одной и той же методике с соблюдением стандартных 
требований к расстановке средств учета и сроков их экспозиции 
(т. е. периоду между расстановкой и контролем средств учета).

Скорость освобождения объекта определяют по увеличению 
количества не заслеженных контрольно-пылевых следовых 
площадок по дням.

Первичные результаты опытов заносят в «Рабочий журнал» 
рис. 7.2.

На объекте, выбранном для проведения испытаний, не дол­
жны проводиться другие дератизационные мероприятия, а также 
не должно быть других родентицидных средств.
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Рис.7.2. Рабочий журнал

В процессе испытаний дератизационных средств оценивают 
также безопасность и удобство их применения в естественных мес­
тах обитания грызунов и определяют соответствие правилам охра­
ны труда и техники безопасности [13,14].

7,6.2. Методы исследований эффективности 
дератизационных средств

Методика контрольно-пылевых следовых площадок. Данная 
методика позволяет обнаружить грызунов на объекте и оценить за­
селенность его грызунами, определить их видовую принадлеж­
ность и пути передвижения. При изучении дератизационных 
средств и оценки их эффективности, методику контрольно-пыле­
вых следовых площадок применяют для определения тенденции 
изменения количества грызунов на объекте. Динамика заслежен­
ных грызунами площадок в сторону уменьшения происходит вслед­
ствие применения средства и отражает его эффективность.

Контрольно-пылевые (следовые) площадки размером 10 х 20 см 
покрытые слоем муки, талька или другого пылевидного материала 
размещают в местах вероятного передвижения грызунов по объекту и, 
прежде всего, в углах, вдоль стен, перегородок, вблизи дверей и окон. 
Количество площадок на объекте зависит от его площади. На объек­
тах или в помещениях менее 100 м2 оборудуют не более 10 площадок.
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При этом площадки располагают вдоль плинтусов по бокам дверного 
проема (две), в углах комнаты (четыре), под окном (одна) и по середи­
не основания боковых стен (две). На объектах площадью более 100 м2 
контрольно-пылевые (следовые) площадки оборудуют из расчета: 
одна площадка на 5—10 м2.

По следам, оставленным грызунами на контрольно-пылевых 
следовых площадках, вычисляют относительное их количество 
на объекте. Для этого определяют количество площадок со следами 
пребывания грызунов и рассчитывают процент заслеженных 
площадок по формуле:

К =
Ахюо

Б
, где

К  -  число заслеженных площадок в %;
Б  -  всего площадок на объекте штук;
А -  количество заслеженных площадок штук.

При обнаружении на площадках следов крыс, мышей или по­
левок, чтобы определить относительное их количество, рассчиты­
вают % заслеженных площадок по каждому виду.

Исследование биологической активности и целевой эффективнос­
ти дератизационных средств в естественных местах обитания. Био­
логически активное средство должно вызывать гибель грызунов (от­
равленные приманки, липкие покрытия, механические и клеевые 
умерщвляющие устройства) либо ограничивать их передвижение 
(живоловки) или проникновение (репелленты и УЗИ) на объект. 
Чем быстрее исчезают грызуны в помещениях объекта, тем эффек­
тивнее испытываемое средство и тем меньшее количество площадок 
заслежено грызунами. Эффективность дератизационного средства 
оценивают по скорости освобождения объекта от грызунов. Для это­
го до начала эксперимента учитывают количество заслеженных и не 
заслеженных площадок и рассчитывают относительную числен­
ность грызунов. Затем на объекте размещают испытываемое дерати­
зационное средство в соответствии с нормами, указанными в п. 1.1. 
После этого ежедневно проверяют контрольно-пылевые (следовые) 
площадки, учитывая количество заслеженных и незаслеженных 
площадок.

Поедаемость приманок определяют по количеству корма, съе­
денного грызунами на объекте в течение одних или двух суток. 
Процент съеденной приманки определяют от общего количества 
разложенного корма за каждые сутки или в среднем за выбранный 
период. Для определения количества поедаемого корма в кормуш­
ки раскладывают взвешенные его порции. В каждую кормушку 
раскладывают от 50 до 100 г приманки и расставляют, как указанно
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в п. 7.1. Чтобы при осмотре не пропустить кормушки, их следует 
пронумеровать.

Через одни или двое суток корм в кормушках взвешивают. 
После этого весь оставшийся корм собирают, а в кормушки раскла­
дывают другой из предварительно подготовленной и взвешенной 
новой порции. Вычитая из исходного веса корма последующий, 
определяют массу корма, съеденного грызунами за день в каждой 
кормушке. Корм раскладывают 2—3 раза и рассчитывают среднее 
потребление приманки за определенный период наблюдения.

Количество контрольно-пылевых следовых площадок рас - 
считывают исходя из норм указанных выше.

Эффективность давилок, живоловок, клейких масс или гото­
вых клеевых ловушек, липких ядовитых покрытий, ультразвуковых 
родентицидных средств, отпугивающих химических соединений 
оценивают по скорости освобождения объекта от грызунов, ис­
пользуя для контроля метод контрольно-пылевых следовых 
площадок.

Эффективность дератизационного средства расчитывают по 
формуле:

К ,- К 2 хЮО

Э — эффективность дератизационного средства %;
К, -  число заслеженных площадок на объекте до начала 

эксперимента %;
К2 — число заслеженных площадок в конце эксперимента

Kt w.K2 определяют по формуле процента заслеженных площа­
док -  К п. 7.2.

7.6.3. Критерии оценки биологической активности 
и целевой эффективности дератизационных средств 

в естественных местах обитания [23]

-  для родентшщдов острого действия
Поедаемость готовой формы родентицидов 
или приготовленной стандартной 
отравленной приманки мышами и крысами 
% от общего к-ва приманки не менее 5
Появление трупов грызунов сутки на 3
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Снижение кол-ва заслеженных площадок 
или относительной численности грызунов 
на 98 % сутки

-  для антикоагулянтов I поколения
Поедаемость готовой формы родентицидов 
или приготовленной стандартной 
отравленной приманки (кроме приманок 
для мышей на основе этилфенацина, 
зоокумарина, куматетралила) мышами и 
крысами % от общего к-ва приманки
Появление трупов грызунов сутки
Снижение кол-ва заслеженных площадок 
или относительной численности грызунов 
на 98 % сутки
Поедаемость готовой формы родентицидов 
или приготовленной стандартной 
отравленной приманки на основе 
этилфенацина, зоокумарина, куматетралила 
мышами % от общего к-ва приманки
Появление трупов грызунов сутки
Снижение кол-ва заслеженных площадок 
или относительной численности грызунов 
на 98 % сутки

-  для антикоагулянтов II поколения
Поедаемость готовой формы родентицидов 
или приготовленной стандартной 
отравленной приманки мышами и крысами 
% от общего к-ва приманки
Появление трупов грызунов сутки
Снижение кол-ва заслеженных площадок 
или относительной численности грызунов 
на 98 % сутки

-  для готовых форм с витаминами D2 и D,
Поедаемость готовой формы мышами (% от 
общего к-ва приманки)
крысами % от общего к-ва приманки 
Появление трупов мышей сутки

в течение 10

не менее 15 
на 10

в течение 40

не менее 10 
на 15

в течение 40

не менее 10 
на 10

в течение 28

не менее 10 

на 5
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Снижение кол-ва заслеженных площадок 
или относительной численности грызунов 
на 98 % сутки в течение 28

-  д л я  л и п к и х  р о д е н т и ц и д н ы х  п о к р ы т и й
Появление трупов грызунов сутки на 15
Снижение кол-ва заслеженных площадок 
или относительной численности грызунов 
на 98 % сутки в течение 40

-  д л я  д а в и л о к ,  ж и в о л о в о к ,  к л е й к и х  м а с с  и  г о т о в ы х  к л е е в ы х  л о ­
в у ш е к
Снижение кол-ва заслеженных площадок 
или относительной численности грызунов 
на 98 % сутки в течение 10

-  д л я  у л ь т р а з в у к о в ы х  о т п у г и в а ю щ и х  и з л у ч а т е л е й
Снижение кол-ва заслеженных площадок
или относительной численности грызунов
на 98 % сутки в течение 1—2 дней

работы излучателя
-  д л я  х и м и ч е с к и х  о т п у г и в а ю щ и х  с р е д с т в

Снижение кол-ва заслеженных площадок 
или относительной численности грызунов 
на 98 % сутки в течение

1—2 суток 
продолжитель­
ностью не менее 5
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8. Методы исследования и критерии оценки 
токсичности и опасности дезинфекционных средств

8.L Общие требования к организации и проведению
токсикологических исследований дезинфекционных средств

Токсикологическое изучение дезинфекционных средств име­
ет целью научные обоснования мер по обеспечению безопасности 
людей при осуществлении дезинфекционной деятельности, вклю­
чая условия производства и реализации ДС, технологию проведе­
ния дезмероприятий, средства индивидуальной и коллективной 
защиты и др.

В связи с планом токсикологических исследований должно 
быть предусмотрено решение следующих вопросов:

1) принципиальная возможность (или недопустимость по со­
ображениям безопасности) применения данного препарата в дез­
инфекционной практике;

2) возможные сферы его безопасного применения (объекты 
обработки), контингенты контактирующего населения;

3) безопасные для людей режимы эффективного в целевом от­
ношении применения препарата (концентрации рабочих раство­
ров, нормы расхода препарата, экспозиции, средства защиты пер­
сонала, меры охраны окружающей среды и населения и т. п.).

Для оценки безопасности дезинфекционных средств и разра­
ботки гигиенических рекомендаций по их применению необходи­
мы, прежде всего, следующие сведения:

-  состав средства, структурная формула действующего вещес­
тва субстанции и его физико-химические свойства; молекуляр - 
ная масса; плотность, летучесть, температура кипения или плавле­
ния, стойкость в естественных условиях, растворимость в воде и 
жирах и др.;
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-  степень чистоты: при наличии примесей в сырье необходи­
мо знать их состав и количественное содержание;

-  характеристика вспомогательных компонентов рецептуры;
-  назначение средства;
-  нормы расхода и рабочие концентрации, способы и крат­

ность обработки соответствующих объектов.
Исходными данными для организации токсикологического 

изучения дезинфекционных средств должны служить литератур­
ные материалы о токсичности и опасности входящих в их состав 
активно действующих веществ.

Токсикологическая характеристика действующих веществ 
(далее -  ДВ или субстанций) должна включать сведения по следую­
щим параметрам токсикометрии при потенциально опасных путях 
поступления в организм и по оценке общетоксических, специфи­
ческих и отдаленных эффектов:

-  острая токсичность (ЛД50) при введении в желудок;
-  острая токсичность (ЛД50) при нанесении на кожу;
-  острая токсичность (ЛС50 и порог острого действия) при ин­

галяционном воздействии в насыщающих концентрациях паров;
-  клиническая картина отравления;
-  подострая токсичность кумулятивные свойства;
-  хроническая токсичность;
-  сенсибилизирующее действие;
-  местно-раздражающее действие на кожу и слизистые об­

олочки глаз;
-  мутагенный эффект;
-  эмбриотропное действие;
-  тератогенное действие;
-  гонадотропное действие и репродуктивная функция;
-  онкогенность;
-  метаболизм в организме млекопитающих.
Кроме того, необходимы сведения о гигиеническом нормиро­

вании соответствующих веществ:
-  гигиенические нормативы -  ПДК или ОБУВ в воздухе рабо­

чей зоны, обеспечивающие безопасность работающих при произ­
водстве дезинфекционных субстанций или соответствующих ДС в 
России [56];

-  гигиенические нормативы — ПДК (максимально разовые и 
средне-суточные) или ОБУВ (максимально разовые) в атмосфер­
ном воздухе для субстанций ДС, производимых в России, обеспе­
чивающие безопасность в окружающей среде [60].

Программа изучения токсичности и опасности дезинфекци­
онного средства составляется с учетом его назначения, состава 
(вида и свойств действующих и вспомогательных веществ), а также
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особенностей режимов применения, видов обрабатываемых объ­
ектов.

Изучение проводится по трехэтапной схеме.
I этап -  сбор информации о действующих веществах и вспо­

могательных компонентах в составе дезинфекционного средства, 
первичная оценка его токсичности и опасности с определением ли­
митирующих параметров токсичности при потенциально опасных 
путях поступления в организм (в желудок, на кожу, на слизистые 
оболочки, через органы дыхания, парентерально).

II этап — экспериментальные исследования токсичности дез­
инфекционного средства в острых и подострых опытах при разных 
путях поступления в организм, исходя из назначения препарата, 
характера обрабатываемых объектов и режимов применения (нор­
мы расхода, рабочие концентрации и экспозиции, способы обра­
ботки — протирание, орошение, погружение, замачивание, их 
кратности).

III этап -  оценка степени опасности ДС на основе моделиро­
вания условий его применения с проведением санитарно-химичес­
кого анализа воздуха в помещении.

После этого проводится анализ и обобщение всех полученных 
материалов, составляется токсикологическая характеристика дез­
инфицирующего средства, разрабатываются необходимые меры 
предосторожности, определяются безопасные условия его приме­
нения и меры первой помощи, которые включаются в соответству­
ющие инструкции по применению.

При необходимости (новое, ранее не применявшееся действу­
ющее вещество, сложная многокомпонентная рецептура), помимо 
лабораторно-экспериментальных исследований, следует прово­
дить практические испытания дезинфекционного средства.

В токсикологических экспериментах на III этапе проводят так­
же санитарно-химические исследования:

-  воздуха на содержание ДВ дезинфектантов в затравочных 
камерах при моделировании условий и способов обработки (про­
тирание, погружение, орошение), при проведении натурного экс­
перимента, при практических испытаниях, соблюдая рекомендуе­
мые условия, способы и нормы расхода;

-  смывов с посуды, с изделий медицинского назначения 
ИМН и других обработанных объектов.

Применяемые при этом химико-аналитические методы опре­
деления содержания ДВ в воздухе или в смывах должны отвечать 
требованиям ГОСТ 12.1.007—76 в части обеспечения точности 
определения химических веществ на уровне 0,5 гигиенического 
норматива в воздухе рабочей зоны, 0,8 норматива для атмосферы 
населенных мест и 0,5 гигиенического норматива воды водных объ-
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ектов хозяйственно-питьевого и культурно-бытового водопользо­
вания [47].

В полном объеме экспериментальные исследования токсич­
ности должны проводиться в отношении новых ДВ субстанций. 
Для известных ранее и уже применяемых ДВ сбор информации по 
вышеуказанным параметрам проводится по данным литературы.

При изучении ДС разного назначения, наряду с изучением их 
токсичности на животных, должны проводиться биомедицинские 
исследования на людях добровольцах. Цель этих исследований 
сводится к подтверждению или уточнению данных по безопаснос­
ти ДС, выявлении видовых и индивидуальных особенностей реак­
ций организма человека к действию ДС, проверке рекомендован­
ных мер предосторожности для человека. Главным образом, это ка­
сается ДС непосредственно связанных с воздействием на организм 
человека (наносимых на кожу, одежду, волосы, в желудочно-ки­
шечный тракт).

Исследования ДС на добровольцах должно проводиться в 
строгом соответствии с этическими принципами, сформулирован­
ными в Хельсинской декларации Всемирной медицинской ас­
социации по проведению биомедицинских исследований на людях 
1964-1996 гг..

Основные принципы Хельсинской декларации едины для вра­
чей всего мира.

Основной этический принцип биомедицинских исследований 
состоит в уважении личности участника и соблюдении принципа «не 
навреди».

Для проведения конкретных биомедицинских исследований 
ДС с привлечением испытателей-добровольцев ответственный ис­
полнитель должен составить «Протокол исследования», который 
должен быть передан в Комиссию по этике для его рассмотрения и 
вынесения решения. «Протокол исследования» должен учитывать 
этические принципы, сформулированные в Хельсинской деклара­
ции и в Директивах при проведении научных исследований на ис­
пытателях-добровольцах [8].

В «Протоколе исследования» излагается цель и программа из­
учения ДС на испытателях-добровольцах, используемые методы и 
ожидаемые результаты. Указанная информация доводится до све­
дения испытуемых.

Проводить испытания ДС на добровольцах должны квалифи­
цированные специалисты с врачебным образованием или с участи­
ем врача.

Риск отрицательного воздействия ДС на испытуемых должен 
отсутствовать.
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В связи с этим безопасность ДС для добровольцев, привлечен­
ных в эксперимент, должна быть оценена заранее.

Заключение по безопасности испытаний ДС добровольцами 
должны давать токсикологи аккредитованных в этих целях лабора­
торий. Для новых и мало изученных ДС гарантии по безопасности 
испытываемых ДС должны быть получены с предварительным 
проведением экспериментов на животных.

Заключение может быть дано и по результатам уже зарегистри­
рованных в нашей стране (или в других странах) аналогов с опытом 
их безопасного практического применения.

Основным требованием при проведении исследований на ис- 
пытателях-добровольцах является отбор практически здоровых 
людей, разного пола и возраста. Не допускается привлечение лиц 
моложе 18 лет и старше 65 лет, а также беременных и кормящих 
женщин.

В ходе проводимых исследований ДС испытатель-доброволец 
обязан сообщать ответственному исполнителю о своем самочу­
вствии. И в случае нарушения здоровья прекратить испытание сре­
дства.

От испытателя-добровольца в случае его согласия получают 
информированное согласие на участие в испытаниях договор. 
Договор с испытателем-добровольцем заключается только с разре­
шения Комиссии по этике на проведение испытаний ДС на добро­
вольцах при гарантии их безопасности, о чем сообщается испыта­
телю. Согласие на испытания должно быть добровольным, причем 
за испытателем сохраняется право в любой момент отозвать свое 
согласие на испытания и их прервать.

При заключении с добровольцами договора их знакомят с 
«Протоколом испытаний» по апробации ДС.

С учетом вышеизложенного в составы дезинфекционных 
средств не должны входить субстанции, относящиеся к 1-му классу 
опасности при потенциально опасных путях поступления в орга­
низм [24], а также к 1-му и 2-му классу опасности — по отдаленным 
эффектам (мутагенный, эмбриотоксический, гонадотоксический и 
тератогенный, канцерогенный).

Для токсикологической оценки дезинфекционных средств 
разного назначения используются показатели опасности, в основу 
которых положены лимитирующие критерии вредности при по­
тенциально опасных путях поступления в организм. При этом в 
связи с разным назначением дезинфекционных средств, различ­
ными видами их препаративных форм и разными условиями при­
менения установлены дифференцированные лимитирующие кри­
терии для дезинфицирующих средств, кожных антисептиков, для 
средств стерилизации и предстерилизационной очистки изделий

487



Р 4.2.2643-10

медицинского назначения, средств для обеззараживания воды, 
дезинсекционных средств, педикулицидов, репеллентов и дерати­
зационных средств.

Установление лимитирующих критериев для ДС предполагает 
использование принятых методов по определению основных пара­
метров токсичности и опасности, а также проявлений общетокси­
ческих, специфических и отдаленных эффектов в соответствии с 
назначением и режимом применения.

Целью токсикологических исследований является определе­
ние характера воздействия ДС как химических веществ на биологи­
ческие системы организма и получение количественных данных о 
зависимости «эффект-норма расхода» для данного средства. Та­
кие данные свидетельствуют о степени потенциальной опасности 
ДС для человека при использовании конкретного средства. Они 
кладутся в основу классификации их опасности. Выбор наиболее 
информативных методов оценки токсичности ДС должен осущест­
вляться при строгом соблюдении описываемой ниже трехэтапной 
схемы проведения эксперимента.

Условия токсикологического эксперимента при изучении ДС 
определяются их назначением, составом, формой и сферой приме­
нения. Эксперимент требует проведения исследований ДС при 
основных путях их поступления в организм (ингаляционном, в же­
лудок, на кожу).

Методы оценки токсичности разных по назначению ДС при 
определении сходных параметров токсикометрии должны быть 
одинаковыми. Каждый из них требует использования группы жи­
вотных, содержащихся в соответствующих условиях под воздей­
ствием градированных доз концентраций исследуемого средства 
в условиях острого, подострого или хронического эксперимента. 
Для этих целей используются основные виды половозрелых лабо­
раторных животных — белые крысы, мыши, морские свинки и кро­
лики, которые должны быть здоровыми, генетически устойчивы­
ми, получены из одного питомника.

Исследования выполняются на равноценных по численности 
опытных и контрольных группах животных обоего пола.

В ходе испытаний необходимо тщательно следить за проявле­
нием у животных симптомов интоксикации. По завершении иссле­
дований подопытные животные, в т. ч. и контрольные, подлежат 
патоморфологическим исследованиям. Выбор животных для ток­
сикологических экспериментов предполагает максимальное схо­
дство моделируемого на них процесса с наблюдаемым у человека. 
Чтобы с большей степенью достоверности экстраполировать на че­
ловека данные, получаемые в эксперименте на животных, исследо­
вания желательно проводить на нескольких видах животных (обя-
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зательным видом являются крысы) в статистически достаточных 
группах (но не менее 8—10 особей для мелких лабораторных жи­
вотных и не менее 3—6 -  для крупных: кролики, морские свинки). 
Срок наблюдения за животными после острого воздействия — 2 не­
дели, после подострого и хронического — месяц.

При отборе животных в эксперимент должен соблюдаться ме­
тод случайной выборки. Подопытные животные должны быть од­
ной линии, вида, возраста, пола, весовых характеристик (масса мы­
шей -  16—30 г; крыс -  180—350 г; морских свинок -  200—400 г; 
кроликов -  2—3 кг). Максимальная разница в весе тела животных 
не должна составлять более 10 %. Животные должны быть здоровы­
ми, что подтверждается предварительными наблюдениями за ними 
в условиях карантина. Перед экспериментом необходимо снять 
фоновые характеристики по основным показателям (масса тела, 
состояние нервной системы, общий анализ крови) и отбраковать 
нестандартных животных. Пищевой рацион животных должен со­
держать все необходимые компоненты для их нормальной жизне­
деятельности. Животные при их содержании в виварии должны 
иметь свободный доступ к воде и пище.

В виварии необходимо контролировать содержание аммиака в 
воздухе (не более 0,2 мг/м3), температуру и влажность воздуха.

Изучение ингаляционного влияния ДС проводится в затравоч­
ных камерах (0,5—1,0—2,0 м3) специальной конструкции с созда­
нием в них статического режима воздействия средств в виде паров 
или аэрозоля. Экспозиция и уровни воздействия должны согласо­
вываться условиями применения ДС.

Затравки через рот проводятся общепринятым способом с рег­
ламентированным количеством вводимого средства в зависимости 
от вида животных.

Изучение влияния ДС на кожу проводится на двух видах экс­
периментальных животных (кролики и морские свинки). Исполь­
зуются кролики-альбиносы или породы «шиншилла», а также мор­
ские свинки светлой масти. Размер участка аппликации для кроли­
ков — 7 х  8 см, для морских свинок— 5 x 5  см.

Для опыта пригодны животные с чистой здоровой кожей. За 
1—2 дня до эксперимента тщательно выстригается шерсть на сим­
метричных участках спины (применение депилятора недопусти­
мо!) по обе стороны от позвоночника с оставлением шерстного по­
крова между ними в 2 см. Один бок служит для аппликации изучае­
мого вещества, другой — для контроля.

На время экспозиции животных фиксируют для исключения 
слизывания продукта с кожи. С этой целью для кроликов применя­
ют специальные станки или полужесткие «воротники». Морских 
свинок помещают в индивидуальные домики. Исследуемое сред-
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ство наносится на кожу в нативном виде из расчета 20 мг/см2. 
Экспозиция должна составлять 4 ч. Время наблюдения после одно­
кратной аппликации средства — 2 недели.

В случае невозможности нанесения вещества в чистом виде 
или при наличии выраженного раздражающего действия его при­
меняют в разведенном виде. В качестве растворителя или разбави­
теля средства следует использовать дистиллированную воду или 
модельную среду, имитирующую пот. Средство наносят на поверх­
ность кожи при температуре окружающей среды 18—24 °С. Для ле­
тучих веществ (температура кипения до 160 °С) следует использо­
вать закрытый способ: компресс, наклейка капсул или часовых сте­
кол и др. На контрольный участок кожи животного наносят чистый 
растворитель или разбавитель.

Выбор оцениваемых показателей интоксикации должен осу­
ществляться с учетом данных литературы о механизме действия и 
токсикокинетике изучаемого средства субстанции и результатов 
предшествующего острого и подострого экспериментов.

Следует использовать комплекс физиологических, биохими­
ческих и морфологических, а также токсико-кинетических и дру­
гих показателей, связанных с типом действия яда. В выборе физио­
логических, биохимических и морфологических показателей сле­
дует исходить из направленности действия средств. Необходимо 
применение интегральных тестов, отражающих общее состояние 
организма (динамику массы и температуры тела, потребления 
пищи и воды, работоспособности, потребления кислорода, пове­
денческих реакций, иммунобиологической реактивности и др.). 
Если механизм действия яда известен заранее, целесообразно кон­
тролировать и специфические показатели на уровне систем, тканей 
и субклеточных структур.

С учетом вышесказанного при оценке токсичности и опаснос­
ти дезинфицирующих субстанций и средств в качестве обязатель­
ных показателей необходимо определять динамику:

-  изменений массы тела;
-  работоспособности;
-  функционального состояния нервной, сердечно-сосудистой 

и дыхательной системы;
-  состава периферической крови;
-  функций печени и почек.
В качестве дополнительных показателей целесообразно ис­

пользовать данные исследований состояния эндокринной систе­
мы, иммунологической реактивности организма подопытных жи­
вотных и др.
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В завершение исследований на животных должны проводить­
ся морфологические исследования с оценкой коэффициентов мас­
сы внутренних органов.

Исследование ряда показателей может проводиться на одной и 
той же группе животных, учитывая при этом возможность влияния 
одного теста на результаты другого. В случае экстремальных нагру­
зок использованные группы животных выводятся из опыта.

Оценка состояния подопытных животных в течение подостро­
го и хронического экспериментов проводится также в динамике. 
До начала опыта проводится обследование животных по выбран­
ным показателям.

По окончании эксперимента часть подопытных и контроль­
ных животных забивается, а на оставшихся в живых прослеживает­
ся восстановительный период в течение месяца. Этот срок достато­
чен для обычных исследований, но в случае подозрений на возмож­
ность отдаленных эффектов он пролонгируется.

Так как преобладающая часть ДС представляет собой компо­
зиционные составы, оценка их комбинированного действия про­
водится по ведущему компоненту.

Наряду с изучением токсичности ДС в условиях эксперимента 
на животных иногда необходимо подтверждение их безопасности в 
реальных условиях применения, т. е. оценка степени риска.

Результаты всех токсикологических экспериментов должны 
подвергаться статистической обработке принятыми методами 
(t-критерий Стьюдента, критерий 2, непараметрические крите­
рии). Оценка результатов основывается в первую очередь на дан­
ных, полученных на группе наиболее чувствительных животных. 
Для признания неблагоприятными выявленных изменений при­
нимается их выход за. пределы 1,5—2,0 физиологических колеба­
ний с учетом характера показателя.

8.2. Методы изучения токсичности и опасности 
микробоцидных дезинфицирующих средств

Различные дезинфицирующие средства по своему назначению 
могут иметь широкую сферу применения: в лечебно-профилакти­
ческих, детских учреждениях, на объектах коммунального хозяй­
ства, на предприятиях общественного питания, в очагах инфекци­
онных заболеваний, населением в быту, на предприятиях пищевой 
промышленности (пивобезалкогольной и винодельческой, мясо­
молочной, рыбоперерабатывающей, хлебопекарной и кондитер­
ской), для обеззараживания транспортных средств (санитарного 
транспорта, перевозки пищевых продуктов), воды в плавательных 
бассейнах, а также питьевой воды при нецентрализованном 
водоснабжении.
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Программа изучения токсичности и опасности дезинфициру­
ющих средств определяется конкретным его назначением, соста­
вом, видом и свойствами действующих веществ, режимами приме­
нения (нормой расхода, рабочими концентрациями, способами 
обработки), видами обрабатываемых объектов и проводится по 
следующей трех этапной методической схеме рис. 8.1—8.3.

Рис. 8.1. Методическая схема оценки токсичности и опасности 
дезинфицирующих средств

492



Р  4 .2 .2643-10

Рис. 8.2. Методическая схема оценки токсичности и опасности 
дезинфицирующих средств
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испытание дезинфицирующего 
средства в натурных условиях

Рис. 8.3. Методическая схема оценки токсичности и опасности 
дезинфицирующих средств

8.2. L Перечень необходимых показателей токсичности 
и опасности дезинфицирующих средств

Перечень определяемых и оцениваемых показателей токсич­
ности и опасности дезинфицирующих средств, предназначаемых 
для медицинской дезинфекции в лечебно-профилактических 
учреждениях -  изделий медицинского назначения, поверхностей, 
посуды, белья, игрушек, санитарно-технического оборудования, 
предметов ухода за больными, а также для дезинфекции поверхнос­
тей в коммунальном хозяйстве, технологического оборудования и 
тары на предприятиях пищевой промышленности и т. п.

8.2.1.1. Литературные данные по токсикологической характе­
ристике ДВ, а также всех других компонентов состава дезинфици-

494



Р 4.2.2643-10

рующего средства, включая вспомогательные: наполнители, стаби­
лизаторы, антикоррозионные добавки, отдушки, красители и т. д.

8.2.1.2. Экспериментальные данные:
• Параметры острой токсичности дезинфицирующего сре­

дства (ЛД50):
-  при введении в желудок;
-  при нанесении на кожу;
-  при внутрибрюшинном введении.
• Оценка острой ингаляционной опасности дезинфицирую­

щего средства и его рабочих растворов в насыщающих концентра­
циях паров.

• Оценка местно-раздражающего действия на кожу самого 
дезинфицирующего средства и его рабочих растворов при одно­
кратном, а рабочих растворов дезинфицирующего средства также и 
при многократном нанесении на кожу.

• Оценка местно-раздражающего действия на глаза самого 
дезинфицирующего средства и его рабочих растворов при одно­
кратном нанесении.

• Оценка кожно-резорбтивного действия рабочих растворов 
дезинфицирующего средства.

• Кумулятивный эффект дезинфицирующего средства экс­
пресс-методом метод Лима.

• Оценка сенсибилизирующего действия Д С (комплексом ме­
тодов).

• Экспериментальные данные ингаляционной опасности ра­
бочих растворов ДС в режимах применения: орошение, протира­
ние. Определение порогов острого и подострого токсического дей­
ствия при разных способах обработки поверхностей с расчетом 
зоны биоцидного действия. Оценка безопасности применения по 
классификации степени ингаляционной опасности дезинфициру­
ющих средств.

Обоснование безопасности остаточных количеств дезинфи­
цирующего средства на обработанных поверхностях: посуде, изде­
лиях медицинского назначения из разных материалов, отработка 
режимов их отмыва чистой водой.

8.2.1.3. Исследование реальной рпасности при моделировании 
условий применения (орошение, протирание, погружение) с уче­
том ингаляционного воздействия и при возможности кожного пути 
поступления.

8.2.1.4. Комплексная токсикологическая характеристика дез­
инфицирующего средства, разработка мер предосторожности при 
работе и хранении, первая помощь при отравлении для включения 
соответствующих требований в инструкцию по применению и в 
текст этикетки.

495



Р 4.2.2643-10

Таблица 8.1
К л а с с и ф и к а ц и я  о п а с н о с т и  в е щ е с т в  п о  с т е п е н и  в о з д е й с т в и я  

н а  о р г а н и з м  Г О С Т  12.1.007-76 [24]

Наименование
показателя

Класс опасности
1 -

чрезвы-
чайно

опасные

2 -
высоко-
опасные

3 -
умеренно
опасные

4 —
мало­

опасные

Предельно допус­
тимая концентра­
ция ПДК вред - 
ных веществ в воз­
духе рабочей зоны, 
мгДг

менее
о д

ОД—1,0 1,1-10,0 более
10,0

Среднесмертель­
ная доза (ДЦ50) 
при введении 
в желудок, мг/кг

менее
15 15-150 151-5 000 более 

5 000

Среднесмертель­
ная доза (ЛД50) 
при нанесении 
на кожу, мг/кг

менее
100 100-500 501-2 500 более 

2 500

8.2.2. Методы определения и оценки токсичности и опасности 
дезинфицирующих средств

8 .2 .2 .1 . Определение и оценка среднесмертельной дозы (ЛД50) 
при введении в желудок.

