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Настоящие методичеокие указания предназначены для сани- 
тарно-зпидемиологичеоких отанций и научно-иоследователь- 
ских учреждений Минздрава СССР, а также ветеринарных, аг­
рохимических, контрольно-токоикологичеоких лабораторий 
Минсельхоза СССР и лабораторий других Миниотеротв и ве­
домств, занимающихся анализом остаточных количеотв пес­
тицидов и биопрепаратов в продуктах питания, кормах и 
внешней среде,

Методичеокие указания апробированы и рекомендова­
ны в качестве официальных группой экспертов при Госкомио- 
сии по химическим средствам борьбы о вредителями, болез­
нями растений и сорняками при МСХ СССР. (Председатель 
группы зкопертов М.А.Клисенко).

Методические указания согласованы и одобрены от­
делом перспективного планирования оанэпидслужбы ИМПиТМ 
мм.Е.И.Марциновокого и лабораторным советом при Главном 
санитарно-эпидемиологическом управлении Минздрава СССР.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ ПО ОПРЕДЕЛЕНИЮ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ 
ИНСЕКТИЦИДОВ НЕПРЯМЫМ ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНТНШ МЕТОДОМ

Известные в настоящее время микробиологические препараты 
для защиты растекий могут быть вирусной» бактериальной и гриб­
ной природы. Все вирусные препараты, получаемые в промышленных 
иди лабораторных уодовиях, содержат в качестве действующего на­
чала випусные включения типа полиэдров или гранул размером от 
0,2 до 5 и более микрон.

Бактериальные препараты, такие как энтобактерин, дендро^ 
бацилдин, инсектин, гомелин и некоторые другие, имеют В своем 
составе опоры и кристаллический токсин, размеры которых лежат 
в пределах разрешения обычного светового микроскопа. Грибные 
препараты боверяя и внтоыофгории также имеют корпускулярную 
природу, так включают прежде всего споры, а также конидии, ги- 
фадьныв и мицедиадькые тела грибов.

Все биологические препараты в большинстве случаев выпус­
каются в виде порошка светло-оерогс цвета, состоящего из соот­
ветствующих компонентов действующего начала и наполнителя (као­
лин иди тальк).

Принцип уетода

Метод йммунофдуорвецекцид, разработанный в 1940 году 
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Для яьщунязации используют молодых кроликов весом 2,5 -  
3 кг. В случае работы о вирусными препаратами в количестве анти** 
генов служат высоко очищенные дифференциальным центрифугирова­
нием вирусные включения: полиэдры или гранулы* Способ иммуниза­
ции -  внутривенный* Схемы иммунизации кроликов приведены в таб­
лицах I  и 2,

Через десять дней пооле последней инъекции проводят то­
тальное обескровливание кроликов. Кровь собирают в стерильные 
пробирки. Для лучшего отслаивания сыворотки пробирки о кровью 
помещают на 30 минут в термостат при температуре 37°. Пооле 
этого сгусток крови отслаивают и оставляют на оутки при 4° для 
ретракции сгустка. Затем сыворотку отсасывают от сгустка, пере­
носят в стерильные флаконы и центрифугируют в течение 10-15 
минут при 800-1000 об/мин. для отделения клеточных компонентов. 
Пооле этого сыворотку разливают в стерильные ампулы, добавляют 
консервант (мертиодят, борная кислота) в концентрации 1:10000 
и хранят до употребления в холодильнике при 4° или в заморожен­
ном виде при температуре -20°. В случае централизованного произ­
водства проводят лиофмлизацйю сывороток.

Для получения иммунных сывороток к действующим компонен­
там бактериальных препаратов (дендробацилдин, оатсбактерик) 
целесообразно использовать методику, предложенную В.И.Полтевым 
(1969).

Сыворотки готовят к вегетативным формам бактерий. Для 
этого бактерии выращивают при температуре 28-30° в течение 8 
часов, консервируют 5/г-ным формалином и хранят в холодильнике.

Перед иммунизацией кроликов взвесь микробов разбавляют 
раствором 9 ,555-ного хлористого натрия до оптического стандарта,
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Таблице 1
Схеме иммунизация жродикйв ядернши талнадраыи 
из непарного щедводрдда л шаусткой совка

ДО инъекцчй 1 2 3 4 5 6

Колячесхво вводимого ма­
териале в ыд/тмто взвеси 
250 ман.аодвэдров в и л ) 1 2 3 5 5 5

Интервале в днях 3 3 3 7 7

Таблица 2
Схеме иммунизации нродшков гранулами ав озимой совки

инъекций I а а 4 5 о

Количество вводимого бед~ 
кэ в кг (воздушно сухие 
Гранулы). Х0.0 10,0 20,0 00,0 30,0 30,0

Интервалы в днях 3 3 3 ? 7

соответствующего 2 млрд, микробных пел* Антиген вводят внутри- 
вешю кролику через каздае 5 дней цо охсме: 1-е введение -  0,5 
мд, 2-е I , З-о -  I , 4-о *► 1*5 и 5-е 1,5 ыд* Через 5-7 дней у 
кроликов берут кровь и подучают сыворотку.

