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*УТВЕРВДАЮИ
Заместитель Главного Государственного 
санитарного врача СССР

А.И,ЗАЙЧЕНКО
®22щ мая 1985 г.
* 3891-85

М Е Т О Д И Ч Е С К И Е  У К А З А Н И Я  П О  О П Р Е Д Е Л Е Н И Ю  Л Е П И Д О Ц И Д А  Н А  

О Б Р А Б О Т А Н Н Ы Х  И М  Р А С Т Е Н И Я Х  Ш М У Н Н О Ш Ю Р Е С Щ К 'Ш Ы М  М Е Т О Д О М

1. Характеристика анализируемого инсектицида*
Лепидоцид - бактериальный инсектицидный препарат для борьбы 

с листогрызущими насекомыми. Действующем началом препарата служат 
споры и продукты жизнедеятельности бактерий ил ~ tk& -

(л клллл ‘tcucL *
Лепидоцид практически не токсичен для теплокровных животных: 

при введении в желудок ЛДзд для белых мышей превьвиает 15 г/кг,
для белых крыс равна 9,7+1,9 г/кг. Споры ХЗ
isojr kajuia t& A cl в организме теплокровных не прорастают и не 
вызывают инфекционного заболевания.

Концентрированные суспензии (1-5$) лепидоцида оказывают 
слабое кодао-раздражающее и кожно-сенсибилизирующее действие.
В рабочих концентрациях (0,156) суспензия лепидоцида раздражающим 
действием не обладает.

Препарат представляет собой аморфный порошок кремового цвета, 
имеющий слабый специфический запах. В воде обраа^т не стойкую 
суспензию.

2. Методика определения лепидогдеда иммуннофяюоресцентным 
методом

2Л. I. Принцип метода
В основу определения остаточных количеств лепидоцида на 

растениях положена реакдая взаимодействия антигена из спор микро
организма с мечеными фяюоресцеином антителами и выявления спор 
в люминесцентном микроскопе по специ?«ческоцу свечению. Использо
ван непрямой йм^шофяюоресцантный метод.
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2.т.2* Метрологическая характеристика
Предел обнаружения: одна спора в 50 полях зрения, что соот

ветствует (при титре лепидоцида 70J1 спор/г) - 0,01 мкг препарата
на I г пробы или ТО3 спор на I г пробы. Среднее значение опреде
ления спор Ь3,6* при пяти исследованных паралельных пробах, 
среднее квадратическое отклонение 6,£Й>. Доверительный интервал 
среднего при Р - 0,95 соответствует + 17,43».

2.1.5. Избирательность метода
Ыетод специфичен при условии использования иммунных сывороток 

против спор микроорганизма, активных в разведении Т:Т60-!;640 и 
выше.

2.2. Реактивы и материалы
Этанол, 96*,ТУ 6-09-1710-77 ; физиологический раствор (0,85# 

раствор хлористого натрия); мертиол&т; нефлооресцирующее иммер
сионное масло; сухая люминесцентная ослиная сыворотка против гло
булинов кролика производства Института эпидемиологии и микробио
логии им. Н.Ф.Гамалея, г.Москва; специфическая имммунная сыворот
ка кроликов против спор га ,х . OLSC4 . .

V

2.3. Приборы, аппаратура, посуда
Люминесцентный микроскоп марки МВД-15 У или другой аналогич

ный названному; объект-микрометр; центрифуга до 12 тыс. об/мин.; 
термостат на 37°С; шутель-алпарат; колбы; пробирки бактериологи
ческие ; чашки Петри; предметные стекла; микропипетки.

2.4. Подготовка к анализу
2.4.I. Приготовление специфических иммунных сывороток против 

спор Jb Ч г i - € '£ < 1  i /v4rMr f *c^ -r лес
Для получения специфической иммунной сыворотки проводят 

иммунизацию кроликов однократной инъекцией в область подколенного 
лимфатического узла суспензии спор чистой культуры 
1 I** t . «v* , прогретой в течение одного часа
на кипящей водяной бане, в дозе 10̂  микробных клеток на животное. 
Через месяц кроликов реиммунизируют второй однократной инъекцией 
антигена из спор в область подколенного лимфатического узла в той. 
же дозе. Спустя месяц после реиммунизации проверяют титр сыворот
ки в непрямой реакции иммуннофяюоресценции. При титре не менее 
Т:Т60 получают сыворотку в нужном количестве̂ используют для про
ведения анализа. Сыворотки консервируют мертиолатом в соотношении 
■1:70009 или подвергают лиофильночу высушиванию.
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2,4.2, Определение титра специфической иммунной сыворотки
Из чистой культуры или из товарной формы препарата готовят 

взвесь спор в физиологическом растворе в концентрации 10^ елор/мд 
(из препарата готовят суспензию в разведении Т:1000).