Средне-смертельная доза (ЛД50) дезинфицирующего средства 
определяется на двух видах лабораторных животных (крысы и 
мыши). Выбирают 4—6 доз для получения данных кривой 
«доза—эффект». Начальная доза не должна вызывать эффекта у 
животных. Последующие дозы повышают с постоянной кратнос­
тью величины, пока доза вводимого вещества не вызовет гибель 
всех животных. Средство вводится в желудок животным натощак 
через зонд в нативном виде, в виде раствора в воде или в индиффе­
рентном растворителе, в виде эмульсий или суспензий в крахмале.

Вводимый объем в желудок для мышей не должен превышать 
1  мл; для крыс — 5 мл. Кормление животных возобновляется через 
3 ч после введения средства. У животных ежедневно в течение 
2 1  дня регистрируют клиническую картину отравления и сроки ги­
бели. При вскрытии погибших животных описывают макроморфо- 
логические изменения в органах.
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При необходимости проводится гистопатологическое иссле­
дование органов.

При условии экспертной оценки известных соединений или 
композиций допускается определение ЛД50 ускоренным методом 
«одной точки» по Ван Дер Вардену.

Расчет определяемого параметра проводится статистическими 
методами, принятыми для обработки экспериментально-токсико­
логических исследований (например, методы Кёрбера или про­
бит-анализа) [69]. Класс опасности определяется по классификации 
ГОСТ 12.1.007-76 (табл. 8.1) [24].

8.2.2.2. Определение и оценка среднесмертельной дозы (ЛД50) 
при нанесении на неповрежденную кожу.

Среднесмертельная доза изучаемого средства при нанесении 
на неповрежденные кожные покровы определяется на белых кры­
сах или белых мышах путем однократного нанесения на кожу спи­
ны после предварительного (за 1 сутки до опыта) удаления волося­
ного покрова (без использования депиляторных средств). Средство 
наносят в чистом виде или в разведении в 4—5 дозах. Площадь 
кожи на спине крыс 4x4 см, а мышей — 2x2 см. Экспозиция — 4 ч. 
У животных регистрируют клинические проявлеия интоксикации 
и сроки гибели, при вскрытии описывают макроморфологические 
изменения во внутренних органах.

Наблюдение за состоянием животных и регистрация гибели 
животных проводится ежедневно в течение 21 дня.

Расчет ЛД проводится статистическими методами, принятыми 
для обработки данных экспериментально-токсикологических ис­
следований. Класс опасности определяют по классификации 
ГОСТ 12.1.007-76 табл. 8.1.

8.2.2.3. Определение и оценка среднесмертельной дозы при 
введении в брюшную полость.

Определение среднесмертельной дозы (ЛД50) при однократном 
введении в брюшную полость проводят для средств дезинфекции, 
стерилизации и предстерилизационной очистки изделий медицин­
ского назначения, контактирующих с внутренней средой организма. 
Исследования выполняются на мышах или крысах с использовани­
ем 4—6 доз с постоянной кратностью величин, определяя недейству­
ющую дозу и дозу со 100 % гибелью животных. Максимальный вво­
димый объем раствора для мышей составляет 0,5 мл, для крыс — 
1—1,5 мл. После введения у животных описывают клиническую кар­
тину интоксикации и регистрируют гибель при наблюдении в тече­
ние 14 дней. Погибших животных вскрывают и проводят макроско­
пические исследования внутренних органов.

Расчеты определяемого параметра проводятся статистически­
ми методами методы Кербера или пробит-анализа [69].
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Таблица 8.2
К л а с с и ф и к а ц и я  т о к с и ч н о с т и  в е щ е с т в  п р и  в в е д е н и и  п о д  к о ж у  

и  в  б р ю ш н у ю  п о л о с т ь  ж и в о т н о г о  ( п о  К . К .  С и д о р о в у )  [69]

Класс
токсичности

Степень
токсичности

Средняя
смертельная доза 

при введении мг/кг:

под кожу в брюшную 
полость

1 Чрезвычайно
токсично 0,3 0,2

2 Высоко­
токсично 0,4-15,0 0,3-10,0

3 Умеренно
токсично 16-150 11-100

4 Мало­
токсично 151-1 500 101-1 000

5 Практически
нетоксично 1 501-4 500 1 001-3 000

6 Относительно
безвредно >4 500 >3 000

Полученные результаты оценивают по классификации ток­
сичности веществ при введении под кожу и в брюшную полость 
животного (по К.К. Сидорову) (табл. 8.2) [69].

8.2.2.4. Определение и оценка ингаляционной опасности дез­
инфицирующих средств по степени их летучести.

Определение острой ингаляционной опасности дезинфици­
рующих средств в насыщающих концентрациях их паров осуще­
ствляют в герметичных емкостях (эксикаторы, камеры), где соз­
даются условия свободного испарения средства в течение суток. 
Исследования проводятся на белых мышах или крысах из расчета 
потребляемого объема воздуха на одно животное в час (2 л — на 
мышь и 5—7 л на крысу). Экспозиция — 2—4 ч соответственно,

В ходе эксперимента регистрируют клиническую картину от­
равления и гибель животных при наблюдении в течение 14 дней. 
После окончания воздействия животных целесообразно обследо­
вать по показателям общетоксических или специфических измене­
ний. Опасность ингаляционного отравления дезинфицирующим 
средством характеризуется степенью проявления интоксикации и 
оценивается по соответствующей классификации химических ве­
ществ (табл. 8.3) [69].
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Таблица 8.3
К л а с с и ф и к а ц и я  х и м и ч е с к и х  в е щ е с т в  

п о  с т е п е н и  л е т у ч е с т и  ( С м ) [69]

Класс опасности Степень опасности 
и выраженность действия

1
Чрезвычайно опасное 

вещество
насыщающая концентрация вызывает гибель

2
Высокоопасное

насыщающая концентрация вызывает отчет­
ливые проявления интоксикации, гибель от­
сутствует

3
Умеренно опасное

насыщающая концентрация вызывает мини- 
. мальные изменения интегральных показате­
лей при обследовании животных (пороговый 
уровень)

4
Малоопасное

. насыщающая концентрация не оказывает 
токсического действия

8 .2.2.5, Определение и оценка кумулятивных свойств.
Под кумуляцией понимается усиление проявления действия 

яда при его повторном воздействии.
Выраженность кумулятивных свойств дезинфицирующих 

средств оценивается по величине коэффициента кумуляции — от­
ношение величины суммарной дозы яда, вызывающей определен­
ный эффект (чаще — смертельный) у 50 % подопытных животных 
при многократном дробном введении, к  величине дозы, 
вызывающей эффект при однократном воздействии.

Изучение кумулятивных свойств дезинфицирующих средств 
проводится методом Лима [69] в течение 24 ±  4 дней при введении в 
желудок крыс или мышей. Начальная доза составляет 0,1 ЛД 5 0  и 
вводится 4 дня, затем дозу каждый раз увеличивают в 1,5 раза до 
окончания опыта. В течение всего эксперимента регистрируется 
гибель животных. В конце рассчитывается средне-летальная доза 
для повторного воздействия (ЛД50П):

К кум.
лд^.

Расчет ЛД5 0 1 и ЛД50П проводится вышеупомянутым методом 
Кербера или пробит-анализа [24; 69] .
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Если для изучаемого дезинфицирующего средства не удается 
получить смертельного эффекта, оценку кумулятивных свойств 
проводят с введением максимально возможной дозы в течение 
10 дней. Показателем кумулятивного эффекта препарата (кроме 
смертельного) являются клиническая картина отравления и измене­
ния различных показателей состояния организма (функциональная 
кумуляция).

Кроме указанных методов оценки кумулятивного эффекта 
можно рекомендовать другие методы: метод Ю.С. Кагана, метод 
Т.Н. Паньшиной и др.

Согласно классификации пестицидов различают 4 класса ку­
мулятивного эффекта:

1 класс сверхкумуляция — К ^  менее 1;
2 класс выраженная кумуляция -  К ^  от 1 до 3;
3 класс умеренная кумуляция -  К ^  от 3,1 до 5;
4 класс слабая кумуляция -  К ^  более 5.
8.2.2.6. Определение и оценка местно-раздражающего дей­

ствия на кожу.
Исследования проводят не менее чем на двух видах животных. 

В качестве подопытных животных используются кролики породы 
шиншилла обязательно, а также морские свинки светлой масти 
или белые крысы (по выбору). Правый бок служит для аппликации 
изучаемого средства, левый — для контроля.

При однократных аппликациях проводят изучение местного 
раздражающего действия средства в нативном виде и в виде рабо­
чих концентраций.

Время экспозиции — 2 ч, после опыта средство смывают водой. 
Состояние кожи регистрируется визуально ежедневно в течение 14 
дней. Отмечают функционально-морфологические нарушения 
кожи (эритема, отек, трещины, некроз, шелушение, сухость, изъ­
язвления) (табл. 8.4) [69].

Выраженность эритемы оценивается в баллах по классифика­
ции С.В. Суворова табл. 8.4.

Объективным методом оценки отека кожи служит измерение 
толщины кожной складки (в мм) при помощи инженерного мик­
рометра и переводится в баллы табл. 8.4.

Баллы по эритеме и отеку суммируются для каждого подопыт­
ного животного, после чего вычисляется средний суммарный балл 
для данной группы экспериментальных животных.

Выраженность местно-раздражающего действия испытуемого 
дезинфицирующего средства при однократной аппликации на 
кожу оценивается в соответствии с классификацией (табл. 8.5) [69].

При многократном нанесении (10—12 аппликаций) в зависи­
мости от назначения средства качественно оценивают степень кож-
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Таблица 8А
О ц е н к а  и н т е н с и в н о с т и  м е с т н о - р а з д р а ж а ю щ е г о  д е й с т в и я  

х и м и ч е с к и х  в е щ е с т в  н а  к о ж у

Оценка степени эритемы
Интенсивность эритемы 

визуально
Оценка эритемы по линейке 

С.В. Суворова, баллы
Отсутствие эритемы 0
Слабая розовый тон 1
Умеренно выраженная 
розовокрасный тон 2

Выраженная красный тон 3
Резко выраженная 
ярко красный тон 4

Оценка интенсивности отека кожи

Степень
интенсивности

отека

Увеличение толщины 
кожной складки, мм

Оценка
отека,
баллыкролики морские свинки

Отсутствие 0 0 0
Слабая до 0,5 до 0,3 1
Умеренная 0,6-1,0 0,4-0,6 2
Выраженная 1,1-2,0 0 1 о 3
Резко
выраженная более 2,0 более 1,0 4

ной реакции (эритема, отек, трещины, шелушение, сухость и т. д.) и 
регистрируют время ее возникновения.

8.2.2.7. Определение и оценка местно-раздражающего дей­
ствия на глаза.

Местно-раздражающее действие средства на глаза проводят на 
кроликах и морских свинках при однократном воздействии. Один 
глаз служит для нанесения средства, другой -  в качестве контроля. 
Твердые средства вносят в конъюнктивальный мешок в количестве 
50 мг (дисперсность частиц до 10 мкм), жидкие — в нативном виде и 
рабочих концентрациях в количестве 1—2 капли. Изучение влия­
ния аэрозольного состава на слизистую оболочку глаза проводят 
однократно. С расстояния 20 см глаз кролика орошают из
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Таблица 8.5
Классификация опасности по выраженности 

местно-раздражающих свойств дезинфицирующих 
средств на коже

Выраженность
раздражающего

действия

Средний суммарный балл 
выраженности эритемы 

и величины отека
Классы

опасности

Резко выраженное более 6 1
Выраженное 4,1—6,0 2
Умеренное 2,1-4,0 3
Слабое
или отсутствие 0-2,0 4

аэрозольного баллона в течение 1 с. Другой глаз является 
контролем.

Отмечают выраженность гиперемии и отека конъюнктивы, 
инъекцию сосудов склеры, состояние роговицы и радужной обо­
лочки, количество и качество выделений из глаза, которые 
оценивают в баллах табл. 8.6 [69].

Результаты обследования каждого животного суммируются и 
выносится заключение о степени и характере поражения глаз при 
действии на него изучаемого соединения или средства, указывает­
ся характер конъюнктивита (поверхностный, глубокий), наличие 
кератита. Класс по раздражающему действию дезинфицирующего 
средства оценивается по классификации выраженности 
раздражающих свойств на глаза табл. 8.7 [69].

8.2.2.8. Определение и оценка кожно-резорбтивного действия.
Кожно-резорбтивное действие дезинфицирующих средств (за 

исключением аэрозольных форм и кожных антисептиков) оценива­
ют в остром (нативное средство -  однократное воздействие) и в под­
остром эксперименте (рабочие концентрации) в течение 
10—30 дней в зависимости от назначения средства. В эксперименте 
используют «пробирочный метод» или нанесение на выстриженный 
участок кожи спины. Опыты проводят на крысах или мышах, или 
морских свинках. При «пробирочном методе» животных (крысы или 
мыши) помещают в специальные домики, хвосты опускают в про­
бирку с изучаемым средством на 2/3 длины. Экспозиция опыта —
2—4 ч соответственно. Затем средство смывают. В случае подострого 
опыта каждый раз используют новую порцию средства. В течение 
эксперимента регистрируют местное состояние кожи, клинические 
проявления интоксикации, гибель животных.
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Таблица 8.6
Оценка интенсивности местно-раздражающего 

действия средства на глаза

Признаки местно-раздражающего действия
Оцен­

ка,
баллы

А Покраснение века и бульбарная конъюнктива 
не затрагивающая роговицу и радужную оболочку

Состояние сосудов нормальное 0
Сосуды явно расширены больше нормы 1
Разлитая гиперемия, отдельные сосуды трудноразличимы 2
Диффузная, ярко красного цвета гиперемия 3

Б Отек век
Отека нет 0
Слабый отек включая мигательную перепонку 1
Явный отек и частичное выворачивание века 2
Отек, веки наполовину закрылись 3
Отек, веки закрыты более чем наполовину или полностью за­
крылись

4

В Выделения
Выделений нет 0
Минимальное количество в углу глазной щели 1
Количество выделений с увлажнением век и шерсти, прилегаю­
щей к векам

2

Количество выделений с увлажнением век и шерсти и значи­
тельной площади вокруг глаз

3

Сумма баллов А + Б + В
А Помутнение роговицы - степень плотности участок наибольшей плотности

Помутнения нет 0
Рассеянное или диффузное, детали радужной оболочки хорошо 
видны

1

Хорошо различимые полупрозрачные участки, детали радуж­
ной оболочки слегка замутнены

2

Участок с замутнением, детали радужной оболочки не видны, 
размер зрачка едва различим

3

Непрозрачная, радужная оболочка не видна 4
Б Площадь поражения роговицы

Одна четверть или менее, но более нуля 1
Более одной четверти, но менее половины 2
Более половины, но менее трех четвертей 3
Более трех четвертей, но менее всей площади 4
Сумма баллов А + Б
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Показателями кожной резорбции, кроме смертельного исхода 
и клинической картины интоксикации, служат функциональные 
изменения различных органов и систем организма: интегральные и 
специфические — по выбору в зависимости от механизма действия 
средства. Обследование животных проводят в конце опыта при 
воздействии в течение 10—12 дней и дважды при воздействии в 
течение 30 дней.

Исследования кожно-резорбтивного действия средства в аэро­
зольных баллонах проводят при однократном воздействии. Живот­
ных фиксируют в станке спиной кверху, закрывают их листом из 
оргстекла или картона с вырезанным в центре окном соответствую­
щей площади по размеру и форме аналогичного подопытному участ­
ку кожи. Затем смесь из баллонов равномерно распыляют по всей 
поверхности картона (в т. ч. и коже животного). За животными на­
блюдают в течение 14 суток. При необходимости проводится обсле­
дование животных по интегральным и специфическим показателям 
в зависимости от механизма действия средства.

8.2.2.9. Определение и оценка острой ингаляционной опас­
ности зона острого биоцидного действия.

Оценку острой ингаляционной опасности рабочих растворов 
или готового к употреблению дезинфицирующего средства прово­
дят в затравочных камерах, моделируя в статических условиях спо­
собы применения (орошение, протирание, замачивание или по­
гружение) с учетом режимов применения (нормы расхода, рабочих 
концентраций, экспозиции) [69].

При моделировании способа протирания или орошения в за­
травочной камере обрабатывают все боковые поверхности и пол в 
рекомендуемой рабочей концентрации с учетом нормы расхода. В 
острых опытах обработки проводятся однократно. Время воздей­
ствия зависит от разработанного режима применения.

При моделировании способа погружения или замачивания в 
затравочную камеру объемом 1 м3 помещают открытую емкость с 
площадью открытой поверхности 0,1 м2 (что составляет 10 % от 
площади пола затравочной камеры) с налитым в нее рабочим рас­
твором дезинфицирующего средства.

В затравочных кам:ерах контролируют температуру и влаж­
ность воздуха, определяют содержание летучих действующих 
веществ средства.

Животных обследуют сразу после окончания воздействия по 
лимитирующим эффектам для дезинфицирующих средств — это в 
основном раздражающий эффект и состояние центральной нерв­
ной системы. На основании проведенных исследований определя­
ют порог острого действия (Ытас), рассчитывают зону биоцидного
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Таблица 8.8
К л а с с и ф и к а ц и я  с т е п е н и  и н г а л я ц и о н н о й  о п а с н о с т и  

д е з и н ф и ц и р у ю щ и х  с р е д с т в  п о  з о н е  о с т р о г о  б и о ц ц д н о г о  д е й с т в и я  
[ М У  1.2.1105-02]

Класс
опасности

Зона острого био­
цидного действия:
7  _ L i m c c

норма расхода

Рекомендуемые 
условия применения

I
высокоопасно

менее 1

Использовать в экстремальных 
ситуациях (по эпидемиологи­
ческим показаниям) в специ­
альных костюмах и противога­
зах

II
опасно 1 -3

Использовать в ЛПУ со сред­
ствами защиты органов дыха­
ния, глаз, кожи, в отсутствие 
больных и пациентов

III
умеренно

опасно
3,1-10,0

Использовать в ЛПУ без 
средств защиты органов дыха­
ния и глаз, но в отсутствие 
больных и пациентов

IV
малоопасно более 10

Использовать в присутствии 
больных, пациентов и в быту 
(перспективно для текущей и 
профилактической 
дезинфекции)

действия по отношению порога острого действия к  норме расхода 
{Ыта/норма расхода).

По классификации ингаляционной опасности дезинфициру­
ющих средств определяют класс опасности и оценивают сферу их 
безопасного применения табл. 8.8 [69].

8.2.2.10. Определение и оценка подострой ингаляционной 
опасности зона подострого биоцидного действия.

Исследования ингаляционной опасности при повторных воз­
действиях проводят в затравочных камерах, моделируя в статичес­
ких условиях способы обработки (орошение, протирание, погруже­
ние) с учетом режимов применения (нормы расхода, экспозиции).

Обработки проводят ежедневно, 5 раз в неделю в течение всего 
эксперимента (от 2 до 4 недель). Обработки проводят так же, как 
при однократном воздействии.
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Таблица 8.9
К л а с с и ф и к а ц и я  с т е п е н и  и н г а л я ц и о н н о й  о п а с н о с т и  

д е з и н ф и ц и р у ю щ и х  с р е д с т в  
п о  з о н е  п о д о с т р о г о  б и о ц и д н о г о  д е й с т в и я

Класс
опасности

Зона подострого био­
цидного действия:

гг _ Limsubac
" subac -vнорма расхода

Рекомендуемые 
условия применения

Опасно менее 10
Использовать в ЛПУ со сре­
дствами защиты органов ды­
хания, глаз, кожи, в отсу­
тствие больных и пациентов

Малоопасно более 10
Использовать в присутствии 
больных, пациентов или в 
быту (для текущей и профи­
лактической дезинфекции)

В затравочных камерах контролируют температуру и влаж­
ность воздуха.

Определение содержания летучих действующих веществ при 
необходимости.

Обследование животных проводят перед экспериментом (фоно­
вые данные по массе тела, показателям периферической крови) и в 
конце по показателям состояния разных органов и систем в зависи­
мости от механизма действия дезинфицирующего средства (обяза­
тельно исследование в динамике массы тела, оценка состояния цент­
ральной нервной системы и состояние периферической крови).

Определяют порог подострого действия по лимитирующему 
показателю и рассчитывают зону подострого биоцидного действия 
по отношению порога подострого действия к норме расхода 
(LimsubJ норма расхода).

Ингаляционную опасность при повторном воздействии дез­
инфицирующего средства (аэрозоли + пары или только пары) оце­
нивают по зоне подострого биоцидного действия: при зоне (Zsubac) 
менее 10 — средство рекомендуется использовать в ЛПУ со сре­
дствами защиты органов дыхания, глаз, кожи, в отсутствие боль­
ных и пациентов, при зоне (Zsubac) более 10 — его можно использо­
вать в присутствии пациентов табл. 8.9 [69].

8.2.2.11. Определение и оценка сенсибилизирующих свойств.
Сенсибилизирующие свойства дезинфицирующих средств 

определяют комплексом методов (при необходимости используют 
ряд методов или ограничиваются одним):
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а) методом Алексеевой-Петкевич на морских свинках при внут- 
рикожном введении 50—200 мкг с последующими (через 10 дней) на­
кожными аппликациями и постановкой проб — кожной и конъюнк­
тивальной и аллергологических тестов с клетками крови [65];

б) по реакции гиперчувствительности «замедленного» типа 
ГЗТ на мышах массой 20 ±  0,5 г или морских свинках при внутри - 
кожной сенсибилизации средством в ПАФ (полном адъюванте 
Фрейнда) проводят согласно методическим указаниям [65].

Индекс реакции ИР вычисляют по формуле:

ИР = ̂ - ^ - х  100% , где
К

ho и hk -  объем масса стопы в опыте и контроле соответ - 
ственно, в мм мг.

Достоверным считают значения ИР более 5 %,
Силу аллергенной активности оценивают по классификации 

для химических веществ табл. 8.10 [65];
в) при положительных результатах на первом этапе оценку 

аллергенного действия дезинфицирующих средств проводят при 
комплексном поступлении аллергена в организм (через органы ды­
хания и кожу). Для этого используются эксперименты, описанные 
выше при определении порогов подострого ингаляционного дей­
ствия [п. 8.2.2.10]. В опытах обязательно используют морских сви­
нок. Тестирование проводят на 14-е и 28-е сутки от начала воздей­
ствия, используя конъюнктивальную пробу как более чувствитель­
ную при ингаляционном пути поступления средства в организм, и
2—3 иммунологических теста. Определяют порог подострого спе­
цифического действия (Limsp) ,  который учитывают при определе­
нии зоны подострого биоцидного действия для средств с аллерген­
ной активностью [65];

г) при кожном пути поступления дезинфицирующего сре­
дства в организм его исследования проводят на морских свинках 
при повторных 4-недельных кожных аппликациях в концентра­
ции, не вызывающей местно-раздражающего действия. Тестирова­
ние проводят по конъюнктивальной и кожной пробам и по
2—3 специфическим иммунологическим показателям. При оценке 
результатов учитывают развитие сенсибилизации даже у единич­
ных животных в группе [65].

8.2.2.12. Оценка безопасности остаточных количеств дезинфи­
цирующих средств на обработанных изделиях (ИМН, посуде, иг­
рушках из полимерных и резиновых материалов и пр.).
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g  Т а б л и ц а  8 .10
Гигиеническая классификация по аллергенности пестицидов (М Р № 01-19/126-17) [Методические 

рекомендации по оценке степени опасности пестицидов (Гигиеническая классификация)]

Классы опасности
I II III IV

Чрезвычайно
опасные Опасные Умеренно опасные Малоопасные

Достаточные 
доказательства 
аллергенности 
для человека в 
эпидемиоло­
гических 
и/или клини- 
ко -аллерголо- 
гических ис­
следованиях, 
подтвержден­
ные специфи­
ческими ал­
лерготестами, 
в сочетании 
или при отсут­
ствии доказа­
тельств сенси­
билизирующе­
го действия на 
животных

Ограниченные доказательства аллергеннос­
ти для человека в эпидемиологических 
и/или клинико аллергологических исследо­
ваниях (при ограничеснных возможностях 
специфического аллерготестирования) в со­
четании с достаточными доказательствами 
сенсибилизирующего действия на живот­
ных

Достаточные доказательства сенсиби­
лизирующего действия на животных

Отсутствие сенси­
билизирующего 
эффекта в рамках 
стандартного про­
токола исследова­
ний

Подкласс А
Достаточные доказа­
тельства чрезвычай­
но сильного сенси­
билизирующего дей­
ствия на животных: 
развитие сенсибили­
зации при всех спо­
собах ее воспроизве­
дения у 100 % живот­
ных при высокой 
достоверности 
(Р<0,001-0,01) отли­
чий среднегрупповых 
показателей специ­
фических аллерго­
тестов in vivo и in 
vitro.

П о д к л а с с  В
Достаточные дока­
зательства сильного 
сенсибилизирую­
щего действия на 
животных: развитие 
сенсибилизации 
при всех способах 
ее воспроизведения 
у 50 % животных 
при достоверном 
(Р<0,01-~0,05) от­
личии среднегруп­
повых показателей 
специфических ал­
лерготестов in vivo и 
in vitro

П о д к л а с с  А
Умеренный ал­
лерген: развитие 
сенсибилизации 
при более чем у 
30 % животных 
при достоверном 
(Р<0,05) отличии 
среднегрупповых 
показателей спе­
цифических ал­
лерготестов in vivo 
и in vitro.

П о д к л а с с  В
Слабый аллерген: 
развитие сенси­
билизации у еди­
ничных (менее 
30 %) животных 
при отсутствии 
достоверного от­
личия средне­
групповых пока­
зателей специфи­
ческих аллерго­
тестов in vivo и in 
vitro
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Безопасность остаточных количеств дезинфицирующих 
средств на изделиях медицинского назначения ИМН, на столо - 
вой посуде, игрушках и т. п. оценивают комплексом методов (или 
по выбору); пирогенность, цитотоксическое действие в культуре 
клеток ККЛ, гемолитическое действие. Оценку смываемости дез - 
инфицирующих средств проводят с изделий из разных материалов 
(металлов, стекла, резин натуральных и силиконовых, пластмасс). 
[50; 69]. Отмыв изделий осуществляют двумя способами (при 
необходимости можно ограничиться одним):

-  под проточной питьевой водой;
-  при многократном погружении в дистиллированную воду.
Остаточные количества (вытяжку или смывы) дезинфицирую­

щих средств с изделий получают с помощью дистиллированной 
воды. Комплект изделий из разных материалов погружают (каж­
дый комплект в отдельную емкость) в дезинфицирующий раствор 
и выдерживают в течение рекомендованного времени воздействия. 
Затем изделия вынимают, дают стечь остаткам раствора и помеща­
ют в новую емкость для отработки режима отмыва. После первого 
отмыва изделия погружают в другую емкость и делают смывы или 
вытяжки дистиллированной водой при соотношении объема изде­
лий к объему воды 1:1.  Вытяжки и смывы готовят при температуре 
37 °С (в термостате) в течение 24 ч вйтяжки и в течение 2 ч (смывы
с изделий из металлов и стекла). На каждый момент времени отмы­
ва используется самостоятельный комплект изделий. В 
полученные вытяжки или смывы добавляют хлористый натрий для 
получения изотонического раствора, который используют:

1) для оценки пирогенности [49];
2) для оценки гемолитического действия — согласно методи­

ки оценки полимерных материалов и изделий на их основе меди­
цинского назначения [76];

3) для оценки цитотоксического действия ЦТД в культуре 
клеток (диплоидные клетки человека или клетки почек зеленых 
мартышек — ПЗМ-4647) [61],

8.2.2.13. Оценка реальной опасности — моделирование усло­
вий применения протирание, орошение, погружение.

Оценка реальной опасности ДС проводится в условиях натур­
ного эксперимента. В специально выделенном помещении дол­
жны быть обрабатываемые поверхности из разных материалов -  
масляная краска, стекло, кафельная плитка, линолеум. Экспери­
менты проводят с учетом способов обработки (протирание или 
орошение) с заданной нормой расхода и с разными рекомендуемы­
ми рабочими растворами. Помещение должно хорошо проветри­
ваться, т. к. после обработки и времени воздействия следует
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отработать режим проветривания. После окончания эксперимен­
тов в помещении проводится влажная уборка.

В течение эксперимента проводится санитарно-химический 
контроль воздуха помещений на содержание ДВ ДС. Интервалы 
между заборами проб устанавливаются в каждом конкретном слу­
чае. Обязательно берется фоновая проба: в момент обработки, в 
конце воздействия и после проветривания. Далее по необходимос­
ти в зависимости от конкретного средства и степени летучести. В 
данном эксперименте проверяется безопасность рекомендован­
ных мер предосторожности.

8.2.3. Критерии оценки токсичности и опасности 
дезинфицирующих средств на первом этапе

1. Безусловно бракуются и поэтому снимаются с дальнейшего 
изучения дезинфицирующие средства, которые по параметрам 
острой токсичности относятся к 1—2-му классам опасности по 
ГОСТ 12.1.007—76 (при ведении в желудок и нанесении на кожу), 
или к 1—2-му классам токсичности по классификации К.К.Сидо- 
рова (при введении в брюшную полость), или к 1-му классу опас­
ности по классификации химических веществ по степени летучес­
ти (С20) (при ингаляции в насыщающих концентрациях паров).

2. Бракуются дезинфицирующие средства, обладающие вы­
раженным кожно-резорбтивным действием и аллергенным эффек­
том 1 класс — чрезвычайно опасные.

3. Отбирают менее опасные дезинфицирующие средства, ко­
торые должны оцениваться дифференцированно с учетом условий 
использования в разных областях и сферах применения (в лечеб­
но-профилактических учреждениях, на объектах коммунального 
хозяйства, социального обеспечения, общественного питания, в 
детских учреждениях, на объектах торговли, в пенитенциальных 
учреждениях, на транспорте (санитарном, железнодорожном, воз­
душном), на объектах пищевой промышленности, населением в 
быту) и углубленного изучения с учетом рабочих концентраций, 
условий и режимов применения.

8.2.4. Критерии оценки токсичности и опасности 
дезинфицирующих средств на втором этапе

8.2.4.1. Острое ингаляционное действие дезинфицирующего 
средства (пары или аэрозоли + пары) оценивают по зоне острого 
биоцидного действия, которую рассчитывают по отношению вели­
чины полученного порога острого действия к норме расхода. На 
этой основе устанавливают класс опасности по классификации 
степени ингаляционной опасности дезинфицирующих средств и 
определяют возможные условия применения:
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а) при зоне острого биоцидного действия менее 1 дезинфици­
рующее средство следует отнести к 1-му классу высокоопасных 
препаратов и допускать для использования только в экстремаль­
ных эпидемиологических ситуациях специально обученным пер­
соналом с применением противогаза и противочумного костюма;

б) при зоне острого биоцидного действия в диапазоне от 1 до 3 
следует отнести дезинфицирующее средство ко 2-му классу опас­
ных средств и разрешать для использования в ЛПУ в отсутствие па­
циентов при заключительной дезинфекции с обязательным приме­
нением индивидуальных средства защиты органов дыхания, кож­
ных покровов и глаз;

в) при зоне острого биоцидного действия в диапазоне от 3,1 
до 10,0 дезинфицирующее средство следует отнести к 3-му классу 
умеренно опасных и использовать в ЛПУ в отсутствие больных или 
пациентов. Проводящему обработку персоналу допускается рабо­
тать без средств защиты органов дыхания и глаз, но рекомендуется 
избегать попадания средства в глаза и на кожные покровы;

г) при зоне острого биоцидного действия более 10 дезинфи­
цирующее средство относится к 4-му классу малоопасных средств 
и может рекомендоваться для использования и в присутствии па­
циентов (перспективно для профилактической и текущей дезин­
фекции).

8.2.4.2. Ингаляционная опасность при многократном повтор­
ном воздействии дезинфицирующего средства (пары или аэрозо­
ли + пары) оценивается по зоне подострого биоцидного действия: 
при ЪтЫс менее 10 — средство рекомендуется использовать в ЛПУ 
со средствами защиты органов дыхания, глаз, кожи, в отсутствие 
больных и пациентов; при более 10 -  можно рекомендовать 
для использования в присутствии пациентов и населением в быту 
(перспективно для текущей и профилактической дезинфекции). 
Пороги подострого действия определяются по лимитирующему 
специфическому показателю (для дезинфицирующих средств — 
это аллергенный эффект и раздражающее действие) [69].

