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Настоящие методичеокие указания предназначены для са н и -  
тарно-зпидемиологичеоких отанций и н аучно-и осл едователь- 
ских учреждений Минздрава СССР, а также ветеринарных, а г­
рохимических, контрольно-токоикологичеоких лабораторий 
Минсельхоза СССР и лабораторий других Миниотеротв и ве­
дом ств, занимающихся анализом остаточных количеотв п ес­
тицидов и биопрепаратов в продуктах питания, кормах и 
внешней с р е д е ,

Методичеокие указания апробированы и рекомендова­
ны в качестве официальных группой экспертов при Госкомио- 
сии по химическим средствам  борьбы о вредителями, б о л ез­
нями растений и сорняками при МСХ СССР. (П редседатель  
группы зкопертов М .А.К лисенко).

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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5) сахароза
6) антибиотики: пенициллин, стрептомицин, нистатин
7) мертиолят

Специфическими ингредиентами в данной методике являются: 
а) синька Эванса, б) меченая изотиоционатом флюоресцеина ослиная 
сыворотка против глобулинов кролика /изготовляемая в г.Москва в 
Институте эпидемиологии и микробиологии им.Гамалеи/ ив) специфи­
ческая антиполмэдренная кроличья сыворотка.

Поскольку централизованное производство антиполиэдренных сы­
вороток еще не налажено, необходимо изготавливать сыворотки в ла­
бораторных условиях. Схема иммунизации кроликов полиэдрами описана 
нами в сборнике № 10 ’’Методических указаний по определению микро­
количеств пестицидов в продуктах питания, корках и внешней среде" 
на примере вирин-ЭНШ и может быть применена для получения актиноли- 
эдренной сыворотки к вирусу ядерного полиэдроза капустной совки. 
Материалом для иммунизации служит взвесь очищенных полиэдров капуст­
ной совки, извлеченных из препарата методом дифференциального центри­
фугирования и разделения в градиенте плотности сахарозы, как описа­
но на примере вирин-ЭНШ в сборнике if* JQ.
2.3. Приборы, аппаратура, пооуда.

I)  люминесцентный микроскоп 10) пробирки бактериология.

2) окулярная сетка I I )  чашки Петри

Э) объект-микрометр 12) предметные стекла

4) камера Горяева 13) пипетки пастеровские

5) центрифуга /  до 5000 об/мин /  14) пипетки мерные

6) термостат /  37°С / 15) цйлиндры стеклянные.

7) рН-мэтр
в) мембранные Фильтры № 2,3
9) Фильтр Зейтца
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2 .4 . Подготовка к определению.
Пои отсутствии централизованного изготовления специфических 

иммунных антиподиэдренных сывороток основная подготовительная ра­
бота сводится к приготовлению этих сывороток в лабораторных усло­
виях*

Следующим подготовительным этапом является отбор проб, их под­
готовка и хранение. Опиоаннс приводится в пункте 2.5.

Накануне исследования следует отъюстировать микроскоп, уста­
новить фильтры*

Для проведения подсчета полиэдров в исследуемом объеме по фор­
муле, приводимой в пункте 2.7, необходимо определить площадь квад­
рата окулярной сетки / £  /  с помощью объект-микрометра, помещенного 
на предметный столик микроскопа вместо препарата. Определяют сторо­
ну квадрата окулярной сетки. При отсутствии окулярной сетки опре­
деляют с помощью объект-микромзтра диаметр поля зрения и вычколяют 

/У  по формуле; £  -  ffî %
2.5. Отбор проб.

После обраоотки сельскохозяйственных культур вирусными инсек­
тицидами вирионы и полиэдры не проникают внутрь растений. Они могут 
находиться только на поверхности растительных объектов.

Для взятия проб с поверхности растительных объектов /  листья, 
плоды/ нужно заготовить заранее марлевые салфетки 5x5 см. Уложить 
их в чашки Петри иди бумажные пакеты и простерилиэовать; в таком 
вйде они могут долго храниться. С помощью таких салфеток можно 
брать пробы методом смыва /  протирания /  влажной салфеткой более 
или менее гладкой поверхности растения /  головки капусты, листьев 
капусты, свеклы /  порядка 100 см^. Для этого пинцетом оерут салфет­
ку, смачивают в стерильном физиологическом растворе /pH 7 ,4 -7 ,6 /, 
ааоыток отжимают и тщательно протирают исследуемую площадь. Затем



салфетку переносят в колбочку с физиологическим раствором /  100мл/, 
Энергично встряхивают Э-3 минут, салфетку отжимают пинцетом и уда­
ляют.