На сухие обезжиренные предметные стекла наносят по калле 
взвеси и готовят из нее мазки, равномерно распределяя каплю.
После подсушивания на воздухе мазки фиксируют этанолом в течение 
30 минут, обрабатывают иммунной сывороткой в разведении 1:10,
1:20, Т:40 и т.д. Далее препараты обрабатывают люминесциругощей 
ослиной сывороткой против глобулинов кролика как описано ниже, 
просматривают в люминесцентном микроскопе и оценивают реакцию по 
интенсивности свечения спор.

Для контроля иммунологической специфичности готовят контроль
ные препараты:
а) обработанные только фм&юрсоцодыфй ослиной сыворотюй против 
глобулинов кролика;
б) обработанные физиологическим раствором вместо иммунной сыво
ротки;
в) обработанные нормальной кроличьей сывороткой вместо иммунной.

За титр сыворотки принимают ее максимальное разведение, 
цри котором еще отмечается четкое, "полыхающее" зеленое свечение 
спор. В контрольных мазках свечения спор отсутствует. Для анализа 
используют сыворотки , имеющие титр не менее 1:160. Рабочим раз
ведением служит разведения равные 1/2 титра, т.е. 1:80.

2.5. Отбор проб
Пробы для анализа отбирают согласно унифицированным правилам 

отбора проб сельскохозяйственной продукции, продуктов питания и 
объектов окружающей среды для определения микроколичеств пестици
дов, утвержденным Зам.» Главного государственного санитарного вра
ча СССР 21.08. 1979 за f  2051-79.

Пробы отбирают в стерильные бумажные пакеты, сохраняют в 
прохладном месте (не выше +5°С) и анализируют не позднее, чем 
через 5-7 дней.

2.6. Проведение анализов
Для анализа I г листьев измельчают с соблюдением правил сте

рильности , добавляют 15-20 мл стерильного физиологического раст
вора и встряхивают в колб? на шутель-аппар&те в течение 20 минут. 
Смыв фильтруют через два слоя стерильной марли и ваты и центри
фугируют при 12 тыс. об/мин. в течение 20 минут, Надосадочную
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жидкость сливают, осадок ресуспендируют в 0,1 мл Физиологического 
раствора. На предметные стекла наносят 0,01 мл суспензии и равно
мерно распределяют ее на площади I Препараты высушивают на 
воздухе и Фиксируют этанолом 30 минут. Затем наносят иммунную 
сыворотку против BiX-tA^Cui (с.<лЛЛ tcMc4s
в рабочем разведении и помещают во влажную камеру при температуре 
37°С на 20 минут. Влажную камеру создают путем помещения в чашку 
Петри <}ильтра, смоченного физиологическим раствором.

По истечении времени инкубации препараты промывают Т-2 ми
нуты проточной водой, высушивают на воздухе, затем обрабатывают 
ослиной сывороткой против глобулинов кролика в ее рабочем разве
дении и оставляют в контакте с ней в течение 20 минут во влажной 
камере при 37°С. Далее препараты промывают проточной водой 1-2 
минуты высушивают на воздухе и просматривают в люминесцентном 
микроскопе с иммерсионным объективом 90 х 1,25 и окуляр 4 х.

Одновременно готовят контрольные препараты из взвеси лепидо- 
цида Т:1000 на физиологическом растворе и из проб, взятых на 
необработанном участке, которые обрабатывают по той же схеме.

Для анализа проб плодов (например, яблок) исследования прово
дят следующим образом: целый плод взвешивают, заливают определен
ным объемом стерильного Физиологического раствора, достаточным 
для полного смачивания. Смыв проводят путем встряхивания сосуда 
^г^об^й^на щ^тель-аппарате в течение 20 минут. Смыв фильтруют, 
слившот̂ наДосаДочную жидкость, осадок ресуспендируют в 0,1 кед 
физиологического раствора, готовят препараты на предметных стеклах 
и обрабатывают их сыворотками, как указано выше.