8.2.4.3. Выраженность местно-раздражающего действия дез­
инфицирующих средств в нативном виде и в рабочих концентраци­
ях на кожу и глаза оценивается по соответствующим классифика­
циям п.п. 8.2.2.6 и 8.2.2.7:

а) дезинфицирующие средства в нативном виде, относящие­
ся к 1—2-му классам опасности (резко выраженное и выраженное 
раздражающее действие) при аппликациях на кожу и глаза, дол­
жны использоваться только специалистами дезслужбы с защитой 
кожи рук и глаз;

б) дезинфицирующие средства, относящиеся к 3—4-му клас­
сам опасности (умеренное, слабое или отсутствие раздражающего
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действия), могут быть рекомендованы для использования не только 
специалистами, но и населением в быту;

в) дезинфицирующие средства, относящиеся даже в рабочих 
растворах к  1—2-му классам опасности уже при однократных ап­
пликациях на кожу и глаза, не рекомендуются для использования в 
практике;

г) дезинфицирующие средства, относящиеся в рабочих рас­
творах к 3-му классу опасности при однократных аппликациях на 
кожу и глаза, рекомендуются для использования только специа­
листами дезслужбы;

д) дезинфицирующие средства, относящиеся в рабочих рас­
творах к  4-му классу опасности при однократных аппликациях на 
кожу и глаза, рекомендуются для использования не только специа­
листами, но и населением в быту.

8.2.4А Дезинфицирующие средства с резко выраженными ку­
мулятивными свойствами должны контролироваться химико-ана­
литическим методом при отработке режима отмыва его с посуды и 
игрушек и оцениваются с учетом величины П Д К  действующего 
вещества в питьевой воде.

8.2.4.5. Дезинфицирующие средства, относящиеся по аллер­
генной активности ко 2-му классу опасности (табл. 8.10), разреша­
ются для использования в лечебно-профилактических учреждени­
ях только обученным персоналом с применением средств индиви­
дуальной защиты в отсутствие пациентов в очагах инфекционных 
заболеваний при заключительной и генеральной дезинфекции с 
последующей уборкой и проветриванием помещений.

Дезинфицирующие средства, относящиеся по аллергенной ак­
тивности к 3-му классу опасности, для дезинфекции в лечебно-про­
филактических учреждениях разрешаются с ограничениями:

• к работе с такими средствами не допускаются лица с аллер­
гическими заболеваниями и с повышенной чувствительностью к  
химическим веществам.

Дезинфицирующие средства, относящиеся по аллергенной 
активности к 4-му классу опасности (не обладающие сенсибилизи­
рующим действием), могут без ограничений использоваться как в 
ЛПУ, так и на объектах коммунального хозяйства, они перспектив­
ны для использования в детских учреждениях и населением в быту.

8.2.4.6. Режим отмыва изделий медицинского назначения от 
дезинфицирующих средств удовлетворяет требованиям безопасно­
го использования, если вытяжки или смывы:

а) не оказывают цитотоксического действия ЦТД в ККЛ и 
ни одна из опытных клеточных культур не имеет степень более 1;

б) не вызывают эффекта по пирогенности;
в) если их гемолитическое действие не превышает 2 %.

512



Р 4.2.2643-10

8.2.5. Критерии оценки токсичности и опасности 
дезинфицирующих средств на третьем этапе

Для оценки реальной опасности ДС при моделировании усло­
вий их применения (орошение, протирание, погружение) с учетом 
ингаляционного воздействия и при необходимости кожного пути 
поступления рассчитывается фактор безопасности (Sf ) по формуле:

о = ^ фак• гле
Г персона* ОБУВ ’

Sf -  фактор безопасности;
Кфах. — фактическая концентрация средства в воздухе 

рабочей зоны;
ПДКр з (ОБУВ) -  гигиенический норматив в воздухе рабочей зоны.

В случае когда SF > 1, реальная опасность ДС высокая (как для 
персонала, проводящего обработки, так и для пациентов) и при ра­
боте с ним необходимо соблюдение условий безопасного примене­
ния и мер предосторожности с использованием средств 
индивидуальной защиты.

В случае когда SF < 1, реальная опасность ДС низкая и его 
можно рекомендовать для использования в широкой сфере приме­
нения -  для текущей и профилактической дезинфекции не только 
специалистами, но и населением в быту.

На заключительном — третьем этапе — проводится анализ и 
обобщение полученных данных, составляется научный отчет, раз­
рабатываются разделы по безопасности в инструкцию по примене­
нию дезинфицирующего средства в лечебно-профилактических 
учреждениях, на объектах коммунального хозяйства и т. д. с харак­
теристикой его токсичности и опасности, рекомендациями необ­
ходимых мер предосторожности, средств индивидуальной защиты, 
а также мер первой помощи при случайном отравлении. Формули­
руются меры предосторожности при хранении средств, а также ре­
жимы отмыва посуды, ИМН (в т. ч. эндоскопов) после дезинфек­
ционной обработки.

Решается вопрос о допуске дезинфицирующего средства, со­
держащего в своем составе новое, ранее не применявшееся действу­
ющее вещество, к практическим испытаниям в ЛПУ, в очагах ин­
фекционных заболеваний или на предприятиях пищевой промыш­
ленности.

Проводится санитарно-химический контроль воздуха в поме­
щениях на содержание летучих действующих веществ дезинфици­
рующего средства для проверки безопасности рекомендованных 
мер предосторожности.
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Анкетным способом (см. форму анкеты) собирается информа­
ция о побочных действиях дезинфицирующего средства в процессе 
его испытаний в практике.

Результаты практических испытаний оформляются в виде ак­
тов-заключений с приложением анкет по учету побочного дей­
ствия дезинфицирующего средства. Составляется отчет о 
проведении практических испытаний.

При положительных результатах испытаний в практических 
условиях дезинфицирующие средства рекомендуются к государст­
венной регистрации в России и применению в медицинской 
практике,

8.2.6. Перечень необходимых токсикологических показателей 
при оценке токсичности и опасности дезинфицирующих средств, 

предназначенных для дезинфекции на предприятиях 
пищевой промышленности (пивобезалкогольная и винодельческая,

мясо-молочная, хлебопекарная, кондитерская, сыроварения, 
рыбоперерабатывающая промышленность)

• Сбор данных литературы о токсичности изучаемого средства 
по общей токсичности, метаболизму в организме, отдаленным прояв­
лениям, экологической безопасности.

* ЛД50 при введении:
-  в желудок, мг/кг;
-  на кожу, мг/кг.
• Ингаляционное воздействие:
-  в насыщающих концентрациях (пары) по степени летучести;
-  в форме аэрозоля.
• Кумуляция.
• Местно-раздражающее действие на кожу:
-  нативный препарат;
-  рабочие растворы.
♦ Местно-раздражающее действие на глаза:
-  нативный препарат;
-  рабочие растворы.
♦ Кожно-резорбтивное действие рабочих растворов.
* Сенсибилизация:
-  ГЗТ;
-  кожные аппликации.
* Безопасность остаточных количеств ДС на оборудовании.
* Обоснование мер предосторожности и средств индивидуальной 

защиты с учетом условий применения, меры первой помощи при слу­
чайном отравлении средством, условия хранения.
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8.2.6.1. Методы определения и оценка токсичности и опаснос­
ти Д С, предназначенных для дезинфекции на предприятиях пище­
вой промышленности.

Исследования следует проводить по схеме изучения дезинфи­
цирующих средств п.п. 8.2.2.1—8,2.2.13.

8.2.6.2. Критерии отбора дезинфицирующих средств, предназ­
наченных для предприятий пищевой промышленности. Оценка 
безопасного применения проводится по критериям для дезинфи­
цирующих средств п.п. 8.2.3—8.2.5.

1. Не допускаются Д С:
-  относящиеся к 1-му классу опасности при потенциаль­

но-опасных путях поступления в организм (через рот, кожные по­
кровы, ингаляционно);

-  с выраженными отдаленными проявлениями действия;
-  с выраженным кожно-резорбтивным действием;
-  с выраженным сенсибилизирующим действием;
-  обладающие выраженной кумуляцией в организме.
2. Для отобранных ДС отрабатывается режим отмыва до безо­

пасных остаточных количеств средства. Разрабатывается метод 
контроля средства в смывах с оборудования.

3. Разрабатывается инструкция по применению ДС в практи­
ке предприятий пищевой промышленности с характеристикой 
токсичности и опасности средства, с разработкой необходимых 
мер предосторожности и рекомендациями по применению средств 
индивидуальной защиты, а также мер первой помощи при случай­
ном отравлении.

8.3. Методы изучения токсичности и опасности средств
для стерилизации и предстерилизационной очистки изделий 

медицинского назначения ИМН
Перед стерилизацией изделий медицинского назначения 

ИМН, включая эндоскопы, проводят их предстерилизационную 
очистку для удаления крови и других органических загрязнений.

8.3.1. Оценка токсичности и опасности средств,
предназначенных для предстерилизационной очистки ИМН
8.3.1 Л. Перечень необходимых токсикологических показате­

лей при оценке токсичности и опасности дезинфицирующих 
средств, предназначенных для.предстерилизационной очистки из­
делий медицинского назначения ИМН, включая эндоскопы:

-  токсикологическая характеристика по литературным дан­
ным всех компонентов состава средства (вспомогательные компо­
ненты: наполнители, стабилизаторы, антикоррозионные, отдуш­
ки, красители и т. д.);
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-  острая токсичность ДС при введении в желудок -  ЛД50, 
мг/кг;

-  острая токсичность ДС при нанесении на кожу -  ЛД50, мг/кг;
-  острая ингаляционная опасность ДС и рабочих концентра­

ций в насыщающих концентрациях паров;
-  местно-раздражающее действие на кожу нативного ДС и ра­

бочих концентраций однократно;
-  местно-раздражающее действие рабочих концентраций на 

кожу многократное нанесение в течение 2 недель;
-  местно-раздражающее действие на глаза нативного ДС и ра­

бочих концентраций однократно;
-  кожно-резорбтивное действие рабочих концентраций (при 

повторных аппликациях в течение 2—4 недель);
-  сенсибилизирующее действие;
-  ингаляционная опасность рабочих концентраций в режиме 

применения, погружение. Оценка реальной опасности при моде­
лировании условий применения;

-  оценка остаточных количеств ДС на ИМН из разных мате­
риалов, отработка режима их отмыва.

8.3. L2. Средства, предназначенные для предстерилизационной 
очистки изделий медицинского назначения, следует изучать по схе­
ме изучения дезинфицирующих средств, предназначенных для дез­
инфекции изделий медицинского назначения (п.п. 8.2.2.1— 
8.2.2.13).

8.3.1.3, Критерии отбора и оценки безопасного применения 
проводят по критериям для дезинфицирующих средств 
п.п. 8.2.3—8.2.5.

8.3.2. Изучение оценки токсичности и опасности 
стерилизующих средств СС} предназначенных 

для стерилизации ИМИ, включая эндоскопы
Средства, предназначенные для стерилизации изделий меди­

цинского назначения, начинают изучать по схеме исследований 
дезинфицирующих средств на первом этапе рис. 8.1.

Особенностью изучения токсичности СС является обоснование 
их допустимых остаточных их количеств (ДОК) на обрабатываемых 
объектах на основе установления допустимой суточной дозы (ДСД) 
для человека в соответствии с условиями и режимами применения 
СС, что представлено в методической схеме (рис. 8.4). Исследование 
стерилизующих средств проводится с учетом потенциально опасных 
путей их поступления в организм и продолжительности контакта из­
делий с организмом. Изучаемые средства парентерально вводятся 
животным в водном или физиологическом растворах с соблюдением 
правил асептики. Учитывая назначение и характер контакта про-
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стерилизованных изделий с организмом пациента, возможны сле­
дующие пути поступления остаточных количеств СС в организм; 
ингаляция, в желудок, парентерально (под кожу, в кровяное русло, 
внутрибрюшинно, в мышцу, через слизистые оболочки, как по­
врежденные, так и неповрежденные). В качестве модельного пути 
для оценки с кровью или поврежденными слизистыми оболочками 
принимается введение СС в брюшинную полость.

8.3.2.1. Перечень необходимых показателей токсичности и 
опасности стерилизующих средств.

С учетом особенностей назначения и условий применения 
стерилизующих средств СС в перечень определяемых и оценива - 
емых показателей токсичности и опасности входят следующие 
показатели:

-  острая токсичность СС при введении в желудок — ЛД50, 
мг/кг;

-  острая токсичность СС при нанесении на кожу — ЛД50, мг/кг;
-  острая токсичность при парентеральном введении СС (под 

кожу, внутривенно, в брюшную полость) -  ЛД50, мг/кг;
-  острая ингаляционная опасность СС и рабочих концентра­

ций в насыщающих концентрациях паров;
-  местно-раздражающее действие на кожу нативного СС и ра­

бочих концентраций однократно;
-  местно-раздражающее действие рабочих концентраций СС 

на кожу многократное нанесение в течение 2 недель;
-  местно-раздражающее действие на глаза нативного СС и ра­

бочих концентраций однократно;
-  кожно-резорбтивное действие рабочих концентраций СС 

при повторных аппликациях в течение 2—4 недель;
-  кумулятивный эффект;
-  сенсибилизирующее действие;
-  мутагенное действие экспресс-методами;
-  определение порогов острого действия СС при потенциаль­

но опасных парентеральных путях поступления в организм;
-  определение порогов подострого действия СС при потенци­

ально опасных парентерально путях поступления * в организм 
0,5—1,5 месяца;

-  обоснование допустимых суточных доз ДСД СС для чело - 
века, исходя из условий применения;

-  обоснование ДОК СС в простерилизованных ИМН;
-  отработка режима отмыва ИМН до ДОК.
На основе анализа полученных экспериментальных данных 

разрабатываются меры предосторожности и средства индивиду­
альной защиты при работе со стерилизующими препаратами с уче-
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том условий применения и хранения, а также меры по оказанию 
первой помощи при случайном отравлении СС.

8.3.2.2. Методы определения и оценка токсичности и опаснос­
ти средств стерилизации.

8.3.2.2.1. Все методы до определения пороговых уровней при 
парентеральном введении следует изучать по схеме изучения дез­
инфицирующих средств, предназначенных для дезинфекции изде­
лий медицинского назначения п.п. 8.2.2.1—8.2.2.13.

8.3.2.2.2. Определение порогов острого (Limac) и подострого
(L im ^ J  действия СС при введении в брюшную полость. Опреде­
ление Limac начинают с 5-кратным шагом в интервале доз 
1/1 000—1/1 500 ЛД50 при введении в брюшную полость. При опре­
делении и ш шЬас средство вводят в долях от Limac в течение 2—3 не­
дель. При обследовании животных выбираются как интегральные 
показатели, характеризующие общее состояние организма (внеш­
ний вид, масса тела, ректальная температура и т. д .), так и показате­
ли по оценке функционального состояния отдельных органов и 
систем с учетом политропной направленности действия больши­
нства СС (нервная система, морфологический состав крови, состо­
яние неспецифического иммунитета, функции печени (белковооб­
разующая, ферментативная, антитоксическая), почек (выдели­
тельная, концентрационная). При необходимости оценивают со­
стояние сердечно-сосудистой системы, функцию внешнего дыха­
ния, применяют адекватные функциональные нагрузки. При по­
вторных воздействиях определяют L im ^c и недействующий 
уровень. Исходя из полученных данных, рассчитывают зону по­
вторного действия: = Limac /  Lim^ac-

Кроме порога Limac по общетоксическим показателям, опре­
деляют пороги острого специфического действия (Limspec): гемоли­
тическое действие и состояние свертывающей и противосвертыва- 
ющей систем крови.

С целью выбора лимитирующего эффекта сравнивают пороги 
острого действия — Limac и L im ^. За лимитирующий эффект при­
нимается общетоксический, если порог острого действия меньше 
порога по специфическим показателям (Limac < L im ^). Если порог 
острого действия больше порога по специфическим показателям 
Limac > Lin\pec, то регламентацию следует проводить по специфи­
ческому действию.

8.3.2.2.3. Расчет допустимой суточной дозы ДСД стерилизую­
щего средства для человека и ДОК на изделиях.

Исходя из порогов действия, установленных по лимитирующим 
эффектам, обосновываются допустимые суточные дозы СС для чело­
века (ДСД) из расчета его среднего веса (70 кг) с введением дифферен­
цированного коэффициента запаса в зависимости от токсичности
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препарата и условий применения обрабатываемых изделий. Этот ко­
эффициент составляет 10 — для однократного и 100 -  для повторяю­
щегося применения препарата у данного пациента:

ДСД  (мг /  сутки) =
Limac subac х70кг

К запаса

Установленные величины ДСД препаратов для человека при­
нимаются в качестве их ДОК на изделиях. На основе порогов 
острого действия (Limac) устанавливаются ДСДас кДОКас средств для 
изделий однократного применения, а на основе порогов подостро­
го действия (ЫтшЬас) устанавливаются ДСД5иЬас и Д0К5иЬас средств 
для изделий многократного применения.

8.3.2.3. Критерии оценки и отбора стерилизующих средств.
Не рекомендуются для использования стерилизующие сред­

ства:
-  обладающие специфическими отдаленными эффектами 

(мутагенным, эмбриотропным, гонадотоксическим, тератоген­
ным, канцерогенным) 1—2-го классов опасности;

-  обладающие аллергенным действием 1—2-го классов опас­
ности.

Остальные показатели оценивают по критериям, указанным в 
п.п. 8.2.3—8.2.5.

8.4. Методы изучения токсичности и опасности 
кожных антисептиков

Основополагающие токсиколого-гигиенические требования 
по безопасности кожных антисептиков сводятся к недопущению 
прежде всего лимитирующих эффектов их воздействия — мес­
тно-раздражающего, кожно-резорбтивного и контактного сенси­
билизирующего действия в рекомендованных режимах примене­
ния. Кожные антисептики не должны также обладать специфичес­
кими отдаленными эффектами (эмбриотоксическим, гонадотроп­
ным, тератогенным, мутагенным, бластомогенным).

В целом схема оценки кожных антисептиков совпадает со схе­
мой изучения дезинфицирующих средств (п. 8.2). К особенностям 
оценки относится изучение их токсичности при реальном пути по­
ступления в организм — накожном. Учитывая это, в эксперименте 
основное внимание уделяется оценке таких лимитирующих эф­
фектов — как местно-раздражающий, кожно-резорбтивный и сен­
сибилизирующий при остром, подостром и хроническом воздей­
ствии, а также определение ингаляционной опасности кожных ан­
тисептиков в насыщающей концентрации паров (С20). Следует так­
же учитывать, что подавляющее большинство антисептиков вы-
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пускается в готовой к применению форме, а не в концентратах, и 
наносится на небольшие по площади участки кожи (5 % от общей 
поверхности кожи). Схема исследований кожных антисептиков 
представлена на рис. 8.5.

На 1-м отборочном этапе до постановки экспериментов на жи7 
вотных необходимо собрать литературные сведения об изучаемом 
средстве и его основных компонентах: состав рецептуры и физи­
ко-химические свойства компонентов (растворимость в воде, жи-, 
рах, величина pH), токсикологическая характеристика всех компо­
нентов средства, включая отдаленные эффекты: мутагенный, 
эмбриотропный, тератогенный, бластомогенный.

На 2-м этапе углубленных исследований основное внимание 
уделяется изучению лимитирующих эффектов антисептических 
средств в субхроническом эксперименте (1—3 месяца): мест­
но-раздражающего и кожно-резорбтивного с учетом разработан­
ных режимов и условий применения средства. В целях гарантии бе­
зопасности продолжительного применения средства в экспери­
менте необходимо оценить его не только в норме расхода, но и с
3—10-кратным её превышением (т. е. с определением зоны опас­
ности), что достигается увеличением дозы, экспозиции и площади 
аппликации средства.

Исследования средства в условиях практического применения 
включают два подэтапа: ограниченные испытания на волонтерах 
добровольцах и расширенные клинические испытания средства 
(в случае нового ДВ) на базе 2—3 специализированных учреждений 
(аккредитованных в этой области). На этом этапе исследований из­
учаются барьерно-защитные функции кожи, возможные аллерги­
ческие реакции, проводится анкетный опрос лиц, применявших 
кожные антисептики на практике.

8.4.1. Перечень необходимых показателей токсичности 
и опасности кожных антисептиков

Перечень определяемых и оцениваемых показателей токсичнос­
ти и опасности кожных антисептиков в целом совпадает с перечнем, 
предусмотренным для дезинфицирующих средств (п. 8.2.1) [69]:

-  острая токсичность при введении в желудок ЛД50;
-  острая токсичность при нанесении на кожу ЛД50;
-  острая ингаляционная опасность в насыщающих концен­

трациях паров С20;
-  местно-раздражающее действие на интактную кожу;
-  местно-раздражающее действие на поврежденную кожу;
-  раздражающее действие на слизистые оболочки глаза;
-  кожно-резорбтивное действие;
-  сенсибилизирующее действие;
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Рис. 8.5. Методическая схема изучения токсичности и опасности 
кожных антисептиков
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-  эмбриотропное, тератогенное и мутагенное действия (по 
показаниям);

-  испытания средства в практических условиях;
-  разработка рекомендаций по мерам предосторожности при 

работе и хранении средства (для включения в текст этикетки, 
инструкцию по применению и технические условия на производ­
ство).

Одной из особенностей изучения кожных антисептиков, 
предназначенных для обработки операционных и инъекционных 
полей, является изучение их местного действия на «скарифициро­
ванную» поврежденную кожу.

8.4.2. Методы определения и оценка токсичности и опасности 
кожных антисептиков

8.4.2.1. Показатели острой токсичности.
Определение среднесмертельной дозы средства при однократ­

ном введении в желудок и нанесении на кожу (ДЦ50) проводится 
описанными выше методами (п.п. 8.2.2.1—8.2.2.2). Для сравни­
тельной оценки разных кожных антисептиков и их последующего 
отбора целесообразно определение ЛД50 при парэнтеральном пути 
введения средства: под кожу или в брюшную полость (п. 8.2.2.3). 
Ингаляционная опасность средства по степени летучести опреде­
ляется согласно п. 8.2.2.4 и соответствующей классификации 
табл. 8.3.

8.4.2.2. Кожно-резорбтивное действие.
Исследования проводят на крысах (не менее 3 групп) путем 

открытых накожных аппликаций средства на кожу спины в норме 
расхода, а также в 3- и 10-кратно завышенных нормах расхода (или 
режимах применения). Подготовка животных к эксперименту опи­
сана в п. 8.2.2.8. Длительность эксперимента составляет 1—3 меся­
ца в зависимости от степени изученности ДВ и широты сферы 
применения средства.

Кроме того, у специальной группы животных обрабатывают 
такие же участки кожи равными дозами соответствующего раство­
рителя (особенно это важно для спиртовых растворов) или другой 
основы состава средства. Для интактного контроля берется 
отдельная группа животных.

Норма расхода средства устанавливается исходя из рекомендуе­
мого режима его применения по результатам микробиологических 
исследований (т. е. по эффективности). Обычно для гигиенической 
обработки рук рекомендуется 2—3 мл средства на одну обработку, а 
для обработки рук хирургов, как правило, от 3 до 5 мл средства при 
двукратной обработке. Условно принимается, что гигиеническая 
обработка рук проводится 10 раз в день, при этом расходуется 30 мл
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средства. Хирурги используют средство 2—3 раза в день, расходуя 
18—30 мл средства. Исходя из этого, ведется пересчет нормы расхода 
средства на массу тела человека и животного.

В опытах на животных для гарантированной оценки безопас­
ности применения рекомендуемых средств необходимо использо­
вать широкий набор общетоксических и специфических тестов 
(физиологических, биохимических, морфологических и др.) в за­
висимости от механизма действия ДВ или компонентов средства. 
Оценивается общее состояние животных, поведение, аппетит, со­
стояние волосяного и кожного покровов. Еженедельно наблюдают 
за динамикой массы тела. Раз в месяц исследуют функциональное 
состояние ведущих систем -  нервной, сердечно-сосудистой, 
функции печени, почек, морфологический состав периферической 
крови. Обязательным является по окончании эксперимента 
гистологическое исследование кожи и внутренних органов.

8.4.2.3. Местное раздражающее действие на кожу.
Общие рекомендации по проведению эксперимента даны в 

п. 8.2.2.6. Длительность экспериментального воздействия на лабо­
раторных животных устанавливается исходя из рекомендуемых ре­
жимов применения данного кожного антисептика на практике. 
Для средств разового и эпизодического применения (обеззаражи­
вание кожи операционного и инъекционного полей у пациентов, а 
также локтевых сгибов доноров) изучение на животных может 
ограничиваться 2-недельным опытом. Средства для использова­
ния профессиональным контингентом (например, для гигиени­
ческой обработки и обеззараживания кожи рук хирургов и меди­
цинского персонала) подлежат изучению в субхроническом (от 1 до 
3 месяцев) эксперименте в зависимости от степени изученности Д В 
и широты рекомендуемой сферы применения.

Изучение проводится как в рекомендуемых, так и аггравиро­
ванных режимах -  с 10-кратным превышением нормы расхода — 
доз, концентраций, экспозиций, площадей.

Оценка местного раздражающего действия кожных антисеп­
тиков проводится визуально и количественными методами: опре­
деляется цвет, тургор, эластичность кожи, наличие шелушения, ге­
моррагических корочек, трещин и т. п. Выраженность эритемы 
оценивают визуально по бальной шкале по классификации ДС 
(табл. 8.4 в п. 8.2.2.6). Величину отека кожи определяют, измеряя 
толщину кожной складки с помощью инженерного микрометра, и 
переводят в баллы табл. 8.5 в п. 8.2.2.6.

Целесообразно также использовать лабораторные методы 
оценки состояния кожи: температура, pH, содержание липидов и др.

Для кожных антисептиков, предназначаемых для обработки 
операционных и инъекционных полей, дополнительно изучается
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местно-раздражающее действие средства на скарифицированную 
поврежденную кожу. Кожа повреждается путем нанесения глубо - 
ких царапин иглой в виде сетки # до появления крови. На опыт - 
ный участок кожи средство наносится ежедневно в течение 
10 дней, на контрольный участок также с поврежденной кожей на­
носится эталонный антисептик (70 %-й этиловый спирт). Ведется 
наблюдение за процессом заживления нанесенных повреждений в 
течение 1—2 недель.

8А2.4. Определение и оценка сенсибилизирующего действия 
кожных антисептиков.

Для выявления контактной сенсибилизации кожных покровов 
наиболее адекватным является комбинированный метод 
Алексеевой-Петкевич с адъювантом Фрейнда с первоначальной 
внутрикожной сенсибилизацией животных (п. 8.2.2.11) идальней- 
ших повторных накожных аппликациях по методу Е.А. Иевлевой 
[65]. Предпочтительным видом животных являются морские свин­
ки. Изучаемый препарат наносится на кожу в течение 20—30 дней в 
рабочей концентрации (или в готовой форме). После этого прово­
дится повторное нанесение средства (от 5 до 10 аппликаций) на 
кожу противоположного симметричного участка тела. В случае от­
сутствия у средства раздражающего действия при однократном 
воздействии, используют конъюнктивальные разрешающие про­
бы. Критериями оценки эффекта сенсибилизации служат: разви-. 
тие воспалительной реакции на симметричном участке кожи и по­
явление «воспламенения» на первичном участке. Возможно ис­
пользование и других тестов выявления кожной сенсибилизации: 
например, специфического лизиса или аггломерации лейкоцитов 
и др. [65]. Допустимо применение и других методов оценки сенси­
билизирующего эффекта с учетом потенциально опасного пути 
воздействия средства накожно.

8.4.3. Испытания кожных антисептиков 
в практических условиях

Кожные антисептические средства, получившие положитель­
ную оценку безопасности в экспериментальных исследованиях на 
животных, подлежат апробации на людях в специализированных 
аккредитованных учреждениях с соблюдением этических принци­
пов проведения исследований.

До этапа широких клинических испытаний предполагается 
проведение ограниченных испытаний на волонтерах (10—25 чело­
век) с оценкой у них барьерно-защитных функций кожи. На этом 
этапе проводятся некоторые предварительные специальные иссле­
дования: pH кожи, количество липидов, электросопротивляемость 
и, возможно, другие физиологические и гигиенические показате-
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Таблица 8.11

у ч е т а  п о б о ч н ы х  я в л е н и й  п р и  п р о в е д е н и и  п р а к т и ч е с к и х  и с п ы т а н и й  
к о ж н о г о  а н т и с е п т и к а ______________________

№
-п/п Ф .И.О.

j 
Д

ол
ж

н
ос

ть

С
та

ж
 р

аб
от

ы

В
ид

 р
аб

от
ы

П обочное действие

П
од

п
и

сь

су
хо

ст
ь

к
ож

и

ш
ел

уш
ен

и
е

ко
ж

и

сы
пь

, з
уд

п
ок

ра
сн

ен
и

е

об
щ

ее
ос

то
ян

и
е

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 И

1

2

3

4

5

и
Т. д .

П одпись и  должность лица, ответственного за проведение испытаний: 

Печать учреждения:

ли [18, 77] . Обязательной является проверка на добровольцах ал­
лергенных свойств изучаемого средства (кожные пробы, «лоскут­
ная проба», пробы in vitro и др.).

При появлении у испытуемых каких-либо побочных явлений 
дальнейшие испытания на них необходимо прекратить.

Положительные результаты этого этапа позволяют перейти к 
широким практическим испытаниям на базе 2—3 клиник (с учас­
тием в общей сложности не менее 50 человек) под наблюдением 
врачей основных специальностей -  терапевта, дерматолога, аллер­
голога и др.

Результаты клинической апробации средства оформляются в 
виде актов испытаний на основе анкет учета субъективных и объек­
тивных признаков их воздействия. За период наблюдения у 95 % 
испытуемых не должно возникать побочных эффектов. Образец 
анкеты учета побочного действия средства представлен в табл ,8.11.
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8.4.4. Критерии оценки токсичности, опасности 
и отбор кожных антисептиков

1. Бракуются и снимаются с дальнейшего изучения кожные 
антисептики у которые обнаруживают острую токсичность на 
уровне:

-  ЛД50 при нанесении на кожу 2 500 мг/кг и менее (1—3-й 
классы опасности по ГОСТ 12.1.007—76) [24];

-  ЛД50 при введении в желудок менее 151 мг/кг (1—2-й классы 
опасности по ГОСТ 12.1.007—76) [24];

-  ЛД50 при введении под кожу 150 мг/кг и менее (1—3-й классы 
токсичности по классификации К.К. Сидорова (табл. 8.2 в 
п. 8.2.2.3).

2. Бракуются также кожные антисептики, обладающие мест­
ным раздражающим действием при 2-недельном воздействии на 
кожу в 10 нормах расхода; обладающие сенсибилизирующим 
действием.

3. Ограничивается сфера применения кожных антисептиков, 
обладающих кожно-резорбтивным эффектом в 10-кратно завы­
шенной норме расхода при 2-недельном воздействии на кожу: та­
кие средства разрешаются только для обработки инъекционных и 
операционных полей и локтевых сгибов доноров.

4. Дезинфицирующие средства, оказывающие раздражающее, 
кожно-резорбтивное и сенсибилизирующее действия, не могут ис­
пользоваться в качестве кожных антисептиков.

5. Активно действующие вещества субстанции, обладающие 
выраженными кожно-резорбтивными, контактными аллергенны­
ми свойствами, а также (поданным литературы) отдаленными спе­
цифическими проявлениями интоксикации (мутагенное, канце­
рогенное, эмбриотропное, тератогенное и гонадотоксическое 
действие) не подлежат включению в разрабатываемые рецептуры.

Сфера безопасного применения кожного антисептика уста­
навливается по степени выраженности кожно-резорбтивного и 
местно-раздражающего действия в зависимости от величины ко­
эффициента запаса по отношению к норме расхода.

Средства, имеющие коэффициент запаса более 10 от нормы 
расхода (4-й класс), допускаются для широкого применения: обра­
ботки рук хирургов, гигиенической обработки рук, кожных покро­
вов инъекционного и операционного полей, гигиенической обра­
ботки рук работников коммунальной сферы и населения.