При исследовании неровных поверхностей /  ягоды. Фрукты, плоды/ 
ИЛИ поверхностей мелких объектов /трава/ делают нарзэки исследуе-

р
мах объектов, заполняют имя трафарет с площадью 100 см . Общая

р
площадь нарезки будет равняться 100 с м .  Затем измельчена^ нарезки 
помещают в колбы с физиологическим рествором /pH 7 ,4 -7 ,6 /  и ставят 
аа магнитную мешалку на 10-13 минут.

Пробы фильтруют через три слоя марли для удаления грубых час­
тиц, а затем пропускают через фильтр Зейтца с мембранными пластинками 
нами ft2 или Ю с помощью вакуумного насоса. По окончании фильтрации 
Фильтр подсушивают на фильтровальной бумаге при + Л .  Пробы собирают 
в количестве не меньше 6 в различных точках исследуемого участка 
в зависимости от целей исследований.
2 ,6 . Проведение определения.

Исследованию подвергаются мембранные фильтры, через которые 
были пропущены подученные пробы /смывы с растительных объектов/.

Фильтр переносят на обезжиренное предметное стекло лицевой 
стороной /осадком/ кверху. Стекло с фильтром помещают в чашку Петрм 
на две стеклянные папочки. На фильтр пипеткой ооторокно наливают 
ацетон. Фильтр обесцвечивается, и препарат фиксируется к стеклу. 
Препарат подсушивают до полно го испарения ацетона /образовавшаяся 
пленка должна быть прозрачна/. Для устранения неспецинического све­
чения препарат обрабатывают синькои Эванса, водный раствор которой 
в разведении 1:10000 наносят на препарат. Время обраоотки зависит 

от типа пробы и составляет от. I до 13 минут. Препарат промывают-в 
проточной воде, подсушивают на воздухе. Препарат должен иметь слабо-



голубую окраску, Иа высушенный препарат наносят иммунную кроличью 
сыворотку против полиэдров капустной совки, предварительно разве­
денную 1:10 физиологическим раствором. Помещают в термостат во 
влажной камере /чашка Петри с увлажненной фильтровальной бумагой 
на дне/ при 37% на 15-20 минут. Затем сыворотку смывают проточной 
водой 2 минуты, препарат подсушивают на воздухе, после чего на пре­
парат наносят ослиную антикроличью меченую ФИТЦ сыворотку в рабо­
чем разведении, указанном на ампуле. Снова выдерживают в термостате 
при 37% 15-20 минут с последующим промыванием в проточной воде.

После подсушивания препарат готов к просмотру. Просмотр можно 
проводить в любом люминесцентном микроскопе, а также в обычном 
световом с применением опак-иллюминатора и люминесцентной установки 
ОИ-17, ОИ-18. Изложенный метод окраски позволяет выявить даже еди­
ничные полиэдры по их специфическому свечению. Ободок полиэдров 
имеет ярко-зеленое свечение на общем красноватом фоне препарата.

Контролем служат; а) препараты, приготовленные по той же схеме, 
но без обработки специфической сывороткой; б) препараты, приготовлен 
ные из проб, взятых на необработанных участках. Контрольные поепа- 
раты специфического свечения не имеют.

2.7. Обработка результатов анализа.
Предлагаемый метод позволяет сделать качественное, а также 

количественное заключение о загрязненности вирусными инсектицидами 
растительных объектов. Для количественного анализа производят под­
счет полиэдров иа фильтрах по формуле: где

М - число полиэдров в объеме исходной суспензии; 
а - среднее число полиэдров в одном квадрате окулярной сетки;
S  - площадь квадрата окулярной сетки в мм̂  /площадь ноля 

зрения/;

площадь мембранного Фильтра в ым̂  /  переводной коэффициент
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