Ход анализа
Но поде, обработанном биопрепаратом, берется 10 листьев 

или стеблей растений* jtf лаборатории на поверхность растительно­
го субстрата, о помои## глазной пипетки, наносят 2Й~нпн раствор 
органического стекла В ацетоне, который при комнатке;; темпера ту-



ре и ниже, быотро эаотывае*, превращаясь в властичную пленку 
‘ толщиной от 0,01 до .6,1 мы; ■ Затем пленку р оуботрата снимают, пе-;■; 
ренооях не предметное отекло, на которое нанеоез олой 2^-ного 
раствора органического отекла в ацетоне. Пленку в отот ôaoî V '■

■ помещают чистой стороной (т .е . верхней). Раотврр ваоть^аает в ,
фиксирует пленку о отпечатком. Поадэдншй о оубот^тр’ препарат 
окрашивают яшлунрфлуореодентным нёцйшш1 методом. При атом на 
пленку наносят шмуную специфическую сыворотку в разведении . ;'f :t  
1;Х0. Препараты остаются ^  контакте с сывороткой в течение • •
15-20 минут во’влакной камере Сиопольвяютоя чашки Петри) при

: температуре 37°. Поояе втрго препараты промывают дваады по десять 
минут фиэиолоиичоскт* раотвором я’ обрабатывают допйеоцирующей 
оолиной сывороткой против шагов кролика. Техника,
применения яюминесцирушщай сыворотки одиоана в нао тавленив, при- . 
лагаеком к кассой; партии^доворцтад^
. Заключается она в одедующем: сухую сыворотку, находящуйг

■ ся: в ампуле» раотворяют в 0,5 мд диотиллированной-водь’.; После;
роотворония' сыворотку Центрифугируют при 3000 оборотов; в ; минуту 
в течение 20 минут в пенициллиновом флаконе и осторожно перено­
сят пипеткой в новый флакон. , ' , Г - V; . , - v -

Сыворотку разводят до рабочего разведения, указанного на 
этикетке.Злзваденпую сыворотку поносят на препарат: и оставл,1Ют..
:&- контактёУЬо влажной камере при 37° в течение 15-20 Минут.

: Затем препараты промывают, дваадыв физио логическом, раотворе, 
ополаскивают дастилдировайой водой1, подсушивают на воздухе и ; 
просматривают’ под. люминесцентным микроскопом в падающих сине- . 
фиолетовых лучах. При выявлении полиэдреиных вирусных'включсашй ; 
(препараты "ВИР15К-ЭКС"’’ВИРИИ-ЭНШ") удобнее пользоваться объек-
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. тивом с увеличением 40, в олучае выявления гранул, бактерия ль— 
них спор я кристаллического токоинё (препараты онтобактерш, 
децдробацйллян за др),• -  объективом масляной^иммерсия•. . • /..

. Для контроля иммунологической специфичности необходим * 
просмотр контрольных препаратов.

1. Препараты,-‘Обработанные по описанной методике', но не ' -
содержащие , искомых вирусных включений. . ' ; ' • " ,

2 .  : Препараты; заведомо содержащие иокомые вирурные включе-'
НЛЯ. ' ' /  ' г , . ■ ■ ;л< •

3. Препараты; обработанные ' .физио логическим раствором вмео-  ̂ .
то иммунной кроличьей сыворотки* : /

. ; 4. ' Препараты, обработанные, нормальной сывороткой вместо
.■ ■■ специфической. ; * ' '',г /  ' . . •’

При соблюдении всех условий метода в контрольных препарате|[ 
специфическое свеяеме отсутствует; ‘.р; /

£а£ч.ет_оби^^же1що£о^колйчес2ва действ^едзгд ч v'/.; 
иачала^препарата^ •.

• В. ходе анализа определяют площадь поля зрения микроскопа.; \ 
с рабочим объективом (используя окуляр — и объектмйкрбметры) и 

..подсчитывают число включений в 100-500 полях* Для удобства счо- 
та определяют в каких пределах перемещения предметного столика 
иожно -получить требуемое, число полей. Так если;робота ведется.- 

. о объективом х 40, то целесообразно перемещать стоkiik в Tipo-i .'.; 
долькой направлении по 30 мм, что будет цоотвотствовать 100 
диаметрам полей зрения. Устэдовив сроднее количество'- мшфооргн^
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