Кожные антисептики, характеризующиеся 10-кратным коэф­
фициентом запаса (3-й класс), допускаются в основном для ис­
пользования профессиональным контингентом (обработка рук 
медперсонала и хирургов).
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При 3-кратном коэффициенте запаса (2-й класс) средства до­
пускаются для эпизодического применения (обработки кожи опе­
рационного и инъекционного полей).

При обнаружении токсикологических проявлений уже в нор­
ме расхода 1-й класс применение средств не разрешается.

8.5. Методы изучения токсичности и опасности средств 
для обеззараживания питьевой воды 

при нецентрализованном водоснабжении
Используемые нами подходы для оценки безопасности 

средств обеззараживания индивидуальных и групповых запасов 
питьевой воды имеют свои особенности. Эти особенности прежде 
всего связаны с тем, что применение средств такого назначения 
рассчитано на особый период и, как правило, на период непродол­
жительный по времени, связанный с использованием средств, 
главным образом, по эпидпоказаниям, в зонах чрезвычайных ситу­
аций, т. е. когда необходимо использовать воду для питьевых целей 
из поверхностных источников водоснабжения.

Для таких средств приоритетным прежде всего является обес­
печение эпидемической безопасности обработанной ими воды пе­
ред их химической безопасностью.

В связи с этим используемые для этих целей средства рассчита­
ны на высокое микробное и органическое загрязнения природной 
воды и содержат заведомо высокие концентрации дезинфектантов.

По этой причине и в сложившихся у нас подходах к изучению 
таких средств был принят опыт изучения лекарственной токсико­
логии.

Используемая программа изучения средств сначала включает 
их доклинические исследования в эксперименте на животных, а за­
тем клинические испытания обеззараженной природной воды на 
добровольцах с учетом возможных проявлений ее побочного дей­
ствия.

Методическая схема изучения токсичности средств для обез­
зараживания индивидуальных и групповых запасов питьевой воды 
представлена на рис. 8.17.

Она включает 3 этапа: на 1-м этапе проводятся доклинические 
исследования средств в эксперименте на лабораторных животных в 
целях их отбора на применение, на 2-м этапе проводятся доклини­
ческие исследования обеззараженной средствами питьевой воды в 
целях регламентации продолжительности ее применения, на 3-м 
этапе проводятся клинические испытания на добровольцах обезза­
раженной воды в режиме применения для подтверждения безопас­
ности ее применения человеком и для выявления возможных 
проявлений ее побочного действия.
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8.5.1. Перечень определяемых показателей для оценки 
токсичности и опасности дезинфицирующих средств 

на первом этапе их доклинических исследований
Перечень определяемых и оцениваемых на 1-м этапе показате­

лей включает:
-  определение состава средств и физико-химических свойств;
-  определение острой токсичности средств при введении в же- 

лудок (ЛДМ);
-  определение острой токсичности средств при нанесении на 

кожу (ЛДз,);
-  определение острой ингаляционной опасности средств в на­

сыщающих концентрациях паров по степени летучести;
-  определение пороговой дозы средств при введении в желу­

док в подостром эксперименте (Lim . . мг/кг);
-  определение зоны подострого биоцидного эффекта средств:

J тЪасЫосл

______________Limsubac(b желудок)___________
Суточная норма расхода средств для человека

-  оценку кумулятивного эффекта (JC );
-  оценку местно-раздражающего действия средств на кожу 

повторно, 10 аппликаций;
-  оценку местно-раздражающего действия средств на слизис­

тые оболочки глаз;
-  определение сенсибилизирующих свойств (по показаниям);
-  определение отдаленных эффектов: эмбриотропного, гона­

дотропного, мутагенного, канцерогенного по показаниям.

8.5.2. Критерии отбора дезинфицирующих средств 
для обеззараживания воды на первом этапе

Основным видом исследований является оценка опасности 
средств в рекомендуемом режиме применения, т. е. исходя из их 
суточной нормы N расхода человеком. С этой целью в подостром 
эксперименте на животных с пероральной затравкой в серии доз 
1/2N; N; 3N и выше определяется пороговый уровень.

При сравнении токсичности средств (на пороговых уровнях) с 
их суточной нормой расхода, определяется такой специфический 
критерий, как зона опасности биоцидного эффекта (ZsubacbioceJT). По 
ее величине устанавливается класс опасности средств в эффектив­
ном режиме применения и определяются подходы к условиям их 
применения.

Так, при величине ZsubacMoĉ  > 1 допустимо применение средств 
для обеззараживания воды, а при ZsubacMoc eJf < 1 применение средств
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не допустимо. При ZsubacMoĉ  = 1 (1-й класс опасности) применение 
средств допустимо только по эпидпоказаниям.

Помимо этого, у средств на этом этапе проводится изучение 
острой токсичности, кумулятивного эффекта, раздражающих 
свойств на кожу и слизистые оболочки, а по показаниям -  сенси­
билизирующих и отдаленных эффектов. Дается также характерис­
тика токсичности основным компонентам состава средства.

В состав дезинфицирующих средств не должны входить суб­
станции, относящиеся к 1-му классу опасности, с выраженными 
аллергенными и раздражающими свойствами, а также обладающие 
специфическими отдаленными эффектами (эмбриотропным, 
гонадотропным, мутагенным, канцерогенным).

8.5.3. Изучение токсичности обеззараженной средствами
питьевой воды на втором этапе доклинических исследований
Обеззараживание дезинфектантами воды из природных ис­

точников (особенно сильно загрязненных и сомнительных по мик­
робиологическому составу) не всегда позволяет полностью обеспе­
чить соответствие предъявляемым к ней СанПиН 2.1.4.1175—02 
«Гигиенические требования к качеству воды нецентрализованного 
водоснабжения. Санитарная охрана источников» [20] требований 
по нормативным показателям качества воды. И в зависимости от 
местных природных и санитарных условий, а также эпидемичес­
кой обстановки перечень контролируемых показателей качества 
воды может быть расширен по постановлению органов Госсан­
эпиднадзора РФ.

В случае несоответствия обеззараженной воды требованиям 
указанного СанПиН, для решения вопроса о возможности ее при­
менения для питьевых целей требуется проведение подострого (до 
3 мес.) токсикологического эксперимента, моделирующего на жи­
вотных натурные условия потребления ими природной воды, 
обеззараженной в эффективных бактерицидных режимах [20].

8.5.3.1. Указанные исследования должны начинаться с прове­
дения химико-аналитического определения обеззараженной воды’ 
на содержание дезинфектантов и возможных продуктов их транс­
формации. Так, при дезинфекции воды хлорсодержащими соеди­
нениями должно обязательно проводиться определение содержа­
ния свободного и связанного хлора и суммы галогеносодержащих 
соединений ГСС, особенно при хлорировании воды, содержащей 
органические соединения (в частности, гуминовые производные). 
Содержание и уровень в обеззараженной воде ГСС прогнозируют 
опасность развития таких отдаленных эффектов, как мутагенного, 
канцерогенного, что делает необходимой оценку такой воды на
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указанные проявления действия. Для этого используется 
природная вода в соответствии с заданными по ТЗ свойствами.

8.5.3.2. Целью подострого токсикологического эксперимента 
является установление «времени», гарантирующего безопасность 
использования человеком воды, обеззараженной в заданном эф­
фективном режиме ее обработки. В этом случае безопасность мо­
жет быть обеспечена ограничением времени использования такой 
воды людьми.

В подостром токсикологическом эксперименте на крысах мо­
делируются условия водопотребления животными воды из природ­
ных водоемов, обеззараженной дезинфектантом в эффективных 
бактерицидных режимах.

Постановкой этого эксперимента прежде всего предусматри­
вается оценка комбинированного воздействия на организм обезза­
раженной воды с учетом ее многокомпонентного состава, продук­
тов трансформации в воде и возможных примесей.

Основной целью исследований на этом этапе является выявле­
ние у животных начальных пороговых изменений (Limsubac) по ли­
митирующим эффектам. В эксперименте, во-первых, проводится 
оценка животными потребительских вкусовых свойств воды с 
ежедневным контролем ее суточного потребления, а также токси­
ческого действия -  влияния на репродуктивную функцию, желу­
дочно-кишечный тракг, печень, проявления дисбактериоза. На 
этом уровне обязателен контроль обратимости выявленных изме­
нений в восстановительном периоде.

8.5.3.3. Критерии безопасности применения обеззараженной 
питьевой воды.

В рекомендациях по продолжительности применения челове­
ком обеззараженной воды исходим из времени выявления у живот­
ных пороговых изменений в подостром эксперименте.

И в соответствии с требованиями Фармкомитета М3 СССР 
(Приказ № 1509 от 30.12.1983) [8] предлагаем следующие критерии: 
при выявлении у животных пороговых изменений через 3 месяца -  
продолжительность использования воды разрешается на месяц, 
при выявлении этих изменений через месяц -  продолжительность 
использования воды разрешается на 10—15 дней, а при выявлении 
изменений в первые 3 дня -  применение воды или вообще не раз­
решается или разрешается только эпизодически.

Результатами собственных исследований ДС указанного на­
значения (Аквасепт, Неоаквасепт, Акватабс, Аквасан, Аквасан-Д и 
др.) на основе натриевой соли дихлоризоциануровой кислоты было 
установлено, что сроки выявления пороговых изменений у живот­
ных при использовании ими обеззараженной воды зависели в 
основном от концентрации в воде активного хлора.
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8.5.3 А . Методы определения порога подострого действия у жи­
вотных в подостром эксперименте.

Эксперимент проводится на крысах обоего пола. Подопытным 
животным спаивается обеззараженная вода из природных источ­
ников с ежедневной регистрацией ее суточного потребления, а 
контролю -  водопроводная вода.

Для определения Limsubac используется комплекс лимитирую­
щих показателей, отражающих в первую очередь органолептичес­
кие свойства воды, а также проявления ее общетоксического и спе­
цифического действия на основные органы и системы организма 
(желудочно-кишечный тракт, микрофлору кишечника, функции 
печени и почек и на другие органы). По показаниям может плани­
роваться и проводиться изучение репродуктивной функции, разви­
тие потомства первого поколения мутагенного эффекта.

Для обнаружения у животных пороговых изменений в ранние 
сроки их обследование следует начинать на стадии «первичной де­
компенсации» патологического процесса, т. е. в первые две недели 
(на 2—4—8—15 день), применяя нагрузочные тесты для выявления 
первичных реакций.

8.5.4. Клинические испытания обеззараженной питьевой воды 
в режиме применения

Окончательная проверка безопасности для человека рекомен­
дованных в эксперименте на животных режимов применения обез­
зараженной воды дается на 3-м этапе с ее испытаниями на добро­
вольцах.

Юшнические испытания обязательно должны проводиться 
при проверке новых рецептур дезинфицирующих средств на осно­
ве новых дезинфицирующих субстанций.

Сначала проводится санитарно-гигиеническая оценка обезза­
раженной воды, включающая определение ее физико-химических 
и органолептических свойств.

Испытания обеззараженной воды на добровольцах включают 
анкетный опрос по оценке качества обеззараженной воды и клини­
ко-лабораторное обследование.

При проведении биомедицинских исследований на людях в 
настоящее время необходимо соблюдение этических принципов 
Хельсинской декларации Всемирной медицинской ассоциации.

Учет побочных явлений у добровольцев проводится по разра­
ботанной анкете табл. 8.12.

При клинических испытаниях у добровольцев обязательно дол­
жна оцениваться функция желудочно-кишечного тракта и печени.
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Таблица 8.12
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П одпись и должность лица, ответственного за проведение испытаний: 
Печать учреждения:

Подтверждением безопасности использования обеззаражен­
ной воды является отсутствие у 95 % добровольцев проявлений 
побочного действия.

По результатам проведенных исследований дается оконча­
тельное заключение о возможности и безопасных сроках примене­
ния человеком обеззараженной дезинфектантами питьевой воды.

<9.5.5. Методы определения других показателей качества 
обеззараженной воды

При обеззараживании воды хлорсодержащими дезинфектан­
тами должно проводиться определение свободного остаточного 
хлора методом йодометрического титрования (ГОСТ 18190, 
МУ 4.1.165—99) и суммы галогенсодержащих соединений, вклю­
чая 10 высокоприоритетных веществ: хлороформа, четыреххлорис­
того углерода, дибромметана, трихлорэтилена, перхлорэтилена, 
бромоформа, дихлорметана, 1,2-дихлорэтана и 1,2-дихлорэтилена.
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Таблица 8.13
Шкала интенсивности запаха привкуса

Характер проявления Оценка
интенсивности баллов

Не ощущается 0
Не ощущается населением, но обнаружива­
ется опытным дегустатором 1

Замечается населением, если обратить на это 
его внимание 2

Легко обнаруживается и вызывает неодобри­
тельный отзыв о воде 3

Обращает на себя внимание и заставляет 
воздерживаться от питья 4

Настолько сильный, что делает воду непри­
годной для употребления 5

Оценка органолептических свойств обеззараженной воды 
проводится по ее запаху и привкусу. На предварительном этапе эти 
показатели оцениваются полуколичественно (в баллах). Получен­
ные величины сопоставляются с их допустимыми нормативами в 
питьевой воде (не более 4 баллов). К  оценке запаха и привкуса при­
влекаются дегустаторы (не менее 5—7 человек). Характер запаха 
воды определяется при температуре 20 и 60 °С, а привкуса — при 
температуре 20 и 40 °С. Интенсивность запаха (и привкуса) оцени­
вается по соответствующей 5-балльной шкале табл. 8.13.

8.5,6. Оценка реальной опасности риска обеззараженной воды
При хлорировании обеззараженной воды ее опасность связана 

с присутствием в ней хлора. Для постоянного потребления питье­
вой воды концентрация хлора не должна быть выше 0,5 мг/л. Одна­
ко при непродолжительном использовании воды эта концентрация 
может быть превышена. Так, по ГОСТ 27283—87 на особый период 
допускается непрерывное потребление обеззараженной воды в те­
чение 7—10 суток при содержании в ней остаточного хлора до 
10 мг/л [28].

Что касается показателей качества обеззараженной воды в ре­
жиме применения по органолептическим свойствам (запаху, при­
вкусу), то они не должны превышать 4 баллов.

Критериями безопасности средств для обеззараживания или 
обеззараживания и очистки индивидуальных и групповых запасов
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питьевой воды разработаны Г.Н. Заевой и соавторами и представ­
лены в табл. 8.14.

8.6. Методы изучения токсичности и опасности средств 
для обеззараживания воды плавательных бассейнов

Обработанная дезинфицирующими средствами вода плава­
тельных бассейнов может оказывать на человека комплексное воз­
действие в связи с поступлением дезинфектанта через органы ды­
хания, кожные покровы и желудочно-кишечный тракт при ее 
случайном заглатывании.

По своему составу и качеству обеззараженная вода плаватель­
ных бассейнов должна соответствовать нормативам, приведенным 
в СаНПиН 2.1.2.1188—03 «Плавательные бассейны. Гигиеничес­
кие требования к устройству, эксплуатации и качеству воды. 
Контроль качества» [22].

В качестве основных методов обеззараживания воды исполь­
зуется хлорирование, бромирование, озонирование, а также 
ультрафиолетовое облучение и их комбинации.

8.6.1. Методическая схема изучения и критерии оценки 
дезинфицирующих средств для обеззараживания воды 

плавательных бассейнов
Изучение дезинфицирующих средств, предназначенных для 

обработки воды плавательных бассейнов, следует проводить по
3-этапной схеме:

-  на 1-м этапе изучается токсичность и опасность самих дез­
инфицирующих средств;

-  на 2-м этапе в подостром токсикологическом эксперименте 
на животных проводится изучение обеззараженной воды с оценкой 
ее комплексного воздействия на организм;

-  при необходимости осуществляется проведение 3-го этапа — 
практических испытаний на добровольцах с проверкой рекоменду­
емых режимов обеззараживания воды в бассейнах разного типа 
схема аналогична представленной в п. 8.5.1.

Перечень определяемых показателей на 1-м этапе существен­
но не отличается от таковых при изучении других дезинфицирую­
щих средств, изложенных в п, 8.2.3. Исключаются лишь п. 8.2.3.3 
(внутрибрюшинное введение) и п. 8.2.3.12 (на ИМИ), но вводится 
дополнительно определение орально-кожного коэффициента

ч ^  ЛД я в желудоквыражаемого виде отношения: К о1к = ---- -------------- , ха-
ЛД50 на кожу

растеризующего кожно-резорбтивное действие испытываемого 
дезинфектанта п. 8.2.3.8.
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Таблица 8.14
Критерии безопасности средств для обеззараживания 

индивидуальных и групповых запасов питьевой воды [34]

Назначение
средства

Исследуемые
показатели

Нормативные показатели Разрешено
примене­

ние
величина

показателя
класс

опасности
1 2 3 4 5

Доклинические испытания средств
Средства 
для обезза­
раживания 
или обезза­
раживания 
и очистки 
индивиду- 
альныхи 
1рупповых 
запасов 
питьевой 
воды (таб­
летки, по­
рошки, 
растворы, 
гранулы)

Острая токсичность 
при введении в желу­
док (ЛД50, мг/кг)

не менее 
151

3 -4

Острая токсичность 
при нанесении на 
кожу (ЛДзд, мг/кг)

не менее 
501

3—4

Острая ингаляцион­
ная опасность в насы­
щающих концентра­
циях (С20)

<Lim„ 3 -4

Место-раздражающее 
действие средства на 
кожу (повторно, 10 ап­
пликаций), баллы

не более 4 3 -4

Местно-раздражаю­
щее действие средства 
на слизистые оболоч­
ки глаз однократно, 
баллы

не более 3 4 -5

Сенсибилизирующее 
действие (по показа­
ниям)

Отсутствие
эффекта

Не норми­
руется

Отдаленные эффекты: 
гонадотропный, мута­
генный, канцероген­
ный по показаниям

3 -4

Определение порого­
вой дозы средств при 
введении в желудок в 
подостром экспери- 
менте (Limroblt, мг/кг)
Определение зоны по­
дострого биоцидного 
эффекта средств

> 1 Разрешено 
производ­
ство и при­
менение 
средств для
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Продолжение табл. 8.14
1 2 3 4 5

(по
лимити­

рующему ъ _эффекту) 
^ subac.bioc.eff. _

Суточная
норма

расхода

<1

обеззаражи­
вания инди­
видуальных 
и групповых 
запасов 
питьевой 
воды
Не допусти­
мо примене­
ние средства 
в указанных 
целях

Доклинические испытания обеззараженной природной воды 
в режиме применения

Питьевая 
вода, обра­
ботанная 
дезинфици­
рующим 
средством в

Местно-раздражаю­
щее действие на кожу 
обеззараженной воды 
в режиме применения 
10 аппликаций, 
баллы

0 -2 5

режиме 
применения 
по действу­
ющему 
веществу

Местно-раздражаю­
щее действие на сли­
зистые оболочки гла­
за обеззараженной 
воды в режиме приме­
нения однократно, 
баллы

0 5

Мутагенная актив­
ность обеззараженной 
воды по показаниям

Не выявле­
на

Допустимо
применение
воды

Выявлена Не допусти­
мо примене­
ние воды

Определение порога 
действия обеззаражен­
ной природной воды в 
подостром экспери­
менте (Lim ^J (дни)

1-3 Эпизоди­
ческое при­
менение 
воды или 
запрет

30 Применение 
воды в тече­
ние 10—15 
дней

90 Применение 
воды в тече­
ние месяца
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Продолжение табл. 8.14
— i— I---5---1— 5— 1— а— I ;

Клинические испытания на добровольцах обеззараженной воды 
в режиме применения

Показатели качества 
воды, органолепти­
ческие свойства обез­
зараженной воды в ре­
жиме применения (за­
пах, привкус), баллы

не более 4

Клинико-лаборатор­
ные исследования на 
добровольцах обезза­
раженной воды в ре­
комендуемом режиме 
применения

Отсутствие 
проявлений 
побочного 
действия у 
95 % добро­
вольцев

Подтвер­
ждается бе­
зопасность 
и эффектив­
ность обез­
заражива­
ния индиви­
дуальных и 
групповых 
запасов 
питьевой 
воды в реко­
мендуемом 
режиме при­
менения. 
Разрешается 
произво­
дство и 
применение 
средств 
указанного 
назначения

Критерии отбора ДС на 1-м этапе. В составы дезинфицирую­
щих средств не должны входить субстанции, относящиеся к 
1-му классу опасности, а также обладающие отдаленными специфи­
ческими эффектами с выраженными аллергенными, раздражающи­
ми, кожно-резорбтивными и кумулятивнОыми свойствами [69].

По критериям отбора на 1-м этапе дезинфицирующие сре­
дства указанного назначения должны в основном соответствовать 
требованиям, предъявляемым к средствам бытового назначения, 
относиться к 3—4-му классам умеренно и малоопасных веществ. 
Однако для специалистов, имеющих право заниматься водоподго­
товкой воды для плавательных бассейнов, разрешается использо­
вание средств, относящихся по острой токсичности при введении в 
желудок, по коэффициенту Код, по опасности при ингаляции в на­
сыщающих концентрациях паров и по степени выраженности мест­
но-раздражающего действия на кожу ко 2-му классу опасности.
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Однако при этом использоваться такие средства могут только 
при водоподготовке, со средствами индивидуальной защиты орга­
нов дыхания и кожных покровов и только специалистами, имею­
щими право заниматься такой водоподготовкой.

8.6.2. Токсикологическое изучение и оценка качества 
обеззараженной дезинфектантами воды плавательных бассейнов

2-й этап
8.6.2.1. Исследования должны начинаться с проведения хими­

ко-аналитического определения в воде содержания дезинфектан­
тов и возможных продуктов их трансформации.

Контроль остаточного содержания дезинфектантов проводится 
химическими методами (в соответствии с видом дезинфектанта).

При хлорировании, бромировании или озонировании воды 
проводится определение остаточных количеств соответственно 
свободного хлора, брома или озона в сопоставлении с нормативами 
их допустимого содержания. При обеззараживании воды гипохло­
ритом натрия, получаемым электролизом поваренной соли, опре­
деляется содержание хлора и концентрация хлоридов.

При контроле хлорирования воды в ней должен также опреде­
ляться индикаторный компонент галогеносодержащих соедине­
ний — хлороформ, содержание которого сопоставляется с допусти­
мым нормативом (не более 0,1 мг/л). Повышенное содержание в 
обеззараженной воде хлороформа создает опасность развития та­
ких отдаленных эффектов, как мутагенный и канцерогенный. В 
этой связи необходимой является оценка такой воды на мутаген­
ную активность.

Помимо этого, проводится определение органолептических и 
физико-химических показателей обеззараженной воды — запаха, 
привкуса, цветности и мутности.

При соответствии регистрируемых показателей качества обез­
зараженной воды в процессе ее эксплуатации в ванне бассейна тре­
бованиям СанПиН 2.1.2.1188—03 [22] она может использоваться в 
плавательных бассейнах без ограничений.

8.6.2.2. При обеззараживании воды плавательных бассейнов но­
выми дезинфектантами для решения вопроса о возможности их ис­
пользования следует проводить подострый (1,0—1,5 месяца) токси­
кологический эксперимент, моделирующий на животных условия 
воздействия на них воды, обеззараженной дезинфектантом в эффек­
тивных бактерицидных режимах.

В эксперименте используются крысы обоего пола, которые 
плавают в закрытом бассейне с обеззараженной водой по 15 мин в 
день. Вода в бассейне должна быть подогрета до 25—27 °С. Закры-
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тый бассейн используется для создания в воздухе концентраций 
летучих компонентов дезинфектанта.

При такой постановке в эксперименте оценивается комплек­
сное воздействие на организм животных обеззараженной дезин­
фектантом воды в режиме применения — через кожные покровы и 
при ингаляционном воздействии. Кроме того, поскольку при пла­
вании человек может заглатывать до 200 мл воды (3 г/кг), живот­
ным предварительно вводится в желудок эквивалентное их весу 
количество обеззараженной воды.

Целью эксперимента является определение одного показате­
ля — порогового уровня подострого токсического действия дезин­
фектанта на животных (Lim^^).

Для этого проводится серия экспериментов с разными кон­
центрациями дезинфектанта в обеззараженной воде. Их уровни 
выбираются с ориентиром на реальную концентрацию рабочего 
раствора средства (норму расхода), обеспечивающую требуемый 
эффект обеззараживания воды.

Для установления и т отЬас средства используется комплекс ли­
митирующих показателей, отражающих как органолептические 
свойства обработанной воды, так и проявления общетоксического 
и специфического действия средства на основные органы и систе­
мы организма (органы дыхания, желудочно-кишечный тракт, со­
стояние кожных покровов и слизистых). Обследование животных 
следует проводить в динамике, через каждые 2 недели. По показа­
ниям может проводиться также изучение отдаленных эффектов 
воздействия (мутагенный в системе тестов, состояние репродук­
тивной функции, развитие потомства первого поколения).

8.6.2.3. Критерии оценки.
В качестве критерия оценки степени опасности средств, пред­

назначенных для обеззараживания воды плавательных бассейнов в 
режиме применения, рекомендуется показатель, аналогичный 
критерию опасности других дезинфекционных средств -  зона био­
цидного действия — Zbioe.dj. (п. 8.2.3.9). Вданном случае этот показа­
тель определяется как отношение пороговой концентрации сре­
дства в подостром эксперименте (Ыт^ьас) к его рабочей концентра­
ции норма расхода и выражается величиной Z mbac Ыос.е(Г..

Эта величина характеризует степень опасности средства при 
обеззараживании воды плавательных бассейнов. Чем больше вели­
чина тем меньше опасность средства, и наоборот. В за­
висимости от этой величины предлагаются рекомендации по усло­
виям использования средств для обеззараживания воды в плава­
тельных бассейнах:

-  при Z . ,f |(Г < 1 — средства не разрешаются для обеззаражи­
вания воды плавательных бассейнов;
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-  при Zsubacbiocefr > 10 -  средства рекомендуются без ограниче­
ния для обеззараживания воды всех видов плавательных бассейнов 
с использованием как населением, так и обученным персоналом;

-  при Zsubacbioceff, лежащей в интервале от 1 до 10, -  средства в 
основном могут применяться в бассейнах, в которых обеззаражи­
ванием воды занимается обученный персонал, при ограничении их 
использования широкими кругами населения. Не следует реко­
мендовать указанные средства для обеззараживания воды плава­
тельных бассейнов для детей, особенно младшего возраста.

Средства, обнаруживающие в эксперименте величину 
Zsubac.bioc.efr.в интервале от 1 до 10, следует направлять на практичес­
кие испытания.

8.6.3. Практические испытания обеззараженной воды 
плавательных бассейнов в рекомендуемом режиме применения 

дезинфицирующих средств 3-й этап
Третий этап включает практические испытания обеззаражен­

ной воды плавательных бассейнов на добровольцах с проведением 
анкетно-статистического анализа и клинико-лабораторных иссле­
дований. При этом проводится проверка рекомендованных на 
основании эксперимента безопасных режимов использования обез­
зараженной воды. Испытания должны проводиться в 2—3 бассей­
нах разного вида продолжительностью 0,5—1,0 месяц.

В опыте должно быть не менее 25—50 человек разного возрас­
та, пола, включая детей с 5 лет.

В практических испытаниях у добровольцев обязательно дол­
жно оцениваться состояние верхних дыхательных путей, желудоч­
но-кишечного тракта, кожных покровов и слизистых. В состав спе­
циалистов должны входить: отоларинголог, дерматолог, аллерго­
лог и гастроэнтеролог.

Учет побочных явлений у добровольцев проводится по разра­
ботанной анкете табл. 8.15.

Практические испытания обязательно должны проводиться 
при проверке новых рецептур дезинфицирующих средств на осно­
ве новых дезинфицирующих субстанций.

После проведения практических испытаний уточняются реко­
мендации о сфере и условиях применения средства для обеззара­
живания воды плавательных бассейнов табл. 8.16.

8.7. Методы изучения токсичности и опасности 
дезинсекционных средств

Настоящие рекомендации разработаны в развитие действую­
щих методических указаний и составлены на основе анализа оте­
чественных и зарубежных достижений в этой области за последние
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АНКЕТА
Таблица 8.15

учета побочных явлений добровольца при проведении практических 
испытаний обеззараженной дезинфицирующим средством воды 

плавательных бассейнов
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т. д.
Примечание: использование средств защиты глаз обозначить «+», отсутствие -  
знаком «—».
Подпись и должность лица, ответственного за проведение испытаний:
Печать учреждения:

годы с учетом современных требований к оценке опасности дезин­
секционных средств.

Использование дезинсекционных средств имеет свои специфи­
ческие особенности: средства применяются в замкнутых, небольшо­
го объема помещениях с ограниченным воздухообменом. При этом 
для достижения биоцидного эффекта в воздухе помещения могут со­
здаваться сложные парогазоаэрозольные комплексы инсектицидов, 
нередко превышающие их предельно допустимые уровни.

В этих условиях с препаратами возможен контакт двух катего­
рий лиц: профессионального контингента в процессе проведения 
дезобработок, а после их проведения — практически всего населе­
ния разных возрастных групп и состояния здоровья.
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Таблица 8 Л 6
Критерии безопасности средств для обеззараживания воды 

плавательных бассейнов

Оценивае­
мый объект

Исследуемые
показатели

Нормативные величины
Разрешено

применениеоцениваемого
показателя

класса
опасности

1 2 3 4 5
L Средства 
для обра­
ботки воды 
плаватель­
ных бассей­
нов (таблет-

Острая токсичность 
при введении в желу- 
док, (ЛД50, мг/кг)

не менее 15 

не менее 151

3

4

Специалис­
там*

Без ограни­
чений

ки, порош­
ки, жидкос­
ти, грану­
лы)

Острая токсичность 
при нанесении на 
кожу, (ЛДЯ мг/кг)

не менее 501 Высоко­
опасно

Орально-кожный ко­
эффициент (К /к) > 1

Относи­
тельно 

или мало­
опасно

< 1
Острая ингаляцион­
ная опасность в насы­
щающих концентра­
циях паров (С2(|)

3 Специалис­
там*

<Lim„ 4 Без ограни­
чений

Кумулятивный эффект более 5 4 Без ограни­
чений

Сенсибилизирующее
действие

слабое или 
отсутствие 4 Без ограни­

чений

Кожно-резорбтивное
действие отсутствие 4 Без адрани- 

чений

Местно-раздражаю­
щее действие на кожу 
однократно, баллы

2,1-4,0 3 Специалис­
там*

0 -2 4 Без ограни­
чений

Местно-раздражаю­
щее действие на сли­
зистые оболочки глаз 
однократно, баллы

0 -3 4 -5 Без ограни­
чений
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Продолжение табл. 8.16
1 2 3 4 5

2. Вода пла­
вательных 
бассейнов, 
обеззара­
женная дез­
инфициру­
ющим сре-

Оценка токсичности 
обеззараженной воды 
(комплексное возде­
йствие) в подостром 
эксперименте 
на животных 
1,0—1,5 мес.

дством в ре­
жиме при­
менения

Определение 
порогового уровня 
(L in O  по лимитиру­
ющим эффектам

Определение зоны по­
дострого биоцидного 
эффекта

<1

Не реко­
мендуются 
для обезза­
раживания 
воды бас­
сейнов

1-10

С регламен­
тацией 
условий 
примене­
ния или за­
прещением 
примене­
ния в бас­
сейнах

>10

Рекоменду­
ется без 
ограниче­
ний приме­
нения в 
бассейнах

Оценка реальной 
опасности средства в 
рекомендованных ре­
жимах применения 
фактор безопасности

>1 Не нор­
мируется

Специалис­
там*

<1 Без ограни­
чений

Практические испыта­
ния на добровольцах

Отсут­
ствие из­
менений 
у 95% об­
следован­
ных

В соответ­
ствии с за­
ключением 
о возмож­
ности при­
менения 
средства
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Продолжение табл. 8.16
1 2 3 4 5

3. Средства 
для обезза­
раживания 
чаши бас­
сейнов (по­
рошки таб­
летки, гра­
нулы, жид­
кости)

Требования те же, 
что изложены в п Л 

(средства для обработ­
ки воды плавательных 

бассейнов)

* Специалисты: обученный персонал организаций, имеющих право заниматься 
подготовкой воды.

Дезинсекционные средства представляют собой сложные ком­
бинации, состоящие из действующего начала и вспомогательных 
ингредиентов (растворителей, сорастворителей, наполнителей, от­
душек, пропеллентов). Наличие в их рецептурах действующих ве­
ществ (с биоцидным эффектом для целевых видов) разной токсич­
ности и особенности действия может представлять опасность и для 
здоровья человека. ^

С гигиенических позиций средства для дезинсекции должны 
соответствовать следующим требованиям:

-  не накапливаться в объектах внешней среды;
-  не образовывать более стойкие продукты превращения;
-  не вызывать острых и хронических отравлений у людей в ре­

комендуемой концентрации и норме расхода;
-  не вызывать отдаленных проявлений у ныне живущих и по­

следующих поколений людей;
-  должны быть менее токсичными и менее опасными для здо­

ровья населения по сравнению с применяемыми средствами того 
же назначения;

-  не оказывать влияния на полезную флору и фауну.
Токсиколого-гигиенические исследования, вновь внедряемых

дезинсекционных средств осуществляется по 3-этапной программе 
с учетом их назначения, условий и сферы применения.

Схема исследования представлена на рис. 8.17.
I этап -  сбор первичной информации.
Первый этап включает анализ и обобщение данных литерату­

ры по токсичности ведущих и вспомогательных компонентов сред­
ства с регламентацией их содержания в рецептуре.

Прогнозирование токсичности и опасности средства согласно 
сведениям о его энтомологической эффективности и токсичности 
ингредиентов композиции, их физико-химических свойствах. В 
случае отсутствия токсикологических характеристик одного из
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компонентов композиции (действующее вещество, растворитель, 
пропеллент) проводится его исследование по общепринятым в 
токсикологии методам с установлением основных параметров ток­
сикометрии и оценкой опасности, гигиенических нормативов в об­
ъектах окружающей среды.

II этап — оценка токсичности и опасности средства в модель­
ных опытах на лабораторных животных.

Второй этап подразделяется на два подэтапа.
I  подэтап -  отборочный. Оценка параметров острой токсич­

ности средства.
В отборочный подэтап исследований входит определение па­

раметров острой токсичности и характера действия средства при 
потенциальноопасных путях поступления в организм (ингаляци- 
онно, введении в желудок, нанесении на кожу).

На основании полученных результатов исследования прово­
дится отбор дезинсекционных средств на дальнейшее углубление 
изучения с учетом его назначения, способа и формы применения. 
В этих целях разработаны критерии отбора, которые служат целям 
внедрения в практику наименее токсичных и опасных средств.

IIподэтап — углубленная оценка. Исследование токсичности и 
опасности средства в рекомендуемом режиме и норме применения.

Основной целью II подэтапа исследований является оценка 
степени реальной опасности дезинсекционных средств в рабочих 
концентрациях и норме расхода с учетом конкретных условий при­
менения. Оценку токсичности и опасности средств проводят в мо­
дельных опытах на лабораторных животных согласно рекомендуе­
мому режиму применения и возможных путей поступления в 
организм человека.

В задачу указанных исследований входит:
-  установление порогов вредного действия при ингаляцион­

ном воздействии средства с учетом интегральных и специфических 
показателей в условиях острого и подострого эксперимента с рас­
четом зоны острого и подострого биоцидного эффекта;

-  изучение кожно-резорбтивного и местно-раздражающего 
действия средств в нативном виде и в рабочих концентрациях на 
неповрежденные кожные покровы;

-  исследование сенсибилизирующего действия состава;
-  исследование мутагенных свойств средства (по показаниям).
На основании комплекса проведенных исследований дезин­

секционных средств составляется инструкция (или текст этикетки) 
по применению средства для III этапа с проверкой надежности ре­
комендованного режима его безопасного применения.

III этап -  оценка реальной опасности средств в рекомендуе­
мом режиме применения в натурных условиях.
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III этап включает: определение фактора безопасности в реаль­
ных условиях применения средства и проведение практических ис­
пытаний (при необходимости). С целью оценки потенциальной и 
реальной опасности риска для здоровья людей, использующих 
ДС, рассматривается модель, предложенная отечественными уче­
ными А.И. Потаповым, В.Н. Ракитским, А.В. Ильницкой и други­
ми для гигиенической оценки условий труда при применении пес­
тицидов [63], адаптированная по условиям использования кдезин- 
секционным средствам.

Предлагаемая модель оценки реальной опасности моделирует 
два основных потенциальноопасных пути поступления средств в 
организм -  через органы дыхания и кожные покровы.

Указанная модель позволяет оценить предполагаемую опас­
ность как суммацию определяемых факторов безопасности (SF), 
которые характеризуются отношением между наблюдаемыми фак­
тическими уровнями воздействия средств в воздухе помещения и 
на кожу к их гигиеническим нормативам (ПДКВ р 3; ОБУВ™ (для 
специалистов); ПДКаГНМ>; ОБУВатнм. (для населения); ОДУ на 
кожу).

Практические испытания в натурных условиях проводят со­
гласно инструкции, разработанной для каждого конкретного ДС. 
На основе результатов этого этапа проводится проверка надежнос­
ти и безопасности рекомендованных режимов применения и 
средств индивидуальной защиты.

В объем III этапа входит наблюдение за лицами, проводящими 
обработку помещений, путем анкетного опроса с регистрацией 
субъективных признаков возможного неблагоприятного действия 
средств. При разработке анкет учитывается назначение средства, 
его препаративная форма, способ применения, потенциально 
опасный путь поступления в организм, клинические симптомы 
проявления интоксикации, установленные в эксперименте на жи­
вотных, длительность контакта, средства индивидуальной защиты 
при работе со средством. По результатам проведенных исследова­
ний разрабатывается окончательный вариант мер предосторож­
ности для специалистов, имеющих право заниматься дезинфекци­
онной практикой и населения.

8.7.7. Перечень необходимых токсикологических показателей 
токсичности и опасности дезинсекционных средств

8.7.1.1. Перечень необходимых токсикологических показате­
лей дезинфекционных средств в форме эмульгирующихся концен­
тратов, смачивающихся порошков, микрокапсул, красок, раство­
ров, таблеток:

-  острая токсичности средства при введении в желудок (ЛД50);

549



Р 4.2.2643-10

-  острая токсичность дезинсекционного средства при нанесе­
нии на кожу (ЛД50);

-  опасность по степени летучести средства;
-  местно-раздражающее действие на кожу дезинсекционного 

средства при однократном воздействии;
-  опасность по степени летучести рабочих концентраций сред­

ства;
-  местно-раздражающее действие на кожу рабочих концен­

траций средства в подостром эксперименте;
-  местно-раздражающее действие нативного средства на сли­

зистые оболочки глаз при однократном воздействии;
-  сенсибилизирующее действие;
-  ингаляционная опасность рабочих концентраций средства в 

режиме применения (в момент обработки) при однократном воз­
действии. Определение порога острого ингаляционного действия с 
расчетом зоны острого биоцидного эффекта;

-  ингаляционная опасность остаточных количеств средства 
после проведения дезинсекционных мероприятий в помещении. 
Определение порога подострого ингаляционного действия паров 
средства при круглосуточном воздействии с расчетом зоны под­
острого биоцидного эффекта;

-  мутагенное действие по показаниям;
-  кожно-резорбтивное действие рабочих концентраций сре­

дства в подостром эксперименте;
-  исследование опасности средства в натурных условиях. 

Определение фактора безопасности (SF);
-  проведение практических испытаний (при необходимости).
8.7Л.2. Перечень необходимых токсикологических показате­

лей для дезинсекционных средств в форме аэрозольных баллонов:
-  ингаляционная опасность средства в виде аэрозолей и паров 

при однократном воздействии в рекомендуемом режиме примене­
ния. Определение порога однократного действия с расчетом зоны 
острого биоцидного эффекта;

-  ингаляционная опасность средства (остаточных количеств) 
после проведения дезинсекции помещения. Определение порога 
подострого действия с расчетом зоны подострого биоцидного эф­
фекта;

-  местно-раздражающее действие на кожу однократно;
-  местно-раздражающее действие на слизистые оболочки глаз 

однократно;
-  кожно-резорбтивное действие однократно;
-  сенсибилизирующее действие;
-  оценка реальной опасности средства в рекомендованных ре­

жимах применения.
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8.7. 1.3. Перечень необходимых токсикологических показате­
лей пиротехнических,и фумигирующих дезинсекционных средств 
шашки, спирали, таблетки:

-  острая токсичность средства при введении в желудок (ЛД50);
-  местно-раздражающее действие на слизистые оболочки глаз 

однократно;
-  сенсибилизирующее действие;
-  ингаляционная опасность средства при однократном воздей­

ствии (в момент обработки помещения). Определение порога остро­
го действия с расчетом зоны острого биоцидного эффекта;

-  определение порога подострого ингаляционного действия 
паров средства при круглосуточном воздействии с расчетом зоны 
подострого биоцидного эффекта;

-  мутагенное действие по показаниям;
-  оценка реальной опасности средства в натурных условиях. 

Определение фактора безопасности;
-  проведение практических испытаний по необходимости.
8.7.1.4. Перечень токсикологических показателей для дустов,

брикетов, приманок, карандашей, гелей, готовых к употреблению 
растворов, суспензий:

-  острая токсичность средства при введении в желудок (ЛД50));
-  острая токсичность средства при нанесении на кожу (ЛД50);
-  опасность по степени летучести средства;
-  ингаляционная опасность средства в режиме применения 

при однократном воздействии. Определение порога острого дей­
ствия с расчетом зоны острого биоцидного эффекта;

-  ингаляционная опасность остаточных количеств средства 
после проведения дезинсекции. Определение порога подострого 
действия с расчетом зоны подострого биоцидного эффекта;

-  кожно-резорбтивное действие средства в подостром экспе­
рименте;

-  местно-раздражающее,действие средства на кожу в подо­
стром эксперименте;

~ местно-раздражающее действие на слизистые оболочки глаз 
однократно;

-  сенсибилизирующее действие;
-  мутагенное действие по показаниям;
-  оценка реальной опасности средства в рекомендуемом ре­

жиме применения. Фактор безопасности;
-  практические испытания при необходимости.
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8.7.2. Методы определения и оценки 
токсичности и опасности дезинсекционных средств

8.7.2.1. Определение среднесмертельной дозы средства при од­
нократном введении в желудок (ЛД50) (п. 8.2.2.1).

Оценку результатов проводят в соответствии с Классификаци­
ей опасности средств дезинсекции по параметрам острой токсич­
ности табл. 8.18.

8.7.2.2. Определение среднесмертельной дозы средства при на­
несении на неповрежденные кожные покровы п. 8.2.2.2.

Оценку результатов проводят в соответствии с Классификаци­
ей опасности средств дезинсекции по параметрам острой токсич­
ности п. 8.2.2.2 табл. 8.18.

8.7.2.3. Определение ингаляционной опасности средства по 
степени летучести п. 8.2.2.4.

Оценку результатов проводят в соответствии с Классификаци­
ей опасности средств дезинсекции по параметрам острой токсич­
ности табл. 8.18.

8.7.2.4. Определение ингаляционной опасности средства в ре­
комендуемом режиме и способе применения.

Оценку ингаляционной опасности средств проводят в 2 нап­
равлениях: оценивают его опасность в рабочих концентрациях и 
норме расхода в момент проведения дезинсекции и в условиях 
круглосуточного пребывания в обработанном средством помеще­
нии, исходя из сроков биоцидного действия.

Исследование ингаляционной опасности дезинсекционных 
средств предусматривает определение порога острого (Limac) и по­
дострого (Lim^c) воздействия в рекомендуемом режиме и способе 
его применения.

С целью установления порогов вредного действия при остром 
и подостром ингаляционном воздействии средства рекомендуется 
ориентироваться на набор интегральных и специфических показа­
телей, отражающих основной характер индикаторного компонен­
та. Следует использовать показатели, характеризующие, главным 
образом, состояние наиболее поражаемых органов и систем.

Уровни воздействия в указанных опытах выбирают в интерва­
ле от нормы расхода препарата, необходимого для получения био­
цидного эффекта, до явного действующего с целью последующего 
определения порога вредного действия (Limac; Limsubac).

Учитывая, что средства дезинсекции представляют собой мно­
гокомпонентные расшифрованные составы, гигиеническую регла­
ментацию указанных средств в условиях их применения осуще­
ствляют по индикаторному компоненту, к которому, как правило, 
относится действующее вещество состава — инсектицид.
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8.7.2.4.1. Определение зоны острого биоцидного эффекта.
При определении Limac эксперименты проводят при одно­

кратном внесении средства в камеру. Экспозиция опыта при иссле­
довании дустов, гелей, приманок, карандашей, эмульсий, раство­
ров, микрокапсул, суспензий составляет 1 ч, для составов наполни­
телей аэрозольных баллонов 90 мин.

Опыты проводят не менее чем на 2 видах лабораторныхживот- 
ных: белых крысах, мышах. Устанавливают Limac по специфичес­
ким и интегральным показателям, которые регистрируют сразу по­
сле воздействия и на следующие сутки. Контроль воздуха осуще­
ствляют по индикаторному компоненту. Отбор проб воздуха про­
водят сразу после внесения средства в камеру — через 30 мин и в 
конце опыта. Рассчитывают средневзвешенную концентрацию.

Полученные величины позволяют рассчитать зону острого био­
цидного эффекта. Оценку проводят в соответствии с Классифика­
цией степени ингаляционной опасности средств дезинсекции 
табл. 8.19.

8.7.2.4.2. Определение зоны подострого биоцидного эффекта.
Для оценки условий, имиттирующих проживание людей в об­

работанном ДС помещении, проводят подострые эксперименты 
при круглосуточном воздействии с определением порога подостро­
го действия.

Длительность эксперимента с круглосуточным ингаляцион­
ным воздействием лимитируется временем инсектицидного дей­
ствия препарата и составляет:

1) для средств эпизодического применения — 10 дней с ежед­
невным внесением вещества в камеру (растворы, эмульсии, сус­
пензии, порошки, дусты, гели, карандаши, ленты, микрокапсулы, 
составы наполнителей аэрозольных баллонов, пиротехнические и 
фумигирующие средства) для уничтожения нелетающих насеко­
мых);

2) 35 дней -  для антимольных средств с внесением их в каме­
ру 1 раз в 5 дней, при этом вещество наносят на поверхность тканей 
шерсть, хлопок, ворсовые ткани;

3) для средств, предназначенных для уничтожения летающих 
насекомых (аэрозольные баллоны, приманки), длительность опы­
та -  30 суток.

Обследование экспериментальных животных проводят по спе­
цифическим и интегральным показателям на следующие сутей по­
сле затравки и к моменту окончания опыта.

Выбор концентрации основывается на норме расхода средства 
и ее превышении в диапазоне от 3—10 и более раз до выявления яв­
ного действия с целью последующего определения порогового 
уровня. Испытывается не менее 3 уровней воздействия.
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Концентрация препарата в камере определяется по индика­
торному компоненту. В процессе ингаляционных затравок в каме­
ре регистрируют температуру воздуха и относительную влажность.

Отбор проб воздуха д м  всех форм препаратов в первые сутки 
проводят после внесения вещества в камеру — через 4 и 24 ч, затем 
на протяжении опыта ежедневно.

В качестве критерия степени опасности средства после прове­
дения дезинсекции предлагается использовать зону подострого 
биоцидного эффекта.

Критерии оценки результатов по эксперименту отражены в 
Классификации по степени ингаляционной опасности средств дез­
инсекции табл. 8.19.

8.7.2.5. Определение и оценка местно-раздражающего дей­
ствия средства на кожу.

Изучение местного раздражающего действия дезинсекцион­
ных средств в форме растворов, суспензий, эмульсий, порошков, 
эмульсий, аэрозольных баллонов проводят при однократном воз­
действии; их рабочих концентраций и готовых к применению 
форм — при многократном нанесении (10 аппликаций) (п. 8.2.2.6).

При однократном воздействии время экспозиции — 2 ч, после 
опыта средство смывают водой. В качестве растворителей или со- 
растворителей используют дистиллированную воду, модельную 
воду, имитирующую потовую жидкость, растительное или вазели­
новое масло; возможно использование ланолина или свиного 
жира, особенно в случае испытания порошкообразных форм.

Состояние кожи регистрируется визуально. Отмечают фукци- 
онально-морфологические нарушения кожи (эритема, отек, тре­
щины, некроз, шелушение, сухость, изъязвления).

Выраженность местно-раздражающего действия средства при 
однократной аппликации оценивается по классификации 
(п. 8.2.2.6). При многократном воздействии дается альтернативный 
ответ.

8.7.2.6. Определение кожно-резорбтивного действия средства 
на кожные покровы.

Кожно-резорбтивное действие средств в различных формах за 
исключением аэрозольных составов оценивают в подостром экспе­
рименте (рабочие концентрации и готовые формы) в течение 10 су­
ток п. 8.2.2.8.

8.7.2.7. Определение и оценка местно-раздражающего дей­
ствия на слизистые оболочки глаз п. 8.2.2.7.

8.7.2.8. Определение и оценка сенсибилизирующих свойств 
дезинсекционных средств.

Сенсибилизирующие свойства дезинсекционных средств 
определяют комплексом методов (п. 8.2.2.11). Силу аллергенной
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активности оценивают по классификации пестицидов по степени 
опасности.

8.7.2.9. Определение мутагенных свойств дезинсекционных 
средств.

Для выявления мутагенной активности дезинсекционных 
средств могут быть использованы методы цитогенетического ана­
лиза клеток костного мозга, микроядерный тест на ретикулоцитах 
костного мозга и доминантных летальных мутаций, а также метод 
хромосомного анализа.

<9.7.3. Определение реальной опасности средства в рекомендуемом 
режиме применения в натурных условиях

В соответствии с рассматриваемой моделью общий уровень 
вдыхания и кожного пути воздействия средства определяется в со­
ответствии с формулой совокупной токсичности:, Д

ддкв рз ОБУф ЩКв̂  ОДУ-для специалистов;

SF
ПДКа м  ОБУВ

+_____* ____
д а * , . ,  оду

для населения,

SF — фактор безопасности;
1оа — фактическая концентрация в воздухе помещений; 
Д  — фактическое загрязнение кожных покровов.

Фактическую кожную экспозицию (Дф) рассчитывают по фор­
муле:

Д ф —ДСРХF 
R

, где

F — дневная норма площади обработки: для дезинсекци­
онных средств — 2 000—2 050 м2 (для специалистов), 
50—100 м2 для населения;

Fj -  фактическая площадь отработки.

При значении фактора безопасности (SF) < 1 -  отсутствие рис­
к а ^  1 — наличие риска.

Гигиенические исследования по применению дезинсекцион­
ных средств проводятся при максимальных нормах расхода 
средства.

Условия проведения исследований регистрируются заключе­
нием, которое включает назначение средства, характеристику об-
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рабатываемого объекта, вид и способ обработки, норму расхода, 
площадь обработки.

Отбор проб воздуха в рабочей зоне, смывы с кожи производят­
ся при приготовлении определенных препаративных форм рабочих 
растворов и их применении при обработке объектов.

Лица, проводящие исследования в модельных помещениях, 
должны соблюдать все меры предосторожности, рекомендуемые 
при применении дезинсекционных средств.

8.7.3.1. Определение содержания остаточных количеств дезин­
секционных средств в воздухе помещений.

Отбор проб воздуха в рабочей зоне осуществляется в соотве­
тствии с требованиями ГОСТ 12.1.005—88 [30] и в соответствии с 
конкретными методическими указаниями на определение вредно­
го вещества в воздухе.

При отсутствии описания методов определения действующих ве­
ществ средств в воздухе разрабатываются оригинальные методы, ко­
торые должны удовлетворять следующим основным требованиям:

-  степень поглощения из воздуха должна быть не менее 95 %;
-  погрешность в измерении объема отобранной пробы не дол­

жна превышать 10 %;
-  погрешность при определении количества средства в ото­

бранной пробе должна быть не более 10 %;
-  максимальная суммарная погрешность не должна превы­

шать 25 %;
-  предел обнаружения (мг/м3) для средств, используемых спе­

циалистами, должен обеспечить определение средства на уровне не 
выше 0,5 ПДК при продолжительности отбора пробы не более 
30 мин;

-  для средств, рекомендованных для применения населением, 
не выше 0,5 ПДКаткм не более 30 мин.

Контроль содержания вредных веществ в воздухе включает в себя 
выбор точек отбора пробы, периодичность отбора проб, продолжи­
тельность отбора проб, переведения пробы в состояние пригодное для 
анализа, идентификацию и количественное определение.

Исследования проводят в экспериментах при моделировании 
реальных условий применения дезинсекционных средств разного 
назначения, при этом учитывая, что дезинсекционные средства 
представляют собой многокомпонентные расшифрованные ком­
позиции, гигиеническую регламентацию указанных средств в 
условиях их применения осуществляют по индикаторному компо­
ненту (или индикаторным компонентам), к которому, как прави­
ло, относится действующее вещество или вещества состава.

В процессе отбора проб регистрируют температуру и влаж­
ность.
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При гигиенических исследованиях эксперименты проводят в 
условиях моделирующих жилище помещения: площадь — 
10—25 м2; высота — 2,5—3,5 м. Обследование проводят при макси­
мальных концентрациях и нормах средства. Контроль содержания 
в воздухе дезинсекционных средств проводят в момент обработки, 
сразу после обработки, после необходимой экспозиции и провет­
ривания, а также через 24 ч после проветривания.

Перед проведением испытаний проводят контрольный отбор 
проб воздуха в целях определения «фона» по анализирующему ве­
ществу. Помещение можно использовать для проведения опыта, 
если фоновая концентрация анализируемого вещества будет мень­
ше его ПДКягн ,, в 10 и более раз.

Отбор проб воздуха проводят на высоте 1,5 м:
а) в помещении площадью 10 м2 — в двух точках, равностоящих 

от гулов, на расстоянии 0,8—1,2 м на диагонали пола;
б) в помещении 10—25 м2 — в трех точках, равноотстоящих от 

углов, на расстоянии 0,8—1,2 м по диагонали пола.
Отбор проб в течение всего опыта проводят в одних и тех же 

точках помещения.
Разовый отбор пробы воздуха проводится в течение стандар­

тного времени, не превышающего 30 мин, со скоростью 
0,5—5,0 л/мин.

Для получения достоверных результатов при контроле содер­
жания вредных веществ в любой намеченной точке должно быть 
отобраны не менее 3 проб воздуха. После этого по результатам ана­
лиза вычисляется среднее арифметическое значение X и довери - 
тельный интервал С.

Выбор сорбентов определяется агрегатным состоянием ве­
ществ, поступающих в воздух и подлежащих определению. Пары и 
газы отбираются из воздуха через поглотительный прибор с соответ­
ствующим растворителем или водой (для пестицидов, раствори­
мых в воде) либо трубку с твердым сорбентом; гидроаэрозоль или 
аэрозоль пестицидов, обладающих низкой летучестью, — путем 
протягивания воздуха через патрон с фильтром типа АФА, «синяя 
лента» и т. д. При одновременном присутствии в воздухе паров и 
аэрозоля гидроаэрозоля пробы отбирают через последовательно 
соединенные патрон с фильтром и поглотитель (или трубка с 
сорбентом).

8.7.3.2. Определение и содержание остаточных количеств ДС 
на коже.

Остаточные количества ДС на коже определяются способом 
смыва с участков поверхности тела, площадь которых должна четко 
фиксироваться и составлять 100 см2.
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При исследовании дезинсекционных средств смывы проводят 
в конце смены с открытых участков тела (лицо, шея, кисти рук). 
Фоновые смывы следует проводить до работы с кистей рук.

Для смыва средства с кожи используют хлопчатобумажные 
салфетки (например, из бязи) белого цвета размером 5 х 5 см, про­
шедшие специальную обработку в зависимости от вида смываю­
щей жидкости.

Подбор смывающей жидкости осуществляют с учетом данных 
о физико-химических свойствах вещества (растворимость в воде и 
органических средах, стабильность в растворах).

В качестве растворителей применяют холодную и нагретую 
воду или сравнительно безопасный для здоровья человека этило­
вый спирт.

Растворитель объемом 20—25 мл наливают в стеклянную ем­
кость с притертой пробкой. Пинцетом захватывают салфетку, сма­
чивают растворителем, слегка отжимают и тщательно протирают 
(без усилий) контролируемые участки кожи. После смыва обрабо­
танный участок протирают сухой салфеткой. Процедуру повторя­
ют 2 раза. Использованные салфетки и смывы хранят в емкости с 
притертой пробкой.

Для каждого участка смыва используют 2 влажные и 2 сухие 
салфетки, 2 ёмкости.

Предел измерения дезинсекционного средства в смывах с 
кожи в мг/дм2 устанавливают по уровню, достигнутому в условиях 
лабораторного определения, погрешность не более ±  25 %.

Допускается применение методов суммарного определения со­
единений с близким определяемым минимумом, принадлежащих к 
одному классу веществ и содержащих одинаковые функциональные 
группы.

Результаты измерения содержания активного вещества в смы­
вах с кожи представляются в виде:

Д Ср. ± т  > г Д е

Д с Р -  средняя дермальная экспозиция, мг/см2 из числа п -  
смывов на разных участках тела; 

т -  ошибка средней арифметической величины; 
п -  количество смывов, подлежащих усреднению, дол­

жно быть не менее 5.

Фактическую кожную экспозицию (Дф) рассчитывают по фор­
муле:

Д Ф = , где
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F  — дневная норма площади обработки для дезинсекци­
онных средств — 2 000 м2;

F, — фактическая площадь отработки.

Оценку фактической экспозиционной дозы рекомендуется 
проводить путем сравнения с ориентировочно допустимым уров­
нем загрязнения кожных покровов пестицидами -  ОДУжсп, мг/см2.

8.7.3.3. Обоснование ОДУжс„ и расчет риска.
Расчет ОДУжсп , мг/см2 проводится с применением расчетной 

ориентировочной величины Limcch, мг/кг по показателю острой 
кожной токсичности ЛДК50, мг/кг.

Формула для расчета 0ДУзкс„, мг/см2 по Lim'ch, мг/кг на основе 
ЛДК50, мг/кг:

ОДУжсп. мг/см2
Limcch,м г/к гх М х К ост х К отн прт 

S x K s
, где 1

Limcch, — пороговая доза, установленная экспериментально в
мг/кг хроническом опыте (нанесение на кожу 5 раз в неде­

лю не менее 4 месяцев) или рассчитанная на основа­
нии ЛДК50, мг/кг;

М  — масса тела человека в среднем принята за 70 кг;
Когт — коэффициент остаточный, выражающий экспози­

ционное соотношение количества вещества, попав­
шего и оставшегося на коже, в среднем равен 0,25;

S  — площадь кожного покрова человека в среднем 
16 120 см2;

Кшнпран — коэффициент относительной проницаемости, уста­
новленный экспериментально или ориентировоч­
ный, равный 2;

Ks — коэффициент запаса.

При расчетах ОДУэкс„. коэффициент запаса должен составлять 
для веществ 1—2-го классов опасности от 20 до 10; 3—4-го классов 
опасности от 10 до 3.

Для веществ, обладающих отдаленными и сенсибилизирую­
щими эффектами действия, К$ принимается более 20.

Расчет Lim'd,, мг/кг производится для веществ 1—2-го классов 
опасности по формуле:

2Ыт],,, мг/кг = 0,0002Л Д ^, мг/ кг 

для веществ 3—4-го классов опасности по формуле:
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Ы тссН,мг/кг = 0,001Д#* ,мг/кг 3

Класс опасности вещества при кожном поступлении опреде­
ляется согласно прилож., 1.

Реакция опасности определяется соотношением (Дф) и ОДУэксп.
Практические испытания средства проводить в соответствии с 

разработанной инструкцией по применению средства.
Учет возможных признаков воздействия средства на здоровье 

профессионального контингента и населения после дезмероприя­
тий проводят путем анкетного опроса. Отсутствие объективных и 
субъективных признаков воздействия препарата на лиц, проводя­
щих обработку помещений, свидетельствует об эффективности 
применяемых средств индивидуальной защиты или безопасности 
средств.

Результаты апробации средства в практических условиях 
оформляются в виде актов-заключений и представляются в регла­
ментирующие органы для решения вопроса о возможности 
внедрения средства в практику.

8.7.4. Критерии оценки токсичности и опасности 
средств дезинсекции

8.7.4.1. Критерии оценки токсичности и опасности средств 
дезинсекции на отборочном этапе I подэтап II этапа.

На отборочном I подэтапе II этапа проводится первичная 
оценка токсичности средств дезинсекции и ранжирование их с 
целью запрета применения наиболее токсичных и опасных из них.

Оценка результатов острых опытов проводится в соответствии 
с классификацией опасности средств дезинсекции по параметрам 
острой токсичности табл. 8.24.

Дезинсекционные средства, относящиеся к 1-му классу опас­
ности (чрезвычайно опасные) при введении в желудок, нанесении 
на кожу, по степени летучести, не рекомендуются для дальнейшего 
изучения.

Дезинсекционные средства, относящиеся ко 2-му классу вы­
соко опасных по параметрам острой токсичности, планируются 
для дальнейшего изучения на II подэтапе только в случае использо­
вания их специалистами с применением средств индивидуальной 
защиты.

Средства 3-го (умеренно опасные) и 4-го классов (малоопас­
ные) переходят на следующий углубленный этап исследований.

8.7.4.2. Критерии оценки опасности средства дезинсекции на 
этапе углубленной оценки. Исследования, которые проводятся на 
II подэтапе II этапа, ставят своей основной целью в модельных 
опытах на лабораторных животных оценить степень опасности
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Таблица 8 J 8
К л а с с и ф и к а ц и я  о п а с н о с т и  с р е д с т в  д е з и н с е к ц и и  

п о  п а р а м е т р а м  о с т р о й  т о к с и ч н о с т и

Наименование
показателя

Класс опасности
1 -

чрезвычайно
опасные

2 -
высоко-
опасные

3 -
умеренно
опасные

4 -
мало-

оласные
Среднесмер­
тельная доза 
при введении в 
желудок, мг/кг

< 15 15-150 151-5 000 > 5 000

Среднесмер­
тельная доза 
при нанесении 
на кожу, мг/кг

< 100 100-500 501-2 500 >2 500

Степень лету­
чести при на­
сыщающих 
концентраци­
ях

С2в -  гибель

См=ток-
сич., кли­

ника 
отравле­

ния

С„ > Lim,c
с20 -  не 

эффектив­
ны

средств в рекомендуемых режимах, нормах t и способах 
применения.

В качестве основного критерия, отражающего специфику 
опасности дезинсекционных средств, предлагается использовать 
зону острого (Z bioc.cff.ac.) и подострого ( Z ^ >eff, subac) эффекта, которые 
оценивают средство по степени избирательности его действия, од­
новременно характеризуя как его инсектицидную активность, так 
и степень токсичности для теплокровных животных. Данный пока­
затель выражается отношением токсичности дезинсекционных 
средств для млекопитающих в виде порогов их острого и  подостро­
го действия к  фактически определяемому уровню его содержания в 
воздухе в норме биоцидного эффекта для целевого видав 2 режимах 
применения: разовом (в момент обработки) и повторном круглосу­
точном (при нахождении в обработанном помещении). При этом 
реальная опасность острых отравлений в момент проведения дезоб­
работки количественно характеризуется отношением (Limac/  N  — 
1-й режим). После проведения дезинсекции опасность развития от­
равления выражается отношением (LimsUbac/N  — 2-й режим).

По этим параметрам предложена классификация степени ин­
галяционной опасности средств дезинсекции для условий их при­
менения с выделением 4 классов табл. 8.19.
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Классификация степени ингаляционной опасности средств дезинсекции

Назначение
показателя

Класс опасности
1 -  чрезвычайно 

опасные
2 -  высоко­

опасные
3 -  умеренно 

опасные
4 -  мало­
опасные

Зона острого биоцид­
ного эффекта 

Lim*
Acbfmdr норма расхода 

в рабочей 
концентрации

< 10 10-30 31-100 > 100

Заключение о воз­
можности и сфере 
применения средства

Рекомендуется ис­
пользовать в экстре­
мальных ситуациях 
специалистам с при­
менением противога­
зов и спецкостюмов

Рекомендуется ис­
пользовать специа­
листам со средствами 
индивидуальной за­
щиты органов дыха­
ния, глаз, кожи в от­
сутствие людей и жи­
вотных

Рекомендуется для примене­
ния как специалистам без 
средств защиты, так и насе­
лению в условиях быта с рег­
ламентированными условия­
ми применения (расход сре­
дства, влажная уборка, про­
ветривание)

Рекомендуется для 
использования без 
ограничений как спе­
циалистам, так и на­
селению

Зона подострого био­
цидного эффекта

Lim!Utec
"jubac.woe dr норма расхода 

в рабочей 
концентрации

< 1 1 -5 5,1-10,0 > 10

Заключение о воз­
можности присут­
ствия людей в поме­
щении после прове­
дения дезинсекции

Не рекомендуется 
для применения в 
дезинсекции

Рекомендуется ис­
пользовать специа­
листам для обработки 
подсобных помеще­
ний, складов, подва­
лов в отсутствии лю­
дей

Рекомендуется для примене­
ния специалистам для обра­
ботки производственных по­
мещений любого назначения 
с регламентированными усло­
виями применения -  уборка, 
проветривание, расход сред­
ства, за исключением детских 
учреждений, ЛПУ и быта

Рекомендуется без 
ограничения сферы 
применения (произ­
водственные, жилые, 
общественное пита­
ние, ЛПУ, детские 
учреждения)
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Средства с зоной острого биоцидного эффекта менее 10 
(1-й класс опасности) рекомендуются для применения в экстре­
мальных ситуациях в специальных костюмах и противогазах. Сре­
дства, относящ иеся ко 2-му классу опасности (по величине зоны 
острого биоцидного эффекта), рекомендуется использовать только 
специалистам с применением средств индивидуальной зашиты 
органов дыхания, глаз, кожи в отсутствии людей и животных. Сре­
дства 3-го класса опасности рекомендуются для использования как 
специалистам (без средств защ иты), так и населению в быту с регла­
ментированными условиями применения (расход препарата, режим 
проветривания, влажная уборка).

Средства 4-го класса рекомендованы  для использования в дез­
инсекции как специалистам, так и населению  без ограничения.

Средства 1-го класса опасности по зоне подострого биоцидно­
го эф ф екта меньш е 1 не рекомендуются для использования в дез­
инсекции.

Средства 2-го класса (Zsubac bioc cff -  1—5) рекомендуются для об­
работки только подсобных помещ ений, подвалов и  складов в отсу­
тствие людей. Средства 3-го класса (Z mbacbioccff — 5,1—10) реком ен­
дуются для прим енения специалистами для обработки производ­
ственных помещ ений любого назначения с регламентированными 
условиями прим енения -  расход средства, влажная уборка, про­
ветривание, за исклю чением детских учреждений, ЛПУ, быта. С ре­
дства 4-го класса (Zaibac>bioc>eff: > 10) рекомендуются для использова­
ния без ограничений сферы прим енения (производственные, ж и ­
лые помещ ения, ЛПУ, детские учреждения, предприятия общ ес­
твенного питания).

С пособность дезинсекционны х средств проникать через не­
поврежденные кож ные покровы оцениваю т в субхроническом 
опыте. П олученные результаты дают альтернативный ответ о необ­
ходимости защ иты  кож ных покровов использование.перчаток.

Выраженность местно-раздражаю щ его действия средства в 
нативном виде и в рабочих концентрациях при однократном нане­
сении н а кожу и слизистые глаза оцениваю т по соответствующим 
классиф икациям  (п.п. 8.2.2,6—8.2.2.7). Д езинсекционны е сред­
ства, относящ иеся к  1-му классу опасности (резко выражено) при 
контакте с кожей и со слизистыми глаза, не рекомендуются для 
использования в дезинсекции.

Средства, относящ иеся ко 2—3-му классам опасности (выра­
ж енное, умеренно выраженное), долж ны  использоваться только 
специалистами с защ итой кож и и  глаз. Средства 4-го класса опас­
ности (эф ф ект слабый или отсутствует) могут использоваться как 
специалистами, так и населением в быту.
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Результаты оценки местно-раздражающего действия средства 
при многократном контакте с неповрежденными кожными покро­
вами дают альтернативный ответ. Наличие эффекта свидетельству­
ет о необходимости использования защиты кожных покровов (пер­
чатки).

Дезинсекционные средства по аллергенной активности, отно­
сящиеся к 1-му классу опасности, запрещаются для использования 
в области дезинсекции. Дезинсекционные средства 2—3-го классов 
(опасные, умеренно опасные) рекомендуются для использования 
специалистам со средствами индивидуальной защиты в производ­
ственных помещениях, за исключением детских учреждений, 
ЛПУ. Средства 4-го класса малоопасные могут быть использова - 
ны без ограничений (быт, ЛПУ, производственные помещения, 
детские учреждения).

Мутагенная активность дезинсекционных средств оценивает­
ся по 4 классам соответствующей классификации.

Дезинсекционные средства, относящиеся к  1—2-му классам 
опасности не рекомендуются для использования в области дезин­
секции. Средства 3-го класса опасности могут быть применены 
специалистами с использованием средств индивидуальной защиты 
в производственных помещениях, подвалах, складах, за исключе­
нием детских учреждений, ЛПУ, быта, учреждений общественного 
питания. Средства, относящиеся к  4-му классу малоопасных по му­
тагенной активности, могут быть использованы в широкой сфере 
(ЛПУ, детские учреждения, производственные и жилые помеще­
ния).

8.7.4.3. Критерии оценки опасности дезинсекционных средств 
на III этапе.

Реальная опасность дезинсекционных средств в рекомендуе­
мом режиме и способе использования оценивается на III этапе в 
натурных условиях с расчетом фактора безопасности. Полученные 
данные должны подтвердить результаты оценки средства, получен­
ные в модельных опытах на животных. В случае когда SF > 1, реаль­
ная опасность средства высока (как для специалистов, так и для н а­
селения) и для его применения необходимо использовать комплекс 
средств индивидуальной защиты.

В случае когда SF < 1, реальная опасность средства низка и его 
можно рекомендовать для использования населением и специа­
листами без средств индивидуальной защиты.

При необходимости полученные результаты исследований 
подтверждают материалами практических испытаний.
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Таблица 8.20
Критерии оценки безопасного применения 

дезинсекционных средств

Нормативные
показатели

Назначение
средства

Исследуе­
мые

показатели

ве
ли

чи
на

по
ка

за
те

ля

кл
ас

с
оп

ас
но

ст
и Разрешено

применение

1 2 3 4 5
Аэрозольные Зона острого менее 1 Специалистам* с использо­
баллоны биоцидного

эффекта
10

10-30

31-100

более
100

2

3

ванием средств индивиду­
альной защиты (спецкос- 
тюм, противогаз) в экстре­
мальных ситуациях
Специалистам* с использо­
ванием средств индивиду­
альной зашиты органов ды­
хания, кожи, глаз в 
отсутствие людей
Специалистам* и населению 
в быту с регламентирован­
ными условиями примене­
ния (проветривание, расход 
препарата, влажная уборка и 
Т. д.)
Без ограничений как специа­
листам*, так и населению

Зона подо­
строго био­
цидного эф­
фекта

менее
I

1 -5

5,1-10,0

более
10

1

2

3

4

Запрещены для применения 
в дезинсекции

Специалистам* для обработ­
ки складов, подсобных поме­
щений, подвалов
Специалистам* для обработ­
ки производственных поме­
щений любого назначения с 
регламентированными усло­
виями применения ( уборка, 
проветривание, расход пре­
парата), за исключением 
детских учреждений, ЛПУ и 
быта
Специалистам* и населению 
без ограничений сферы при­
менения
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Продолжение табл. 8.20
1 2 3 4 5

Местно-раз­
дражающее 
действие на 
кожу (одно­
кратно), 
баллы

2,1-4,0 3 Специалистам и населению в 
быту с использованием 
средств защиты кожи рук 
перчатки

0-2,0 4 Специалистам* и населению 
без ограничений сферы при­
менения

Местно-раз­
дражающее 
действие на 
слизистые 
оболочки 
глаз (одно­
кратно)

до 10 2 -3 Специалистам* со средства­
ми защиты глаз очки

0 -3 4 -5 Специалистам* и населению 
в быту

Кожно-ре- 
зорбтивное 
действие (од­
нократно)

нали­
чие эф­
фекта

не нор­
мирует­
ся

Специалистам* (со средства­
ми защиты кожи перчатки

отсут­
ствие
эффек­
та

не нор­
мирует­
ся

Без ограничений

Сенсибили­
зирующее
действие

уме­
ренное 
и сла­
бое

2 -3 Специалистам* с использо­
ванием средств индивиду­
альной защиты

отсут­
ствие
эффек­
та

4 Без ограничений

Оценка ре­
альной опас­
ности сред­
ства в реко­
мендованных 
режимах 
применения 
(фактор безо­
пасности)

> 1 не нор­
мирует­
ся

Специалистам*

> 1 не нор­
мирует­
ся

Населению в быту
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Продолжение табл. 8.20
1 2 3 * 4 5

Пиротехни­
ческие и фу- 
мигирующие 
средства 
(шашки, таб­
летки. свечи 
и т. д.)

Зона острого
биоцидного
эффекта

менее
10

1 Специалистам* с использо­
ванием спецкостюмов, про­
тивогазов

10-30 2 Специалистам* с использо­
ванием средств индивиду­
альной защиты органов ды­
хания, глаз, кожи в 
отсутствии людей

U
) Т н— О О 3 Специалистам* и населению 

в быту с регламентированны­
ми условиями применения 
(проветривание, влажная 
уборка, расход препарата)

более
100

4 Специалистам* и населению 
без ограничений

Зона подо­
строго био­
цидного эф­
фекта

менее 1 1 Запрещены для применения 
в дезинсекции

1 -5 2 Специалистам*, для обра­
ботки складов, подсобных 
помещений, подвалов

5,1-10 3 Специалистам* для обработ­
ки производственных поме­
щений любого назначения с 
регламентированными усло­
виями применения (уборка, 
проветривание, расход пре­
парата), за исключением 
детских учреждений, ЛПУ и 
быта

более
10

4 Специалистам* и населению 
без ограничений

Острая ток­
сичность при 
введении в 
желудок 
(ЛД50, мг/кг)

не ме­
нее 15

2 Специалистам*

не ме­
нее 151

3 - 4 Специалистам* и населению 
в быту

Местно-раз­
дражающее 
действие на 
слизистые 
оболочки 
глаз (одно­
кратно)

ДО 10 2 -3 Специалистам* со средства­
ми защиты глаз очки

0 -3 3 -4 Специалистам* и населению 
в быту
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Продолжение табл. 8.20
1 2 3 4 5

Сенсибили­
зирующее
действие

уме­
ренное,
слабое

2 -3 Специалистам* со средства­
ми защиты органов дыхания, 
глаз, кожи

отсу­
тствие
эффек­
та

4

Оценка ре­
альной опас­
ности сред­
ства в реко­
мендованных 
режимах 
применения 
(фактор безо­
пасности)

> 1 не нор­
мирует­
ся

Специалистам*

> 1 не нор­
мирует­
ся

Населению в быту

Эмульгирую­
щиеся кон­
центраты, 
смачиваю­
щиеся по­
рошки, мик­
рокапсул ир о- 
ванные кон­
центраты, 
лаки, краски, 
растворы

а) нативный 
препарат;
— острая ток­
сичность при 
введении в 
желудок 
(ЛД50, мг/кг);

не ме­
нее 15

2 Специалистам*

не ме­
нее 
151

3 -4 Специалистам* и населению 
в быту

— острая ток­
сичность при 
нанесении на 
кожу (ЛД ;0, 
мг/кг);

не ме­
нее 

100— 
-500

2 Специалистам* со средства­
ми защиты кожи рук ( пер­
чатки)

не ме­
нее 

501— 
- 2  500

3 Специалистам* и населению 
в быту со средствами защиты 
кожи рук перчатки

более 
2 500

4 Специалистам* и населению 
без ограничений

— острая ин­
галяционная 
опасность в 
насыщающих 
концентра­
циях (C J;

С , -клини­
ка

2 Специалистам со средства­
ми защиты органов дыхания

с» >
Lun«

3 -4 Специалистам* и населению 
в быту
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Продолжение табл. 8.20
1 2 3 4 5

— местно- 
раздражаю­
щее действие 
на кожу (од­
нократное);

До 6 2—3 Специалистам со средствами 
защиты кожи рук перчатки

0 -2 4 Специалистам* и населению 
без ограничений

-  местно- 
раздражаю­
щее действие 
на слизистые 
оболочки 
глаз (одно­
кратно);

до 10 2 -3 Специалистам* со средства­
ми защиты глаз очки

0 -3 4 -5 Специалистам* и населению 
в быту

— сенсибили­
зирующее 
действие;

выра­
женное

1 Специалистам* по эпидпо- 
казаниям со средствами ин­
дивидуальной защиты

уме­
ренное,
слабое

2-3 Специалистам* со средства­
ми индивидуальной защиты

отсу­
тствие
эффек­
та

4 Специалистам* и населению 
без ограничений

б)рабочие 
эмульсии, 
суспензии, 
растворы:
— кожно-ре- 
зорбтивный 
эффект 
0,5 мес.;

нали­
чие эф­
фекта

не нор­
мирует­
ся

Специалистам* со средства­
ми защиты кожи рук (пер­
чатки)

отсу­
тствие
эффек­
та

не нор­
мирует­
ся

Специалистам* и населению 
без мраничений

-  местно- 
раздражаю­
щее действие 
на кожу 
0,5 мес;

нали­
чие эф­
фекта

не нор­
мирует­
ся

Специалистам* и населению 
в быту со средствами защиты 
кожи рук перчатки

отсу­
тствие
эффек­
та

не нор­
мирует­
ся

Специалистам* и населению 
без ограничений

— зона остро­
го биоцидно­
го эффекта;

менее
10

1 Специалистам* с использо­
ванием спецкостюмов, про­
тивогазов
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Продолжение табл. 8.20
1 2 3 4 5

10-30 2 Специалистам* со средства­
ми индивидуальной защиты 
органовдыхания, глаз, кожи 
рук в отсутствие людей и 
животных

31-100 3 Специалистам* и населению 
в быту с регламентирован­
ными условиями примене­
ния уборка, проветривание

более
100

4 Специалистам* и населению 
без ограничений

— зона под- 
ociporo био­
цидного эф­
фекта;

менее 1 1 Запрещены для применения 
в дезинсекции

1-5 2 Специалистам* для обработ­
ки складов, подсобных поме­
щений, подвалов

5,1—
-10,0

3 Специалистам* для обработ­
ки производственных поме­
щений любого назначения с 
регламентированными усло­
виями применения (уборка, 
проветривание, расход пре­
парата), за исключением 
детских учреждений, ЛПУ и 
быта)

более
10

4 Специалистам* и населению 
без ограничений

-  сенсибили­
зирующее 
действие;

уме­
ренное,
слабое

2 -3 Специалистам* со средства­
ми индивидуальной защиты

отсут­
ствие
эффек­
та

4 Специалистам* и населению 
без ограничений

-  оценка ре­
альной опас­
ности сред­
ства в реко­
мендованных 
режимах 
применения 
(фактор безо­
пасности)

> 1 не нор­
мирует­
ся

Специалистам*

< 1 не нор­
мирует­
ся

Населению в быту
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Продолжение табл. 8.20
1 2 3 4 5

Дусты, ка- Острая ток- не ме- 2 -3 Специалистам*
рандаши, 
брикеты, 
приманки, 
готовые к 
употребле­
нию раство­
ры, эмуль­
сии, суспен­
зии,
таблетки,

сичность при 
введении в 
желудок 
(ЛД50, иг/кг)

нее 15

гели
не ме- 4 Специалистам* и населению
нее 151 в быту

Острая ток- не 2 Специалистам* со средства­
сичность при менее ми защиты кожи рук (пер­
нанесении на 100- чатки)
кожу (ЛДИ, -5 0 0
мг/кг)

не 3 Специалистам*, населению
менее в быту со средствами защиты
501— 

—2 500
кожи рук перчатки

более 
2 500

4 Без ограничений

Острая инга­ С , - 2 Специалистам*
ляционная клини­
опасность в
насыщающих
концентра-

ка

циях (C J

Сдо< 3 -4 Специалистам* и населению
У к . . . вбьпу

Зона острого менее 1 Специалистам* с использо­
биоцидного 10 ванием спецкостюмов, про­
эффекта тивогазов

10-30 2 Специалистам* со средства­
ми защиты органов дыхания

31-100 3 Специалистам* и населению 
в быту с регламентирован­
ными условиями примене­
ния (уборка, проветривание, 
расход препарата)

более 4 Специалистам* и населению
100 без ограничений

Зона подо­ менее 1 1 Запрещены для применения
строго био­
цидного эф­

в дезинсекции

фекта
1 -5 2 Специалистам* для обра­

ботки складов, подсобных
помещений, подвалов
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Продолжение табл. 8.20
1 2 3 4 5

5 ,1 - 3 Специалистам* с обработкой
-10,0 производственных помеще­

ний любого назначения с
регламентированными усло­
виями применения (уборка, 
проветривание, расход пре­
парата), за исключением 
детских учреждений, ЛПУ и 
быта

более 4 Специалистам* и населению
10 без ограничений

Кожно-ре- нали- не нор­ Специалистам* со средства­
зорбтивный чие эф- мирует­ ми защиты кожи рук
эффект фекга ся
0,5 мес.

отсу- не нор­ Специалистам* и населению
тствие мирует­ без ограничений
эффек- ся
та

Местно-раз­ нали­ не нор­ Специалистам* со средства­
дражающее чие эф­ мирует­ ми индивидуальной защиты
действие на 
кожу

фекта ся кожи рук перчатки

0,5 мес.
отсут­ не нор­ Специалистам* и населению
ствие мирует­ в быту
эффек­ ся
та

Сенсибили­ уме­ 2 -3 Специалистам* со средства­
зирующее ренное ми защиты органов дыхания,
действие и сла­

бое
глаз, кожи

отсут­
ствие
эффек­
та

4 Специалистам* и населению 
без ограничений

Местно-раз­ до 10 2 -3 Специалистам* со средства­
дражающее 
действие на

ми защиты глаз очки

слизистые
оболочки
глаз(одно-
кратно)

0 -3 4 -5 Специалистам* и населению 
без ограничений

Оценка ре­ > 1 не нор­ Специалистам*
альной опас­ мирует­
ности сред­
ства в реко-

ся
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Продолжение табл. 8.20

1 2 3 4 5
мендованных
режимах
применения
(фактор
безопас­
ности)

< 1 не нор­
мирует­
ся

Населению в быту

* Специалисты: обученный персонал организаций, имеющих право заниматься 
дезинфекционной деятельностью.

8.8. Методы изучения токсичности и опасности 
репеллентных средств

8.8J .  Методическая схема, критерии оценки 
и методы изучения токсичности и опасности репеллентов

Разработка рекомендаций по методической схеме, критериям 
оценки и методам изучения токсичности и опасности репеллен­
тных средств изложена в развитие методических рекомендаций по 
отбору и изучению биологической активности и токсичности ре­
пеллентов (М., 1987) с добавлением подходов к изучению токсич­
ности репеллентных средств для детей.

8.8.1.1. О б щ и е  п о л о ж е н и я
В области медицинской дезинсекции репелленты используют­

ся в составах препаратов от нападения летающих кровососущих 
членистоногих (комаров, мошек, мокрецов, москитов, слепней, 
мух, блох, а также клещей) в целях профилактики трансмиссивных 
заболеваний, а также для обеспечения комфортных условий рабо­
ты и отдыха населения.

Репеллентные средства представляют собой сложные компо­
зиционные составы, состоящие из активно действующего начала 
(репеллента или смеси репеллентов) и  вспомогательных ингреди­
ентов (растворителей, наполнителей, струкгурообразователей, 
эмульгаторов, душистых веществ, отдушек, фармацевтических 
добавок и др.).

Они занимают своеобразное положение между фармакологи­
ческими профилактическими средствами, средствами дезинфек­
ции и  бытовой химии, имея особенности в отношении продолжи­
тельности применения, способов и форм использования. К репел- 
лентным средствам предъявляются повышенные требования, т. к. 
они могут наносится непосредственно на кожу и особенно детского 
контингента.
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Для индивидуальной защиты репеллентные препараты нано­
сят на открытые участки кожи и или на различные предметы 
одежды, сетки, накомарники; для коллективной защиты обраба­
тывают полога, наружные стенки палаток, занавеси, портьеры, на­
личники окон и дверей, плинтуса в помещениях.

Для обработки кожи применяются препараты в форме линимен­
тов (кремы, аэрозольные пены), эмульсий, жидкостей (лосьоны, аэро­
зольные упаковки, беспропеллентные аэрозольные упаковки (БАУ), 
карандашей, брусков, бумажных салфеток и др. Для обработки одежды 
используются спиртово-водно-ацетоновые растворы репеллентов или 
20 % водные эмульсии, а также аэрозольные упаковки и БАУ.

В зависимости от вида обрабатываемого объекта и препаратив­
ной формы средства зависят и условия его воздействия (через кожу 
или через органы дыхания и в комбинации).

Репеллентные средства использует как профессиональный 
контингент (лесорубы, геологи, мелиораторы), так и наиболее ши­
рокое население взрослое и дети разного возраста.

Перед началом изучения токсичности новых репеллентных 
активно действующих веществ РАДВ необходимо иметь паспорт 
на соединение, в котором указывается химическое название, 
структурная формула, физико-химические свойства, структурная 
формула, а также степень чистоты и процентное содержание при­
месей. Кроме этого указываются условия безопасного хранения 
соединения и способы обезвреживания дезактивации.

8.8.1.2. Оценка токсичности и опасности репеллентных средств
Схема отбора и изучения репеллентов и репеллентных средств 

представлена на рис. 8.7.
Токсикологические и клинико-гигиенические исследования в 

соответствии с Методическими рекомендациями включают:
— первичную оценку токсичности репеллента на лаборатор­

ных животных с целью рекомендации о возможном способе и сфе­
ре применения первый этап;

— углубленное изучение токсичности репеллента на лабора­
торных животных в целях регламентации его содержания в предпо­
лагаемом препарате второй этап:

* характеристика токсичности ингредиентов препарата (по 
данным литературы) — в целях рекомендаций по использованию 
наиболее безвредных компонентов рецептуры и их регламентации;

• изучение токсичности отобранной композиции на лабора­
торных животных;

— клинико-гигиеническую оценку безопасности применения 
препарата на добровольцах с получением актов от учреждений, 
проводивших испытания препарата третий этап.
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I этап. Первичная оценка

гС Параметры острой токсичности 3 - ,

Опасность Местно-раздра­ Местно-раздра­
ЛД50 в желудок ЛД50 на кожу по степени 

летучести
жающее 

действие на 
кожу

жающее
действие на глаза

\
К к/о

Сенсибилизи­
рующее
действие

т л /
■̂ •1 О Т Б О Р  1^-

II этап. Углублеаные исследования

Репеленгные средства 
при нанесении на кожу

I f 1

Репеллеитиые средства 
при обработке одежды

Кожно-
резорбтивное

действие
Возрастная

чувствительность

Отдаленные
эффекты:

эмбриотокси-
ческий,

тератогенный,
мутагенный,

канцерогенный

Санитарно- 
гигиени­

ческая оценка 
воздуха

1

Ингаляцион­
ная опас­

ность в ре­
жимах при- 

менения- 
Limac

C lйя --------- ■Рекомендации по безопасным условиям применения

Ш этап. Испытания средства 
в практических условиях

Ограниченные испытания 
на волонтерах iJUf

Рекомендации к применению

Практические испытания 
(по показаниям)

Рис. 8.7. М етодическая схема оценки токсичности и опасности
репеллентных средств
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Исследование нового, ранее неизученного компонента ком­
позиции (действующее вещество, растворитель, пропеллент) про­
водится по общепринятым в токсикологии методам с установлени­
ем основных параметров токсикометрии и оценкой опасности.

Изучение общего токсического действия репеллентов и препа­
ратов на их основе осуществляются в субхроническом или хроничес­
ком эксперименте. В условиях эксперимента моделируют основные 
пути поступления в организм человека, исходя из способов и орга­
нов применения.

При нанесении препарата на открытые участки тела лимити­
рующим является изучение кожно-раздражающего и кожно-резор- 
бтивного действия.

Условия эксперимента по применению репеллентов на кожу 
человека представлены в табл. 8.21.

Для оценки кожно-раздражающего действия моделируют плот­
ность нанесения, при изучении кожно-резорбтивного действия — 
дозу.

Набор конкретных показателей для исследования функции от­
дельных органов и систем зависит от характера действия изучаемых 
соединений.

Условия постановки экспериментов с нанесением средства на 
кожу, с обработкой одежды, помещений, защитных сеток также из­
ложены в Методических рекомендациях.

8.8.1.2.1, Первичная оценка токсичности репеллентов. Первич­
ная оценка токсичности репеллентов имеет целью отбор веществ, 
перспективных для дальнейшего изучения и определения возмож­
ности их применения (нанесение на кожу или одежду, использова­
ние в помещении).

Первичная оценка включает изучение острой токсичности при 
потенциально опасных путях поступления в организм и изучение 
местно-раздражающих свойств на кожу и слизистые оболочки глаз 
см. методические рекомендации.

Для дальнейших исследований отбирают вещества со среднес­
мертельной дозой (ЛД50рег*os ) не ниже 2 500 мг/кг (3-й класс опас­
ности) и кожно-оральным коэффициентом не менее 3, по кож­
но-раздражающему действию — на уровне или ниже порога хрони­
ческого действия (Limsubac) для наиболее чувствительного вида жи­
вотных кроликов.

При выявлении у веществ отчетливого раздражающего эффек­
та на кожу — эти вещества возможно использовать для обработки 
одежды или предметов помещения (С20 < Limac).

8.8.1.2.2. Углубленная оценка токсичностирепеллентных препа­
ратов, Углубленная оценка токсичности репеллентных препара-
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Таблица 8,21
Параметры нанесения репеллентов 

на кожу лабораторных животных в сравнении со стандартной 
обработкой открытых частей тела человека

Виды 
живот­
ных и че­
ловека

Площадь обрабатываемой 
поверхности

Максимальный уровень 
воздействия

см2

% от всей 
поверх­
ности 
тела

на еди­
ницу 
массы 
тела, см2

расход 
препара­
та на 
1 обра­
ботку, мг

плот­
ность на­
несения, 
мг/см2

доза,
мг/кг

Мыши 5 8 0,25 100 20 .5 000

Крысы 30 10 0,15 500 6 2 500

Морские
свинки 30 8 0,10 500 6 1500

Кролики 200 10 0,06 3 000 15 1000

Человек 5 000 30 0,07 5 000 1 70

тов -  основная цель оценки степени реальной опасности в норме 
расхода с учетом конкретных условий применения.

Для новых форм репеллентных препаратов изучается: мес­
тно-раздражающее действие на кожу и слизистые оболочки глаз, 
общетоксическое кожно-резорбтивное действие, в хроническом 
или субхроническом опыте с учетом пути поступления и нормам 
расхода, оценку сенсибилизирующей и иммуномоделирующей ак­
тивности.

Кроме этого в качестве критериев оценки безопасности репел­
лентных средств предлагается использовать зону биоцидного эф­
фекта (Zbiocef<acH Zbioc-efsubac.).

При изучении общетоксического (кожно-резорбтивного) дей­
ствия средств их уровень воздействия должен соответствовать 
10-кратному завышению нормы расхода, т.е. принимается макси­
мальная зона биоцидного действия бОЛее lOCZbi^ef^HZb^ef.subac> 10).

Подбор показателей при этом осуществляют с учетом характе­
ра действия основных компонентов.

Для репеллентных средств в аэрозольных баллонах предложе­
но 4 класса их степени по зоне биоцидного эффекта в соотношении 
1 : 3 : 10 и > 10. Они изучаются при 3- и 10-кратном завышении 
нормы расхода [22].

Критерии оценки ингаляционной опасности репеллентных 
средств отражены в классификации степени опасности, изложен­
ной в Методических рекомендациях средств бытового назначения,

577



Р 4.2.2643-10

в которой в соответствии с классом опасности, предлагаются реко­
мендации для их использования в практике [30].

Для следующего этапа клинических испытаний в практичес­
ких условиях рекомендуются препараты при отсутствии общеток­
сического, местно-раздражающего, сенсибилизирующего и имму­
номоделирующего действия и при 10-кратном превышении нормы 
расхода в условиях хронического или субхронического экспери­
мента (Zbioc .ef.ac. ^ Zbioc ef gubac, > 10).

Препараты, токсичные при 10-кратном превышении нормы 
расхода, но безопасные при 3-кратном превышении нормы расхо­
да могут быть рекомендованы к использованию только специалис­
тами, имеющими право заниматься дезинфекционной деятельнос­
тью, с применением СИЗ [22, 30].

8.8.1.3. Клинические испытания репеллентных средств 
в практических условиях

Клинические испытания включают оценку эффективности 
препарата и испытания безопасности его применения широкими 
слоями населения, используемых средства для нанесения на кожу, 
одежду и другие предметы, а также в процессе их обработки.

Испытания безопасности рекомендуется проводить на рандо­
мизированных по полу, возрасту, образу жизни и привычкам, а 
также степени физической нагрузки группах здоровых доброволь­
цев. Численность групп, использующих препарат, и контрольной 
группы людей должна быть не менее 30 человек на основе извес­
тных ДВ и 50 человек при испытании новых репеллентов. Продол­
жительность применения не менее месяца.

Врачи-специалисты проводят общий осмотр и отбирают лиц 
«практически здоровых». В процессе испытаний проводят не менее 
4 раз в течение месяца анкетный опрос добровольцев с целью выяв­
ления субъективных ощущений, жалоб, возникших в период при­
менения препарата в режиме применения.

Врачи-специалисты (терапевт, невропатолог, дерматолог, ото­
ларинголог, иммунолог) определяют следующие показатели:

— частоту пульса и АД;
— анализ морфологического состава периферической крови;
— общий клинический анализ мочи;
— регистрацию функционального состояния кожи;
— изучение сенсибилизирующего действия (капельный и ком­

прессионный тест);
— общее количество липидов кожи;
— аутофлору поверхностных и глубоких слоев кожи;
— активность лизоцима в слюне.
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При выборе показателей для исследования необходимо учиты­
вать различные способы применения препаратов, пути поступле­
ния в организм человека, патогенетическую направленность дей­
ствия их на организм.

Обследование добровольцев проводят перед началом испыта­
ний препарата фон, через 5,15 и 30 дней после начала его приме - 
нения.

В процессе испытания необходимо осуществлять контроль за 
содержанием наиболее токсичного компонента в биосредах 
кровь, моча.

Для промышленного производства и широкого применения 
рекомендуются препараты, испытанные на проявление местного, 
общетоксического и сенсибилизирующего действия на добро­
вольцах в режиме применения.

8.8.2. Методическая схема, критерии оценки 
и методы определения репеллентных средств для детей

8.8.2.1.Общие требования
Кроме разработки репеллентных средств для взрослых, очень 

важна разработка репеллентных средств для детского контингента.
Начиная с начала 90-х годов прошлого столетия нами совмес­

тно с сотрудниками АО НИЦБЫТХИМ (в т. ч. с Л.А. Тимофиев- 
ской, Н.Н. Ивановой и др.) были начаты исследования по накоп­
лению материала, позволяющие подойти к обоснованию возрас­
тных критериев для оценки токсичности и опасности репеллен­
тных средств, предназначенных для применения детским контин­
гентом населения [55].

В настоящее время отечественная практика использования 
репеллентных средств для детей регламентирована в основном их 
3 возрастными группами — 7,5 и 3 годами их жизни. В то же время в 
международной практике имеет место использование репеллен­
тных средств с ещё более раннего возраста 1,0—1,5 года.

Обоснование возрастных критериев отбора и оценки репел­
лентных средств для детей является в настоящее время достаточно 
актуальной проблемой.

8.8.2.2. Критерии отбора животных по возрастным группам, 
соответствующим возрасту ребенка

При оценке токсичности и опасности репеллентных средств 
для детей разного возраста в опыте используются эксперименталь­
ные животные (чаще потомство крыс) с их отбором по возрасту, со­
ответствующему требуемому возрасту ребенка, руководствуясь при 
этом методическим письмом Фармкомитета «Изучение возрас-
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Таблица 8.22
Эквиваленты возраста белых крыс самцов и человека 

мужчины по величине истиной скорости роста массы тела
Период жизни крыс Возраст крыс, 

мес.
Возраст человека, 

лет/мес.
Ранний молочный 0,25 4—5 мес.
Средний молочный 0,5 L,0—1,5 года
Поздний молочный 1,0 4—5 лет

Предпубертатный
I 2,0 10—11 лет
II 3,0 14—15 лет

Пубертатный 4,0 17-18
5,0 20 лет

Репродуктивный 6,0 22 года
7,0 24—25 лет

тных особенностей в действии лекарственных средств на экспери­
ментальных животных» 1982.

В табл. 8.22 представлены эквиваленты возраста белых крыс 
самцов и человека (мужчины, вычисленные по величине истиной 
скорости роста).

Оптимальным возрастом животных для начала эксперимента 
для крыс является 1,5—2,0 недели, которые соответствуют 
1,0—1,5 годам жизни ребенка. Но наиболее подходящим возрастом 
являются крысята-отъемыши 3—4-недельного возраста с массой 
тела 50—60 г, соответствующие 3—5-летнему возрасту ребенка. 
Этот возраст наиболее приемлем в работе, так как крысята уже от­
сажены от матери для самостоятельного питания, имеют опуше­
ние, открытые ушные раковины и глазные щели, а скорость биохи­
мических и обменных реакций приближена к значениям взрослого 
организма. Еще более надежным является использование живот­
ных старшего возраста (30- и 45-дневных), соответствующих 5—7 
годам жизни ребенка. В этот период животные уже имеют сформи­
рованные жизненно важные системы организма, в связи с чем 
опыты на них являются наиболее информативными для изучения 
возможного воздействия репеллентных средств на разнообразные 
системы организма и ткани.

Самым сложным является введение препаратов ново­
рождённым животным и сосункам, поскольку после взятия дете­
нышей из гнезда или из клетки «мать» может уничтожить свое по-
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томство или просто не принять его обратно. Поэтому большинство 
токсикологических исследований проводится на животных 2 воз­
растных периодов: молочного кормления и полового созревания.

8.8.2.3. О с н о в н ы е  т р е б о в а н и я  п о  б е з о п а с н о с т и  
д л я  р е п е л л е н т н ы х  с р е д с т в  д л я  д е т е й

• В рецептурах репеллентных средств должны использовать 
РАДВ с детальной и всесторонней характеристикой их токсичнос­
ти: возрастной и видовой чувствительности, местно-раздражаю­
щих, сенсибилизирующих и резорбтивных свойств при лимитиру­
ющем кожном пути поступления в организм, отдаленным специ­
фическим видам действия.

• Длительным и положительным опытом применения на 
основе АДВ репеллентных средств взрослым контингентом.

• Положительным опытом клинических испытаний и практи­
ческого применения репеллентных средств на основе изученных 
АДВ детским контингентом.

• Создание улучшенной рецептуры и вида препаративной 
формы репеллентного средства в сравнении с ранее применяемой 
(например, в виде кремов и гелей с уменьшением содержания ДВ, 
использованием в качестве АДВ веществ природного происхожде­
ния, введением вспомогательных компонентов, обладающих фо­
тозащитным, противоаллергическим, ранозаживляющим и дезин­
фицирующим действием) и т. д.

• Наблюдение за постнатальным развитием и состоянием здо­
ровья по достижении половозрелого возраста (2,5—3,0 месяца) с 
оценкой основных органов, тканей и функций организма, включая 
репродуктивную, и получение потомства с изучением его разви­
тия*.

Как и по требованиям к лекарственным средствам, перед при­
менением средства детьми оно должно быть испытано на взрослых; 
а перед применением детьми младшего возраста получить провер­
ку на детях более старшего возраста.

Для обоснования ПДУ ОДУ ДВ на кожу возможен другой 
подход, который нами используется в лаборатории — подход по 
ускоренному обоснованию предельно допустимых уровней загряз­
нения кожного покрова вредными веществами [29].

* Репеллентные средства для детей должны иметь надежный коэффициент 
запаса (К ^) от величины их ПДУ на кожу, (не менее 10)**.

** В связи с этим для репеллентов, предназначенных для разработки средств 
для детей, необходимо обосновать ПДУ на кожу, соответствующий 4-му классу 
опасности.
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, где0Д У срОапес М г /с М *
L ittle  х70 'х К ост 'х К от пр 

S x K
Limch — порог хронического действия препарата, расчитан- 

ный по формуле:
Ыт^  =0,001хД£50 =0,001x19000 мг/кг-ХЭ мг/кг\
70 -  масса тела человека;

— коэффициент остаточный-0 ,25;
Котпр -  коэффициент относительной проницаемости -  2;

S -  площадь кожных покровов человека (средняя пло­
щадь 16 120 см2);

К  — коэффициент запаса.

Таким образом, репеллентные средства для детей с 3 лет и мо­
ложе должны отвечать вышеперечисленным требованиям и вклю­
чать в состав рецептуры хорошо изученные репеллентные ДВ.

Репеллент должен относиться к малотоксичным веществам 
4-го класса по лимитирующим критериям, без отдаленных эффек­
тов, не проявляющий возрастных различий, а также отчетливых 
раздражающих, резорбтивных, сенсибилизирующих и иммуномо­
дулирующих эффектов.

8,9. Методы изучения токсичности и опасности 
педикулицидных средств

В основу предлагаемого методического руководства положены 
методические указания по токсиколого-гигиенической оценке 
педикулицидов [59].

Основное требование, которому должны отвечать все педику- 
лицидные средства, — отсутствие вредного влияния при непосре­
дственном (борьба с головным и лобковым педикулезом) и опосре­
дованном (борьба с платяным педикулезом) контакте с кожей че­
ловека, а также при возможном дополнительном их воздействии 
через органы дыхания.

Педикулициды выпускаются в виде разных препаративных 
форм: шампунь, мыло, эмульсия, лосьон, дуст, аэрозоль, импрег- 
нированнаятканьит. д. По назначению педикулицидные средства 
подразделяются на головные, лобковые и платяные.

Сроки токсикологического эксперимента определяются про­
должительностью применения педикулицидных средств в практике. 
Для средств с эпизодическим применением в течение 1—3 дней при 
головном и лобковом педикулезе (с учетом возможной повторной 
обработки) -  10 дней, для применения в течение 10—15 дней (при 
дезинсекции вещей, ношении импрегнированного белья) -  30 дней.
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При токсикологической оценке педикулицидов, предназна- 
ченныхдля борьбы с головным педикулезом у детей, особое внима­
ние уделяется изучению возрастной чувствительности неполовоз­
релых животных к средству.

Длительность и объем токсикологических исследований при 
борьбе с платяным педикулезом зависит от содержания средства в 
ткани по результатам санитарно-гигиенического анализа на раз­
ных видах материалов (хлопчатобумажных, шерстяных, синтети­
ческих), что обуславливает степень опасности педикулицида при 
контакте с кожей. При оценке импрегнированной ткани основной 
задачей токсикологического эксперимента является изучение ее 
опасности при контакте с кожей в сочетании с гигиенической 
характеристикой тканей (воздухопроницаемость, гигроскопич­
ность, электризуемость и др.).

Токсиколого-гигиеническое изучение проводится для всех 
вновь внедряемых педикулицидных средств и осуществляется по
3-этапной схеме:

I этап — первичная оценка токсичности;
II этап — углубленные исследования;
III этап — испытания средства в практических условиях.
Схема исследований педикулицидных средств представлена

на рис. 8.8.
I этап. Первичная оценка токсичности ДВ и препаративных 

форм включает сбор сведений литературы о токсичности ДВ и всех 
компонентов рецептуры, включая отдаленные эффекты: эмбрио- 
токсический, тератогенный, мутагенный, бластомогенный. Необ­
ходимо также иметь сведения о составе рецептуры средства, его на­
значении и режиме применения.

Исследование нового ДВ, растворителя проводится по общеп­
ринятым в токсикологии методам с оценкой общей и специфичес­
кой токсичности и установлением гигиенических нормативов в 
объектах окружающей среды гл. 8.1/

Для средства определяют острую токсичность при введении в 
желудок разным возрастным группам животных и нанесении на 
кожу, опасность по степени летучести (С20), вычисляется кож­
но-оральный коэффициент (Кк/о). Наряду с общей токсичностью 
изучают токсичность при потенциально-опасном пути поступле­
ния в организм: местно-раздражающее действие на кожу и глаза, 
сенсибилизирующее действие (при наличии в составе аллергено­
опасного компонента). Оценивают действие на волосы.

По окончании исследований первого этапа проводится отбор 
перспективных средств с целью их последующего углубленного 
изучения.
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Рис. 8.8. Методическая схема оценки токсичности и опасности 
педикулицидных средств ПС
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На II этапе углубленного токсикологического исследования 
продолжается изучение кожно-резорбтивного действия сре­
дства, изучается также возрастная чувствительность педикули- 
цидных средств против головного и лобкового педикулеза (для 
безопасности переноса экспериментальных данных на детское 
население).

Опасность педикулицидов, предназначенных против платяно­
го педикулеза, оценивают комплексно: по резорбции через кожу и 
возможном поступлении их паров и аэрозоля через органы дыха­
ния. Проведение токсикологического эксперимента со средства­
ми, предназначенными для борьбы с платяным педикулезом, в 
основном зависит от наличия остаточных количеств ДВ на различ­
ных видах материи, которые обусловливают степень их опасности 
при контакте с кожей человека или при ингаляции. При отсутствии 
остаточных количеств ДВ педикулицида на образцах материи по­
сле рекомендованного режима дезинсекции, исследования кож­
но-резорбтивного действия не проводятся, ограничиваются только 
физико-гигиенической характеристикой различных образцов 
тканей.

Для изучения отдаленных проявлений интоксикации сред­
ством проводят оценку эмбриотоксического, тератогенного и му­
тагенного эффектов (по показаниям) согласно соответствующим 
методическим рекомендациям.

После II этапа исследований на основании полученных дан­
ных составляют разделы в этикетки (бытовая и тарная) и инструк­
цию по применению педикулицида с характеристикой его токсич­
ности и опасности, необходимых мер предосторожности с реко­
мендациями мер индивидуальной защиты, а также мер первой по­
мощи при случайном отравлении.

На заключительном III этапе испытаний педикулицидных 
средств проводят испытания средства в практических условиях.

Практическим испытаниям обязательно подлежат средства на 
новых ДВ. Для средств на основе хорошо известных компонентов 
этап испытаний ограничивается апробацией его на ограниченной 
группе волонтеров (добровольцев), которые проводятся в соответ­
ствии с этическими принципами, сформулированными в Хельсинк­
ской Декларации Всемирной Медицинской Ассоциации по прове­
дению биомедицинских исследований на людях (1964—1996 гг.) 
(п. 8.2).

Испытания и  оценку безопасности применения педикулици­
дов для борьбы с лобковым педикулезом следует проводить в кож­
но-венерологических диспансерах.
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8.9.1. Перечень определяемых показателей 
для оценки токсичности и опасности педикулицидных средств 

против головного и лобкового педикулеза
• Острая токсичность при введении в желудок (ЛД50).
• Острая токсичность при нанесении на кожу (ЛД50ст).
• Кожно-оральный коэффициент (Кк/о = Л Д ^/Л Д ^ в желудок).
• Острая ингаляционная опасность в насыщающих концен­

трациях паров (C J .
• Ингаляционная опасность в режимах применения.
• Местно-раздражающее действие на кожу.
• Местно-раздражающее действие на глаза.
• Кожно-резорбтивное действие.
• Определение коэффициента возрастной чувствительности 

КВЧ по лимитирующим параметрам для животных разного воз - 
раста половозрелого и неполовозрелого.

• Сенсибилизирующее действие.
• Эмбриотропное, тератогенное и мутагенное действия (по 

показаниям).
• Испытания средства в практических условиях.

8S.2. Методы определения и оценки токсичности 
и опасности педикулицидных средств против головного 

и лобкового педикулеза
8.9.2.1. Показатели острой токсичности

Определение средне-смертельной дозы при однократном вве­
дении в желудок и нанесении на кожу (ЛД50), а также ингаляцион­
ной опасности в насыщающих концентрациях паров (С20) рассмот­
рены в п.п. 8.2.2.1; 8.2.2.2и8.2.2.4.

8.9.2.2. Ингаляционная опасность в режимах применения
На втором этапе исследований препаративных форм, приме­

няемых в виде аэрозолей, изучают токсичность при ингаляцион­
ном пути поступления педикулицида в организм с учетом режима 
применения: в норме расхода и 3—10-кратном ее завышении. Нор­
ма расхода состава устанавливается исходя из рекомендуемого ре­
жима применения. Это позволяет определить широту зоны токси­
ческого действия, класс опасности и условия применения средства 
на практике. Длительность эксперимента -  10—14 дней для средств 
эпизодического применения при ежедневной экспозиции - 4  ч. 
Животных обследуют в середине и по окончании эксперимента, 
регистрируя интегральные и специфические показатели состояния 
организма.

586



Р 4.2.2643-10

8.9.2.3. Определение и оценка местного раздражающего 
действия на кожу

Местное раздражающее действие на кожу педикулицидов изу ­
чают при однократном й  многократном нанесении на кожные по­
кровы не менее двух видов животных. Общие рекомендации по 
проведению эксперимента даны в п. 8.9.2.6. Участок аппликации 
должен составлять 3 % поверхности кожи человека, что при пере­
носе на кожу лабораторных животных составляет: для крыс -  6 см2 
( 2 x 3 ) ,  для морских свинок — 9 см2 ( 3 x 3 ) ,  для кроликов -  25 см2 
( 5 x 5 ) .  Правый бок служит для аппликации изучаемого средства, 
левый -  для контроля. Сроки токсикологического эксперимента 
определяются продолжительностью применения педикулицидных 
средств в практике: для борьбы с головным и лобковым педикуле­
зом (1—2 разовая обработка) — 2 недели (10 аппликаций). Однок­
ратная экспозиция средства составляет 30—60 мин с учетом нормы 
расхода. В норме расхода исходят из расчета 30—50 мл г средства 
на кожу головы. Однократное нанесение соответствует одной нор­
ме расхода, трехкратное — трем нормам расхода, десятикратное — 
десяти нормам расхода.

Целесообразно проведение дробного нанесения средства с 
двумя перерывами по 4 дня по схеме: 3 аппликации, перерыв 4 дня, 
3 аппликации, перерыв 4 дня и ещё 4 аппликации.

В эксперименте на морских свинках или кроликах изучается 
также местно-раздражающее действие средства на скарифициро­
ванную кожу, имитируя поврежденную расчёсами кожу. Для этого 
на предварительно выстриженные участки кожи иглой наносят ца­
рапины в виде решетки # до появления крови. Однократно нано - 
сят средство на один из поврежденных участков кожи, другой слу­
жит контрольным. Ведется наблюдение за процессом полного 
заживления искусственных царапин в течение 1—2 недель.

Признаки раздражения кожи выявляются визуально, а также с 
помощью инструментов, фиксируя покраснение кожи, отек, су­
хость, шелушение и т. д. Выраженность эритемы оценивается ви­
зуально в баллах по классификации С. В. Суворова (п. 8.2.2.6 
табл. 8.4; 8.5).

Изучение местного действия средств проводят как на освобож­
денном от шерсти участке кожи, так и непосредственно на шерст­
ный покров с целью оценки действия на волосы. Для шерсти оце­
нивают изменения цвета, блеска, ломкости, неравномерности рос­
та, в т. ч. облысения.

Местный раздражающий эффект в условиях повторного опыта 
оценивают по той же классификации выраженности раздражаю­
щих свойств (табл. 8.4, 8.5) и показателям с дополнительной регис­
трацией сухости, шелушения, трещин, уплотнения кожи и т. д.
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8.9.2.4. Определение и оценка местно-раздражающего 
действия на глаза

Местно-раздражающее действие на глаза изучают в экспери­
менте на кроликах при однократном воздействии (без промывания 
и с промыванием глаз водой). После внесения средства в конъюн­
ктивальный мешок глаз промывают из шприца (или резиновой 
груши) теплой питьевой водой в течение 1—2 мин.

Регистрацию изменений слизистой оболочки глаза, склеры и 
роговицы проводят визуально или с помощью офтальмоскопа сра­
зу после воздействия, через час и ежедневно до исчезновения кли­
нических признаков. Отмечают выраженность гиперемии и отека 
слизистой оболочки, инъекцию сосудов склеры, состояние рогови­
цы, количество и качество выделений из глаза (классификации 
раздражающих свойств на глаза п. 8.2.2.7, табл. 8.6, 8.7.

8.9.2.5. Определение и оценка кожно-резорбтивного действия
Общие подходы см. и. 8.2.2.8. В качестве подопытных живот­

ных используются крысы. Для контроля берется отдельная группа 
животных. Участок аппликации должен составлять 3 % поверхнос­
ти кожи человека, что при переносе на кожу лабораторных живот­
ных составляет: для крыс — 6 см2 ( 2 x 3 ) ,  Изучаемое средство нано­
сят на кожу животных в готовой форме или в рабочей концентра­
ции (рекомендуемой для применения). Однократная экспозиция 
средства составляет 30—60 мин с учетом нормы расхода, В норме 
расхода исходят из расчета 30—50 мл г средства на кожу головы. 
Однократное нанесение соответствует одной норме расхода, трех­
кратное — трем нормам расхода, десятикратное — десяти нормам 
расхода.

Кожно-резорбтивное действие оценивают при повторном (в 
течение 2 недель) воздействии на кожные покровы крыс с установ­
лением по возможности порога подострого действия (У щ ,,^). 
Обследование подопытных животных проводят после 3 и 10 ап­
пликации средства. Показатели биологического действия препара­
та выбирают с учетом направленности действия ДВ и активно де­
йствующих ингредиентов.

8.9.2.б. Определение коэффициента возрастной чувствительности КВЧ
Токсикологический эксперимент педикулицидных средств, 

предназначенных для использования детским контингентом, на­
чиная с 3-летнего возраста, проводят на молодых животных (чаще 
потомство крыс), соответствующих возрасту ребенка, руководству­
ясь документом Фармкомитета. Эквиваленты возраста белых крыс 
и человека представлены в гл. 8, табл. 8.22. Наиболее оптимальным 
возрастом являются крысята-отьёмыши 3-недельного возраста с
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массой тела 40—50 г, соответствующие 3-летнему возрасту ребенка. 
Обследование молодых животных осуществляют по окончании 
воздействия средства, используя комплекс тестов, характеризую­
щих состояние основных органов и функций, включающих как 
интегральные, так и специфические показатели физиологическо­
го, биохимического и морфологического характера.

8.9.2.7. Определение и оценка сенсибилизирующих свойств

Оценку сенсибилизирующего действия ггедикулицидов прово­
дят путем комплексной сенсибилизации с адъювантом Фрейнда по 
методу Алексеевой-Петкевич, сочетающем внутрикожную сенси­
билизацию организма с накожными аппликациями [п. 8.2.2.111 
или метод Е. П. Иевлевой [п. 8.4.2.4].

8.93. Перечень показателей и методы определения
токсичности и опасности педикулицидных средств против 

платяного педикулеза
• Острая токсичность при введении в желудок ( ЛД50).
• Острая токсичность при нанесении на кожу ( ЛД50ст).
• Кожно-оральный коэффициент (К к/о = ЛД50си1/Л Д  50 в же­

лудок).
• Острая ингаляционная опасность в насыщающих концен­

трациях паров (С20).
• Ингаляционная опасность в режимах применения.
• Местное раздражающее действие на кожу.
• Местно-раздражающее действие на глаза.
• Кожно-резорбшвное действие.
• Определение коэффициента возрастной чувствительности 

КВЧ по лимитирующим параметрам для животных разного воз - 
раста половозрелого и молодого.

• Сенсибилизирующее действие.
• Оценка остаточных количеств средства на образцах мате­

рии.
• Санитарно-гигиеническая оценка материалов, обработан­

ных или импрегнированных средством.
• Эмбриотропное, тератогенное и мутагенное действия (по 

показаниям).
• Испытания средства в практических условиях.
Перечень показателей токсичности педикулицидных средств

против платяного педикулеза включает те же параметры и показа­
тели, что и для головного и лобкового педикулеза. Ниже приведе­
ны некоторые особенности изучения средств, предназначенных 
для борьбы с платяным педикулезом.
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На первом этапе токсиколого-гигиенических исследований 
определяют ДВ в смывах с различных образцов материи или путем 
экстракции. Целью аналитических исследований является: обна­
ружение остаточных количеств ДВ; изучение интенсивности и ди­
намики миграции из различных образцов материи. Исследования 
проводятся специалистом химиком-аналитиком.

$.9.3.1. Определение и оценка кожно-резорбтивного действия средства

Кожно-резорбтивное действие средства в остром опыте оце­
нивают по кожно-оральному коэффициенту (Кк/о), представляю­
щему собой соотношение средне-смертельной дозы при воздей­
ствии на кожу и введении в желудок.

Длительные токсикологические эксперименты на животных 
проводят в случае обнаружения потенциально-опасных количеств 
ДВ (при дезинсекции вещей средством) и независимо от этого с 
импрегнантами белья.

Изучение кожно-резорбтивного действия средств проводят в 
субхроническом эксперименте в норме расхода средства и с 
10-кратным ее завышением в течение 1 месяца при ежедневной 
4-часовой экспозиции.

Длительность и объем токсикологических исследований ука­
занных средств зависит от содержания средства в ткани по резуль­
татам санитарно-гигиенического анализа на разных видах матери­
алов (хлопчатобумажных, шерстяных, синтетических), что обус­
ловливает степень опасности педикулицида при контакте с кожей. 
Оценке подвергаются количества препарата, реально присутству­
ющие на ткани, исходя из результатов санитарно-гигиенического 
анализа. В случае отсутствия остаточных количеств препарата на 
тканях токсикологический эксперимент не проводится.

Изучение токсического действия импрегнантов проводят с по­
мощью пропитанных препаратом матерчатых попон, которые кон­
тактируют с кожей животных в течение 7—10 суток (с учетом носки 
белья до стирки). Затем попоны стирают, вновь импрегнируют и 
одевают на аналогичный срок.

$.9.3.2. Санитарно-гигиеническая оценка материалов, обработанных 
или импрегнированных педикулжщцами

Для средств, предназначенных для борьбы с платяным педику­
лезом (в т. ч. импрегнирования белья) необходимо проведение са­
нитарно-гигиенического исследования различных образцов 
материалов хлопчато-бумажных, шерстяных, синтетических.

К гигиеническим свойствам материи, в основном, относят; 
воздухопроницаемость, электризуемость, гигроскопичность, ис­
паряемость и др. Перечисленные показатели имеют важное значе-
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ние в формировании лододежного микроклимата и определения 
условий терморегуляции организма.

На первом этапе токсиколого-гигиенических исследований 
педикулицидов вначале проводят экспертную оценку различных 
образцов материи, подвергнутых дезинсекции или импрегниро- 
ванных препаратами, в сопоставлении с ее контрольными образца­
ми (визуальную, органолептическую по бальной системе). Регис­
трируют наличие стойкого специфического запаха, изменение 
окраски и нарушение прочности материалов. При отсутствии пере­
численных признаков, делают заключение о возможности приме­
нения педикулицидного препарата и ограничивают исследования 
первым этапом. В противоположном случае переходят ко второму 
этапу гигиенических исследований.

На втором этапе углубленного исследования проводят изуче­
ние физико-химических свойств материалов, подвергнутых дезин­
секции или импрегнации препаратом, в соответствии с «Методи­
ческими указаниями по гигиенической оценке одежды и обуви из 
полимерных материалов» [54]. Физико-гигиенические исследова­
ния тканей должны проводиться с учетом их сорбционных свойств 
сохранения дезинсектанта материей с целью рекомендаций по 
преимуществу обработки того или иного текстильного материала 
конкретным препаратом.

Критериями гигиенической оценки материалов, подвергну­
тых дезинсекции или импрегнации педикулицидами, являются:

-  стойкость специфического запаха, придаваемая материа­
лам;

-  изменение физико-гигиенических свойств тканей (возду­
хопроницаемость, испаряемость, гигроскопичность), которые на­
рушают нормальные физиологические реакции организма;

-  отсутствие роста патогенной микрофлоры;
-  отсутствие повреждающего действия на внешний вид мате­

рии.
Санитарно-гигиенические показатели учитываются при об­

основании безопасных условий применения педикулицидов.
8.9.4. Испытания средства в практических условиях

До этапа широких практических испытаний целесообразно 
проведение ограниченных испытаний на волонтерах с оценкой со­
стояния кожных покровов: pH, температура кожи, электросопро­
тивляемость и другие физиологические и гигиенические показате­
ли. При необходимости проверяются на добровольцах аллерген­
ные свойства изучаемого средства (кожные пробы, «лоскутная про­
ба», пробы in vitro и др.).
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Положительные результаты этого этапа позволяют перейти к 
широким практическим испытаниям педикулицидов против го­
ловного и лобкового педикулеза, а также для средств, предназна­
ченных для дезинсекции вещей и импрегнантов, для которых про­
водятся клинико-гигиенические исследования на волонтерах под 
наблюдением врачей основных специальностей — терапевта, дер­
матолога, аллерголога, невропатолога и др. Испытания проводятся 
в соответствии с этическими принципами, сформулированными в 
Хельсинской декларации Всемирной медицинской ассоциации по 
проведению биомедицинских исследований на людях 
1964-1996 гг. п. 8.2.

При положительных результатах практических испытаний 
средство рекомендуют для регистрации и внедрения в практику.

Наличие острых субъективных и объективных реакций на воз­
действие средства более, чем у 5 % испытуемых, а также сдвиги в 
физиологических и биохимических показателях у волонтеров 
(опытной группы) в сравнении с контрольной, с учетом противо­
показаний, является основанием к пересмотру рекомендованных 
режимов применения средства или его рецептуры.

На основании проведенных исследований разрабатываются 
рекомендации по мерам предосторожности при работе и хранении 
средства, которые включают в текст этикетки и инструкцию по 
применению средства.

Практические испытания педикулицидов проводят на заклю­
чительном этапе с целью оценки их безопасного применения. 
Практическим испытаниям обязательно подлежат средства на но­
вых ДВ. Для средств на основе хорошо известных компонентов 
этап испытаний ограничивается апробацией его на ограниченной 
группе волонтеров добровольцев-испытателей.

Оценка безопасности средства проводится в соответствии с 
разработанным режимом применения в двух сериях:

-  предварительная апробация средства на ограниченной груп­
пе волонтеров добровольцев-испытателей -  6—10 человек;

— окончательная апробация средства проводится на 2—3 базах 
с участием не менее 30 человек согласно разработанной инструк­
ции по испытанию эффективности и опасности как для професси­
онального контингента, так и для пациентов.

Перед началом исследований проводят общий медицинский 
осмотр и оценивают состояние здоровья добровольцев с учетом 
анамнестических данных о кожных и аллергических заболеваниях. 
Всех испытуемых инструктируют о режиме применения изучаемо­
го препарата, возможных субъективных ощущениях и при появле­
нии побочных реакций о необходимости немедленного обращения 
к медицинскому персоналу, обслуживающему испытания. По ходу
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испытаний проводят анкетный опрос испытуемых для учета субъ­
ективных ощущений и возможных жалоб. К проведению осмотров 
привлекается дерматолог, а в случае необходимости врачи других 
специальностей.

При положительных результатах испытаний в практических 
условиях или на ограниченном контингенте испытателей изучае­
мое педикулицидное средство рекомендуется для применения в 
практике или на промышленный выпуск с последующим исполь­
зованием по назначению.

В результате проведенных исследований разрабатывают реко­
мендации по мерам предосторожности при работе и хранении сред­
ства для включения в текст этикеток (бытовая или тарная) и 
инструкцию по применению.

8.9.5. Критерии оценки токсичности, опасности и отбор 
педикулицидных средств

По полученной в эксперименте токсикологической характе­
ристике средства обосновывают величину коэффициента запаса 
(Кзап) и возможный допустимый уровень его на кожных покровах. 
Коэффициент запаса выбирается с учетом: острой токсичности; 
времени контакта педикулицида с кожей и продолжительности его 
применения; величин зоны острого и субхронического действия, 
препаративной формы и др. Для большинства препаративных 
форм предложено устанавливать Kjan, равным 3.

В результате исследований I этапа проводят отбор средства для 
последующего углубленного изучения. Не подлежат дальнейшему 
изучению средства имеющие:

-  ЛД50 при нанесении на кожу менее 2 500 мг/кг (по классифи­
кации ГОСТ 12.1.007—76);

-  ЛД50 при введении в желудок менее 151 мг/кг (та же класси­
фикация);

-  местное раздражающее действие на кожу более 2 баллов;
-  выраженное местное раздражающее действие на слизистые 

оболочки глаза (2 класс опасности по классификации ДС, более 6 
баллов);

-  выраженное кожно-резорбтивное действие (К ^ менее 3);
-  сенсибилизирующий эффект;
-  отрицательное влияние на волосы.
По местному раздражающему действию на кожные покровы: 

допускается слабая (розовый тон) эритема (1 балл по классифика­
ции ДС, наблюдаемая после 3—10 аппликаций). Средства, реко­
мендованные для детей, не должны обладать местным раздражаю­
щим действием на кожу.
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Допускается слабое раздражающее действие средства на сли­
зистые оболочки глаза (1 балл), проходящее в короткие сроки 
через 1—2 ч.

Ингаляционную опасность средства и возможность примене­
ния его на практике определяют согласно классификации 
табл. 8.23.

В составы педикулицидных средств не разрешается вводить 
инсектициды ДВ, относящиеся к 1-му классу чрезвычайно опас - 
ных соединений согласно ГОСТ 12Л.007—76, обладающих специ­
фическими отдаленными эффектами (эмбриотропным, мутаген­
ным и бластомогенным).

Количественная степень опасности педикулицидов распреде­
лена по 4 классам в зависимости от величины зоны биоцидного 
эффекта по кожно-резорбтивному эффекту (от 1 до 10) и в зависи­
мости от наличия и степени выраженности раздражающих и сенси­
билизирующих свойств. Чем уже зона биоцидного эффекта, тем 
опаснее средство и наоборот.

Не рекомендуются к  применению чрезвычайно опасные сред­
ства, повреждающие волосяной покров, проявляющие одновре­
менно большинство 2—3 эффектов — кожно-резорбтивнный эф - 
фект в ранние сроки, сильное раздражающее действие в нативном

Таблица 8.23
К л а с с и ф и к а ц и я  п о  с т е п е н и  о п а с н о с т и  п е д и к у л и ц и д н ы х  с р е д с т в  

в  а э р о з о л ь н о й  ф о р м е

Класс
опасности

Характеристика 
ингаляционной 

токсичности аэрозолей 
при повторном 

воздействии

Заключение 
о возможности 

применения средства 
в практике

1
Высоко­
опасные

Токсичны в рекоменду­
емой норме расхода Не пригодны

2
Умеренно
опасные

Токсичны при 3-крат­
ном завышении нормы 
расхода

Пригодны в отсутствии лю­
дей с защитой органов ды­
хания для дезслужбы

3
Мало­

опасные

Токсичны при 10-крат­
ном завышении нормы 
расхода

1. Пригодны для дезслуж­
бы (при регламентации ре­
жима работы).
2. Пригодны для населе­
ния

4
Практически 
не опасные

Не токсичны при 
10-кратном завышении 
нормы расхода

Пригодны в условиях дез­
службы и быта
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виде и рабочих растворах, а также вызывающие выраженный (у 
50 % животных) сенсибилизирующий эффект.

К применению по эпидемиологическим показаниям с жес­
ткой регламентацией режимов применения рекомендуются высо­
ко опасные средства, проявляющие какой-либо один лимитирую­
щий эффект. Средства 3-го класса (умеренно опасные) при зоне 
биоцидного эффекта 3,1—10,0 с умеренным раздражением от пре­
парата при его повторном нанесении, а также проявлении сенси­
билизирующего эффекта у отдельных лиц могут применяться толь­
ко для взрослого населения обученным персоналом. И без ограни­
чения сфер и контингента рекомендуются средства малоопасные 
4-го класса.

Сфера применения ледикулицидных средств в виде аэрозоль­
ной формы регламентируется прежде всего с учетом реального ин­
галяционного пути воздействия на организм. Средства токсичные 
в норме расхода не пригодны для применения. Умеренно опасные 
средства 2-го класса (табл. 8.9.1) токсичные при 3-кратном завы­
шении нормы расхода рекомендованы для применения специалис­
тами дезслужбы с защитой органов дыхания. Средства 3-го и 4-го 
классов могут использоваться как специалистами дезслужбы, так и 
населением в быту.

Критерии отбора по ДВ. Запрещению подлежат средства, со­
держащие ДВ 1-го класса опасности при введении в желудок 
(ЛД50 <15 мг/кг) и ингаляционном воздействии по степени лету­
чести (С20 — гибель), 1—2-го классов при воздействии на кожу 
(ЛД50 < 500 мг/кг), с резко выраженными местно-раздражающими 
(1-й класс опасности по классификации ДС, суммарный балл отека 
и эритемы более 6 баллов) (табл. 8.2.5), кожно-резорбтивными 
(Кк/0 < 1), а также аллергенными свойствами; оказывающие депил- 
ляторный и депигментационный эффекты на волосы и кожу.

8.10. Методы изучения токсичности и опасности 
дератизационных средств

8.10.1. Этапы изучения токсичности и опасности 
дератизационных средств

Среди большой группы дезинфекционных средств проблема 
безопасности наиболее остро стоит для дератизационных средств, 
в связи с чрезвычайно высокой их токсичностью, обусловленной 
их назначением для уничтожения грызунов и, в свою очередь, 
представляющих не меньшую опасность для человека.

Как правило, родентициды в своей основной массе относятся 
к группе чрезвычайно опасных веществ 1-го класса по ГОСТ 
12.1.007—76 [24]. И если при отборе ДС другого назначения такие
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вещества запрещается включать в составы рецептур, то в качестве 
дератизационных средств их необходимо использовать для обеспе­
чения целевого эффекта.

Дератизационные средства в основном подразделяются на яды 
острого и кумулятивного типа действия, среди последних, преоб­
ладают яды, обладающие антикоагулянтным механизмом дей­
ствия.

Наиболее опасными среди дератизационных средств являются 
яды острого типа действия по сравнению с дератизационными сред­
ствами с антикоагулянтным механизмом действия, так как для них 
отсутствует специфический антидот.

В связи с этим ады острого типа действия должны применять­
ся только по эпидпоказаниям специалистами организаций, имею­
щих право заниматься дезинфекционной деятельностью.

Мероприятия по борьбе с грызунами осуществляют как специ­
алисты организаций, имеющих право заниматься дезинфекцион­
ной деятельностью, так и население, приобретающее средства че­
рез торговую сеть. Специалисты организаций, имеющих право за­
ниматься дезинфекционной деятельностью, в процессе работы с 
родентицидами должны руководствоваться правилами по охране 
труда работников дезинфекционного дела и СП 3.5.3.1129—02 
«Санитарно-эпидемиологические требования к проведению дера­
тизации» [13], в которых описан основной режим работы, правила 
по технике безопасности и необходимые средства индивидуальной 
защиты при проведении дератизационных мероприятий. Наиболее 
ответственная задача по разработке режимов безопасного 
применения и хранения дератизационных средств относится к их 
использованию населением в быту.

Для истребления грызунов используют дератизационные сред­
ства острого и кумулятивного типа действия. Пути их поступления в 
организм грызунов различны и определяются препаративной формой. 
Дератизационные средства, входящие в состав пищевых отравленных 
приманок, поступают в организм преимущественно через желудоч­
но-кишечный тракт. Для липких композиций и дустов, используемых 
при приготовлении ядовитых покрытий, имеет место комплексное по­
ступление в организм -  через желудочно-кишечный тракт и кожу. Для 
фумигантов основным путем воздействия (а для дустов дополнитель­
ным) являются органы дыхания. В практике дератизации ведущее мес­
то занимают дератизационные средства, содержащие яды кишечного 
действия. Поэтому основное внимание уделяется методам изучения 
дератизационных средств, поступающих в организм грызунов преиму­
щественно через желудочно-кишечный тракт. При изучении и оценке 
дустов и фумигантов следует ориентироваться на разработанные ранее 
для этих целей методические подходы. Наиболее опасно применение
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фумигантов, но сфера их использования достаточно узка (норы грызу­
нов в природных биотопах или на незастроенной территории, отдель­
ные сооружения: зернохранилища, мукомольные комбинаты, морские 
и речные суда, а также стога, скирды и некоторые другие объекты). 
Применение дератизационных средств в виде дустов оправдано по 
эпидпоказаниям, но не менее опасно и требует жесткой регламента­
ции.

Дератизационные средства поступают в торговую! сеть в виде 
разных препаративных форм: полностью готовых к употреблению 
(гранулы, таблетки, галеты, брикеты, тесто, пищевые приманки, 
клей) или в виде менее опасных концентратов (растворы, гели, пас­
ты и др.), из которых готовят отравленные пищевые приманки или 
ядовитые покрытия.

Вновь разрабатываемые препаративные формы дератизацион­
ных средств и рекомендуемые способы применения должны:

-  быть эффективны в отношении грызунов;
-  не обладать репеллентными свойствами (резким запахом 

или вкусом, отпугивающим грызунов);
-  гарантировать безопасность для здоровья человека;
-  не вызывать отравлений и гибели нецелевых видов живот­

ных, в т. ч. диких животных и домашних птиц;
-  иметь антидоты;
-  не приводить к загрязнению окружающей среды;
-  быть безопасными в пожарном отношении;
-  не повреждать материалы, с которыми соприкасаются.
По внешнему виду и упаковке дератизационные средства для 

предотвращения ошибок при их использовании должны отличать­
ся от пищевых продуктов, лекарственных препаратов, фуража, 
предметов домашнего обихода, детских игрушек, содержать в сво­
ем составе горечь битрекс. Цветовая маркировка приманок обя - 
зательна (постановление № 7 Госкомсанэпиднадзора России от 
21.09.1994).

При проведении токсикологического эксперимента с дерати­
зационными средствами учитывают его назначение, сферу приме­
нения, вид препаративной формы, норму расхода и способ приме­
нения.

Методическая схема изучения токсичности и опасности дера­
тизационных средств представлена на рис. 8.9. Она включает 3 эта­
па; сбор информации (1-й этап), оценку токсичности и опасности 
средства в эксперименте на лабораторных животных с учетом реко­
мендованного режима применения (2-й этап) и натурные 
испытания в практических условиях 3-й этап.

На первом этапе изучения препаративных форм дератизаци­
онных средств собираются итоговые сведения о ДВ и компонентах

597



Р 4.2.2643—10

Рис. 8.9. Методическая схема оценки токсичности и опасности 
препаративных форм дератизационных средств
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рецептуры по литературным или собственным данным; даются ре­
комендации по допустимому содержанию ДВ в препарате, составу 
и виду препаративной формы, сфере и условиям применения.

Этот этап завершается оценкой рецептуры средства, оценкой 
эффективности в лабораторных условиях и рекомендациями по 
нормам расхода и способам применения.

Второй этап подразделяется на два подэтапа: 1-й — с проведе­
нием первичной оценки токсичности средства и 2-й — с его углуб­
ленной оценкой.

Первичная оценка родентицидных средств включает подроб­
ную характеристику их острой токсичности для потенциально 
опасных путей поступления в организм по тем же параметрам, что 
и ДВ. Устанавливаются такие параметры как ЛД50, TL50, Z b и Кет 
при введении в желудок, на кожу, ингаляционная опасность — для 
фумигантов и дустов по ЛС50 и степени летучести (С20). При этом 
важным является определение среднесмертельной дозы (ЛД50) на 
наиболее чувствительном виде животных. На основании этого па­
раметра проводится регламентация норм расхода средства на объ­
екте во избежание смертельного отравления (в основном для ро- 
дентицидов острого типа действия).

По показаниям изучают местно-раздражающие, кожно-резорб- 
тивные и сенсибилизирующие свойства для препаративных форм в 
виде концентратов гелей, паст, масляных растворов.

Основной целью подэтапа углубленных исследований роден­
тицидных средств является оценка степени их реальной опасности 
с учетом назначения, условий применения, нормы расхода и вида 
препаративной формы. На этом подэтапе проводится определение 
кумулятивных свойств с учетом потенциально опасных путей по­
ступления в организм (изолированного или комплексного). Этот 
эксперимент обязателен для всех препаративных форм родентици- 
дов. На этом этапе дается характеристика стабильности препарата в 
объектах окружающей среды (прежде всего в почве) и возможности 
вторичных отравлений нецелевых видов.

На третьем завершающем этапе проводятся практические ис­
пытания родентицидных средств с учетом их эффективного приме­
нения и оценки безопасности. По результатам такой апробации в 
проект инструкции по применению конкретной препаративной 
формы вносятся изменения и дополнения.

При опасности вторичных отравлений дератизационными 
средствами необходимо соблюдать строгий режим их применения 
(или запрещения) на пищевых объектах (особенно мясокомбина­
тах, птице- и животноводческих фермах).
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Во избежание отравления птиц особой осторожности в ис­
пользовании заслуживают зерновые и гранулированные препара­
тивные формы родентицидов.

Анализ полученных от испытателей заключений о побочных 
эффектах должен быть основанием (при необходимости) для вне­
сения соответствующих изменений и дополнений в разделы по ме­
рам предосторожности и оказанию первой помощи инструкции по 
применению и этикетку готового средства.

В инструкции по применению родентицидного средства осо­
бое внимание уделяется мерам предосторожности:

-  хранению, перевозке и раскладке средства;
-  медицинским противопоказаниям для лиц, работающих со 

средством;
-  использованию средств индивидуальной защиты;
-  методам и способам безопасного применения раскладки, 

включая требования для разных категорий объектов (детские, ле­
чебные, пищевые и др.);

-  способам сбора и утилизации остатков средства, тары и тру­
пов павших грызунов;

-  способам оказания первой помощи при случайном отравле­
нии, включая применение антидота и другие меры по детоксика­
ции яда.

Кроме этого проводится определение фактора безопасности 
(SF) в реальных условиях применения для дератизационных 
средств в форме дустов и порошков.

8.10.2. Перечень определяемых показателей для оценки 
токсичности и опасности дератизационных средств

$.10.2.1. Дератизационные средства в различных формах 
пасты, гели, масляные растворы, тесто

• Острая токсичность при введении в желудок (ЛД50).
* Острая токсичность при нанесении на кожу (ЛД50).
* Кумулятивный эффект.
♦ Острая ингаляционная опасность в насыщающих концен­

трациях по степени летучести (С20).
* Кожно-резорбтивноедействие 0,5 мес..
• Местно-раздражающее действие на кожу 0,5—1,0 мес..

$.10.2.2. Д е р а т и з а ц и о н н ы е  с р е д с т в а  в  в и д е  д у с т о в  и  п о р о ш к о в

• Острая токсичность при введении в желудок (ЛД50).
* Острая токсичность при нанесении на кожу (ЛД50).
• Кумулятивный эффект.
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• Оценка реальной опасности средства в рекомендованных 
режимах применения фактор безопасности.

• Местно-раздражающее действие на слизистые оболочки
глаз.

• Кожно-резорбтивное действие 0,5 мес..
8.10.2.3. Дератизационные приманки 

зерновые, гранулированные, блоки восковые, парафинированные

• Острая токсичность при введении в желудок (ЛД50).
• Кумулятивный эффект.

8Л03. Методы изучения токсичности и опасности 
дератизационных средств

8.10.3.1. Определение средне-смертельной дозы при однократном 
введении в желудок (ЛД.0)

Определение средне-смертельной дозы дератизационных 
средств при однократном введении в желудок проводится путем 
насильственного введения исследуемого родентицида в желудок 
зондом (это относится к препаративным формам в виде масляных 
концентратов, гелей, паст, дустов) (п. 8.2.2.1) или путем дозирован­
ного скармливания (это относится в основном к препаративным 
формам в виде брикетов, гранул, зерновых приманок).

На основании установления тесной корреляционной связи па­
раметров острой токсичности (ЛД50) ДВ и дератизационных 
средств на их основе, в составы которых входят в основном индиф­
ферентные компоненты, как правило, пищевые добавки, предлага­
ется осуществлять прогноз величины ЛД50 дератизационных 
средств, исходя из величины ЛД50 ДВ и процента содержания ДВ в 
дератизационных средствах по формуле ВОЗ:

ЛД50средства =
ЛД50Д В х Ш

%ДВ в средстве 
Оценку результатов проводят в соответствии с критериями от­

бора дератизационных средств.
8.10.3.2. Определение средне-смертельной дозы 

при однократном нанесении на неповрежденные кожные покровы (ЛД;0) 
п. 8.2.2.2

Оценку результатов проводят в соответствии с критериями 
отбора дератизационных средств.

8.10.3.3. Определение кумулятивных свойств
Кумулятивный эффект является основным показателем дей­

ствия дератизационных средств кумулятивного действия. Кумуля­
тивное действие дератизационных средств определяется при их по-
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вторном введении в желудок методом Ю. С. Кагана. Этот метод 
позволяет определять коэффициент кумуляции (К ^.) по леталь­
ному исходу и среднюю продолжительность летального исхода (в 
сутках) у 50 % животных (ТЪ50). Для выявления кумулятивного эф­
фекта грызунам (мыши, крысы) средство вводят перорально в те­
чение 2—4 месяцев ежедневно в дробностях от ЛД50 (1/2 и ниже). 
Число доз и их уровень определяется свойствами дератизацион­
ных средств. В целях сравнительной оценки кумулятивное™ раз­
личных дератизационных средств сопоставляют значения их ,
найденных при введении 0,05 ЛД50.

Исследования кумулятивного эффекта дератизационных 
средств можно проводить другими методами, которые, в основном, 
пригодны для целей ускоренной оценки п. 8.2.2.11.

В случае если ЛД50родентицида более 10 г/кг, что имеет место у 
многих дератизационных средств, оценка их кумулятивных 
свойств проводится с затравкой животных в максимальных режи­
мах с оценкой степени интоксикации.

На основании установления тесной корреляционной связи ку­
мулятивных свойств (Ккун) ДВ и дератизационных средств на их 
основе, предлагается осуществлять прогноз кумулятивного эффек­
та дератизационных средств по кумулятивному эффекту их ДВ и 
наоборот.

Оценку результатов проводят в соответствии с критериями от­
бора дератизационных средств.

8.10.3.4. Определение ингаляционной опасности в насыщающих 
концентрациях по степени летучести (См) (п. 8.2.2.4)

Оценку результатов проводят в соответствии с критериями от­
бора дератизационных средств.

8.10.3.5. Определение местно-раздражающего 
действия на кожу

См. п. 8.2.2.6,
8.10.3.6. Определение кожно-резорбтивного действия 

средства на кожные покровы
Кожно-резорбтивное действие дератизационных средств про­

водится как для ДВ, так и препаративных форм соответствующего 
вида (пасты, гели, масляные концентраты и др.) в экспериментах 
на мышах, крысах или животных других видов с повторным (10 ап­
пликаций) воздействием.

Указанные исследования проводятся в случае отсутствия 
смертельного эффекта при однократном воздействии, показателя­
ми которого служит ЛД5осШ, Кк/0 и TL50 п. 8.2.2.8.
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П оказателями кож ной резорбции, кроме смертельного исхода 
и клинической картины  интоксикации служат функциональные 
изменения (интегральные и специф ические), регистрируемые к 
моменту окончания опыта.

8.10.3.7. Определение местно-раздражающего действия на слизистые оболочки глаз
См. п. 8.2.2.7.

8.10.3.8. Определение сенсибилизирующего действия дератизационных средств
См. п. 8.2.2.11.

8.10.3.9. Определение фактора безопасности (SF)
См. п. 8.7.3.

8.10.4. Критерии оценки токсичности и опасности 
дератизационных средств

8.10.4.1. Критерии отбора
К ритерии оценки опасности дератизационны х средств отра­

ж ены  в разработанной классиф икации токсичности и опасности 
родентицидов (ДВ и препаративных форм) (табл. 8.24). О на вклю ­
чает 4 класса (1 класс опасности — чрезвычайно опасные; 2 класс 
опасности — высоко опасные; 3 класс опасности — умеренно 
опасные и 4 класс опасности — мало опасные).

Предлагаемая классиф икация охватывает наиболее ш ирокий 
диапазон параметров острой токсичности от наименьш их величин 
для ДВ до наибольш их величин для их препаративных ф орм при 
трёх основны х потенциально опасных путях поступления в орга­
низм (в желудок и на кожу по ЛД50, а ингаляционно — по Л С 50 и сте­
пени летучести). И з других показателей опасности введено средне 
смертельное время (TL50). Этот параметр позволяет разделить яды  
острого и кумулятивного типа действия с быстрой гибелью ж ивот­
ных и во времени.

Введен показатель избирательной токсичности в виде ко эф ­
ф ициента избирательной токсичности (К ит) при сравнении вели­
чин Л Д 50 нецелевых видов (кош ка, собака, свинья, курица) и целе­
вых видов грызуны, а также выраженности кумулятивного эф  - 
ф екта в виде коэф ф ициента кумуляции ( К ^ ) — отнош ения вели­
чины  ЛД50 при повторном воздействии (ЛД50П) к  ЛД50 при однократ­
ном воздействии (ЛДso1). П ри этом различаю т 4 степени кумуляции 
(чрезвычайная -  1; высокая — 1—3; умеренная —
КкуМ 3 ,1 —5,0 и малая — > 5). По величине коэф ф ициента куму­
ляции  ДВ прогнозируется степень опасности препаративны х форм
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Классификация токсичности и опасности родентицидов (ДВ и их препаративных форм)

Лимитирующие
эффекты Показатели

Классы опасности
1

чрезвычайно опасные
2

высоко-
опасные

3
умеренно
опасные

4
мало­

опасныеА ■ Б
Острая 
токсичность 
(для потенциаль- 
но опасных 
путей)

ЛД50 в желудок, мг/кг < 2 2 ,1 -14 ,0 15-150 151-5  000 > 5  000
ТЦ„, сутки <1 >1 > 1 > 1 >1
Антидот - + + + +
ЛД50 на кожу, мг/кг < 100 100-500 5 0 1 -2  500 > 2  500
ЛС50 ингаляционно, мг/мэ <500 5 0 0 -5  000 5 0 01-50  000 >50 000
С20 (по степени летучести) 
для фумигантов

Тяжелое отравление с воз­
можным летальным исхо­
дом

Отравление 
выше порога 
острого дей­
ствия

Отравление 
на уровне по­
рога острого 
действия

Отсутствие
отравления

Избирательная
токсичность

ЛД50 нецелевого вида 
животных (кошка, со- 
бака, свинья, курица)

^  ЛД50 целевого вида 
животных (грызуны)

< 3 3 ,1 -9 ,0 9 ,1 -2 7 ,0 >27

Кумулятивный
эффект

у- _  ЛД50

к,м лд;„ < 1 1-3 з, 1 -5 ,0 > 5

Стабильность
(почва)

Время разложения на неток­
сичные компоненты (Т1/2), 
мес*

> 12 6 -1 2 1 ,0 -6 ,1 <1

Примечание: «+» наличие антидота; «—» отсутствие антидота
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дератизационных средств. Высокая кумулятивная активность про­
гнозирует опасность хронической интоксикации.

Не менее важным является определение функциональной ку­
муляции дератизационных средств с введением в желудок низких 
доз (l/ioo ДЦ50 и ниже) на протяжении 1—2 месяцев по методике 
Г. Н. Красовского и расчетом кумулятивного эффекта по зоне ку­
мулятивного действия. По окончании подострого опыта устанав­
ливается минимально действующая пороговая доза родентицида 
(ПДпэк), используемая для определения зоны кумулятивного дей­
ствия (ЛД50/П Д пэк) и ускоренного прогноза МИД.

Величина зоны кумулятивного действия прямо пропорцио­
нальна степени выраженности кумулятивных свойств вещества. 
Этот показатель опасности имеет большое значение в гигиене окру­
жающей среды, т. к. позволяет оценить кумулятивность веществ по 
функциональным изменениям организма на пороговых уровнях 
воздействия. Классы опасности родентицидов по значениям зоны 
кумулятивного действия представлены в табл. 8.25.

Таблица 8.25
К л а с с ы  о п а с н о с т и  в е щ е с т в  п о  з н а ч е н и я м  з о н  

к у м у л я т и в н о г о  д е й с т в и я

Показатель
Класс опасности

1 2 3 4
Зона кумулятив­
ного действия 
(ЛД50/ПДп„)

> 1 х 10' 1 х 101 1 х 10г < 1 х 10

Последний показатель — экологический в виде стабильности 
ДВ в почве и времени разложения (Т1/2) ДВ на нетоксичные компо­
ненты.

Принято также во внимание наличие или отсутствие антидота 
к  средствам.

В предлагаемой классификации 1 класс подразделяется на два 
класса — 1-й класс А и 1-й класс Б.

Подклассы 1 А и 1 Б разграничены между собой не только по 
величине ЛД50 в желудок, но и по ТЪ50 и антидоту (наличию или от­
сутствию) . Так, в 1-й класс А включены яды с величиной ЛД50 в же­
лудок < 2 мг/кг, TLS0 < 1 суток, с отсутствием антидота; в 1-й класс 
Б включены яды с величиной ЛД50 в желудок 2,1—14,0 мг/кг, TLS0 > 
1 суток (как и для последующих классов) и с наличием антидота 
включая и последующие классы.
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По 1-му и 2-му классам будет в основном осуществляться клас­
сификация опасности ДВ, а по 2—3-му и 4-му классам — классифи­
кация самих родентицидных средств.

Причем при оценке опасности ДВ и дератизационных средств 
по классификации следует исходить из приоритетных лимитирую­
щих критериев и их совокупности, которые характеризуют их 
реальную опасность.

Так, например, для условий применения средств следует ори­
ентироваться на параметры их острой токсичности, а в случае их 
систематического воздействия, имеющего место в производствен­
ной сфере, на силу их кумулятивных свойств.

В связи с этим одно и то же средство для условий применения и 
производства может характеризоваться разными классами опас­
ности. В первом случае оцениваться по 3-му или 4-му классу, а во 
втором -  по 1-му классу опасности.

Причем и по показателям острой токсичности выбор лимити­
рующего критерия в оценке опасности средства должен опреде­
ляться потенциально опасным путем его поступления в организм. 
Так, для приманок, например, величиной ЛД50 при введении в же­
лудок, для дустов, фумигантов и порошков — величиной ЛС50 и сте­
пенью летучести (С20) при ингаляции, для гелей, мазей, паст, мас­
ляных растворов ~ ЛД50 на кожу.

Естественно, что опасность средств будет выше, если по всем 
лимитирующим параметрам они будут относиться к 1 классу.

Указанная классификация позволяет оценивать степень опас­
ности родентицидов, осуществлять их отбор и регламентацию в сос­
тавах препаративных форм.

Наиболее жесткие требования относятся к родентицидам 
1-го класса А. Они должны запрещаться или ограничиваться по со­
держанию в составах родентицидных средств. Особенно это отно­
сится к родентицидам, приводящим к тяжелым и необратимым из­
менениям при отсутствии антидотов (например, фторацетамиду, 
фторацетату натрия), к  остродействующим ядам с быстрой ги­
белью животных — например крысиду, к антикоагулянтам 2-го по­
коления (бродифакуму, бромадиолону, флокумафену и др.) с низ­
кими величинами ДЦ50 в желудок.

С ограничением следует также использовать дератизационные 
средства не обладающие избирательной токсичностью в отноше­
нии целевых видов (К^ < 3). Родентицидные средства на их основе 
должны запрещаться и лишь при необходимости использоваться 
специалистами организаций, имеющих право заниматься дезин­
фекционной деятельностью, по эпидпоказаниям с ограничением 
сферы применения, причем только в безопасных препаративных 
формах (парафинированные приманки, брикеты, гранулы, микро-
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капсулы) и с соблюдением всех мер предосторожности, включая 
раскладку только в приманочных ящиках с запорами или под над­
зором.

Родентициды, относящиеся к 1-му классу Б должны использо­
ваться дифференцированно: с остронаправленным типом дей­
ствия, рекомендуются для использования, главным образом, спе­
циалистами организаций, имеющих право заниматься дезинфек­
ционной деятельностью, а кумулятивного -  населением в условиях 
быта. Родентициды этого класса должны строго регламентировать­
ся в составах препаративных форм, в зависимости от их вида, фор­
мы и условий применения, особенно в условиях быта. Родентицид- 
ные средства на основе ДВ этого класса должны применяться со 
средствами индивидуальной защиты), а в быту только специалис­
тами организаций, имеющих право заниматься дезинфекционной 
деятельностью в безопасных, готовых к применению препаратив­
ных формах (зерновых, гранулированных в виде парафинирован­
ных блоков и брикетов, микрокапсул).

Для высоко опасных родентицидов 2-го класса конкретная 
тактика в применении должна определяться свойствами готовой 
препаративной формы — ее изолированным или комплексным воз­
действием на организм. При комплексном воздействии на орга­
низм средства должны использоваться преимущественно специа­
листами организаций, имеющих право заниматься дезинфекцион­
ной деятельностью с соблюдением мер предосторожности и регла­
ментацией норм расхода на объекте, а при изолированном — насе­
лением в быту. Для широкого использования в практике без 
ограничения сфер применения рекомендуются умеренно и мало 
опасные средства 3 и 4 классов.

Так, если для условий применения следует в основном ориен­
тироваться на острую токсичность средств, то для условий произ­
водства — на силу их кумулятивных свойств. И как показали наши 
исследования — в то время как опасность острого отравления у пре­
паратов снижается, опасность их хронического отравления (по вы­
раженности кумулятивных свойств) остается по-прежнему высо­
кой, требуя строгих мер предосторожности для специалистов орга­
низаций, имеющих право заниматься дезинфекционной деятель­
ностью в сфере производства.

8.10.4.2. Критерии оценки

Дератизационные средства, относящиеся ко 2—3-му классам 
высоко и умеренно опасных веществ в форме паст, гелей, масляных 
растворов, дустов и порошков при введении в желудок, нанесении 
на кожу и острой ингаляционной опасности в насыщающих кон-
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центрациях (С20) должны применяться только специалистами, а 
4-го класса — без ограничений.

По кумулятивному эффекту ограничения в применении дера­
тизационных средств отсутствуют. Учитывается только вид дерати­
зационного средства (яды острого или кумулятивного типа дей­
ствия).

Дератизационные средства в форме паст, гелей, масляных рас­
творов, обладающие местно-раздражающим и кожно-резорбтив- 
ным действием, при нанесении на кожу должны применяться толь­
ко специалистами со средствами индивидуальной защиты кожи 
рук -  резиновые перчатки, а при отсутствии указанных эффектов - 
без ограничений сферы применения.

Дератизационные средства в форме дустов и порошков, отно­
сящиеся к 3—4-му классам опасности по местно-раздражающему 
действию на слизистые оболочки глаз, должны применяться спе­
циалистами и населением в быту с регламентированными условия­
ми применения, а к  S-му классу опасности -  без ограничений 
сферы применения.

Дератизационные средства, относящиеся ко 2—3-му классам 
высоко и умеренно опасных веществ, в форме приманок при введе­
нии в желудок должны применяться только специалистами, а 4 
класса — без ограничений.

Оценка реальной опасности дератизационных средств должна 
проводиться только для препаративных форм в виде дустов и 
порошков.

Критерии оценки безопасного применения дератизационных 
средств представлены в табл. 8.26.

В случае, когда SF > 1, реальная опасность средства высока (как 
для специалистов, так и для населения) и для применения его необ­
ходимо использовать комплекс средств индивидуальной защиты.

В случае, когда SF <1, реальная опасность средства низка и его 
можно рекомендовать для использования населением и специа­
листам без средств индивидуальной защиты.
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Таблица 8.26
Критерии оценки

безопасного применения дератизационных средств
Нормативные

показатели
Разрешено

применение
Назначение

средства
Исследуемые
показатели величина

показателя
класс
опас­
ности

1 2 3 4 5
Дератиза­
ционные 
средства в 
различных 
формах 
(пасты,

Острая токсичность 
при введении в же­
лудок (ЛД50 в, мг/кг)

не менее 
15

не менее 
151

2

3

Специалистам*

Специалистам*

гели, мас­
ляные рас- 
творы, тес- 
то)

более 
5 000

4 Без ограничений

Острая токсичность 
при нанесении на 
кожу, ЛД50, мг/кг

не менее 
500

2 Специалистам*

не менее 
2 500

3 Специалистам*

более 
2 500

4 Без ограничений

Кумулятивный
эффект:
-  антикоагулянты; не более 3 1-2 Без ограничений
-  яды острого типа 
действия

более 3 3 -4 Без ограничений

Острая ингаляци­
онная опасность в 
насыщающих кон­
центрациях (С20)

С20 = кли­
ника

2 Специалистам* 
со средствами 
индивидуальной 
защиты органов 
дыхания

см = Lim„ 3 Специалистам*
Сю < Lim„ 4 Без ограничений

Кожно-резорбтив- 
ный эффект 
0,5 мес.

Наличие
эффекта Не

норми­
руется

Специалистам* 
(со средствами 
защиты кожи 
рук -  перчатки)

Отсутствие
эффекта

Не
норми­
руется

Специалистам*, 
населению 
в быту

Местно-раздражаю­
щее действие на 
кожу 0,5—1,0 мес.

Наличие
эффекта

Не
норми­
руется

Специалистам* 
(со средствами 
защиты кожи 
рук — перчатки)
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Продолжение табл. 8.26

1 2 3 4 5

Отсутствие
эффекта

Не
норми­
руется

Специалистам*, 
населению в 
быту

Дератиза­
ционные 
средства 
в виде дус- 
тов, по­
рошков

Острая токсичность 
при введении в же- 
лудок, (ЛДИ, мг/кг)

не менее 
15

не менее 
151

более 
5 000

2

3

4

Специалистам*

Специалистам*

Специалистам* 
и населению 
в быту

Острая токсичность 
при нанесении на 
кожу (ЛД50, мг/кг)

не менее 
500

2 Специалистам* 
(со средствами 
защиты кожи 
рук -  перчатки)

не менее 
2 500

3 Специалистам*

более 
2 500

4 Специалистам* 
и населению 
в быту

Кумулятивный
эффект;
— антикоагулянты; не более 3 1-2 Специалистам* 

и населению
в быту

-  яды острого типа 
действия

более 3 3 -4 Специалистам* 
и населению 
в быту

Оценка реальной 
опасности средства 
в рекомендованных 
режимах примене­
ния (фактор безо­
пасности)

> 1 не нор­
миру­
ется

Специалистам*

< 1 не нор­
миру­
ется

Населению 
в быту

Местно-раздражаю­
щее действие на гла­
за, баллы до 4 3 -4

Специалистам* 
и населению в 
быту с регла­
ментированны­
ми условиями 
применения

0 5
Специалистам* 
и населению в 
быту
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Продолжение табл. 8.26
1 2 3 4 5

Дератиза­
ционные 
приманки 
(зерновые, 
гранулиро­
ванные, 
блоки вое-

Острая токсичность 
при введении в же­
лудок (ЛД50, мг/кг)

не менее 
151

более 
5 000

3

4

Специалистам*

Специалистам* 
и населению 
в быту

ковые, па­
рафиниро­
ванные и 
др)

Кумулятивный
эффект:
антикоагулянты не более 3 1 -2 Специалистам* 

и населению 
в быту

яды острого типа 
действия

более 3 3 -4 Специалистам* 
и населению 
в б ыту

* Специалисты: обученны й персонал организаций» им ею щ их право заниматься 
дезинф екционной  деятельностью.
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Приложение 1
Классификация опасности вредных веществ 

при кожном пути поступления

Наименование
показателя

Класс опасности

I II III IV

Предельно допус­
тимый уровень за­
грязнения кожного 
покрова (ПДУю;) 
вредным вещест­
вом, мг/см2

Менее
0,00002

0,00002-
-0,0002

0,00021-
-0 ,002

Более
0,002

Среднее смертель­
ное время при по­
ступлении вещес­
тва через кожу, мин

Менее
3 3 -3 0 31-300 Более

300

Средняя смертель­
ная доза при нане­
сении вещества на 
кожу, мг/кг

Менее
50 50-500 5 1 -5  000 Более 

5 000

Порог острого дей­
ствия при нанесе­
нии вещества на 
кожу, мг/кг

Менее
5 5 -5 0 51-500 Более

500

Порог хроническо­
го действия при на­
несении вещества 
на кожу, мг/кг

Менее
0,1

0 ,1 -1 ,0 1,1-10 Более
10
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