2,7. Расчет
С помощью объект-микрометра измеряют площадь поля зрения 

микроскопа при выбранном для работы увеличении.При использовании 
объектива 90 х 1,25 и окуляра 4 х она равна 0,02 мм̂ .

На каждом мазке под иммерсией рассматривают 50 полей зрения, 
в которых подсчитывают все споры имеющие яркое "полыхающее” 
зеленое свечение. Вычисляют среднее значение количества спор в 
одном поле зрения.

Расчет концентрации спор в I г листьев проводят по формуле:

К а . $  * V * где
К- 5,- м
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X - число спор в навеске;
& « число спор в одном поле зрения;
$ -  1 тнои стекле.По условиям методики

^ - площадь одного поля зрения. При использовании объектива 
90 х 1,25 и окуляра 4х она равна 0,02 мм^;

V - разведение * 0,1 , т.к, осадок ресуспендируют в 0,1 мл; 
v t - объем суспензии, нанесенной на стекло, По условиям методики 

он равен 0,01 мл;
М - масса пробы в граммах;

С учетом значений известных величин формула принимает 
такой вид:

Пример: масса пробы (М) = 1,0 грамм, обработанна как описано 
в методике, полученный осадок ресуспендирован в обьеме ( У )
0,1 мл, на площадь { S ) ТОО мм^ предметного стекла нанесено ( И 
0,01 мл суспензии. Полученный препарат обработали по методике 
(п, 2.6.). При просмотре препарата в люминесцентном микроскопе 
количество спор в 50 полях зрения составило 2192. Отсюда:

^ я а «100.0,I
* 0,01.0,02.1,0

спор в I г пробы

Подставляя в формулу известное значение, получаем:

Расчет концентрации спор на плодах проводят по формуле:

Х ,,а t5 t^I0Q0 , где
И * V  “

значения a,S , St f  V % У 9 М - те же, что и в формуле для

, где
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листьевs 1000 -  перерасчетный ttoafxfmuaesT м м  выражения 
результата иа шт обработанного продукта. После подстановка 
известны* значений формула принимает вяд:

Ж m I-JL2—  спор/кг
г ы

Методику разработали:
Мельникова Е,А* , Пдяченжо ЕвА. (ВНИИПШТОКС).
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в воде хроматографическими методами при совмест- 
ном присутствии j цшя 1986 г# №4120-86
Азотсодержащие пестшшш

17. Временные методические указания по определению 
адетала в воде, почве, картофеле, верно и зеленой 
массе кукурузы и сои ■ методами ШХ и ТСХ

21 ноября 1985 г. £4029-85
18® Методические указания по определению лшйенашша в 

в воде методом тонкослойно! хроматографии
21 ноября 1985 г. №4033-85

19. Методические указания по определению варахола ж 
его метаболита бензоилпропкислоты в почве методом 
газожидкостной хроматографии

етр*

88

93

99

ИЗ
воде

123

31 тля 1984 г* Ш072-В4 12?
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20® Временные методические указания по определе
нию лентаграиа в растительной продукции f
почве и воде TGX

12.04,85 г* Ш253-85
21® Методические указания по определению монуро- 

на и дкурона в чае методом газожидкостной 
хроматографии g января Is85 г„ Й3187-85 

22. Временные методические указания по определе
нию набу в воде* почве, капусте, сое и 
зеленых листьях методом хроматография в 
тонком слое 22 мая 1965 Гв ЙЗВ80-85 

23» Временные методические указания по опреде
лению раундада в воде методом ТСХ (допол
нение к I&2434-8X)

21 ноября 1985 г. М Ш 4 - 8 5  

24. Временные методические указания по определе
нию соналена в воде* почве и зеленой массе 
сои хроматографическими методами

3 января 1985 г. Ш200-85 
25# Временные методические указания по определе

нию соналена в маслах подсолнечника, репса 
и клещевины З Ж  ^  мая 1985 г> ^ 94_в5 

26» Временные методические указания по определе
нию стомна методом ТЕХ в табаке

12 апреля 3385 г. Л3252-85 
27. Методические указания по определен*» тилта

отр.

136

142

148

156

162

167

та

в растениях, почве 8 воде методом гаэозшдкост-



ной хроматографии
8 января 1935 г. £ 3X90-85

2d» Методические указания по определению триад тио
фена (байлетона) методом ТСХ а воде

22 мая 1986 г» # 3 8 9 2 -8 5

29. Методические указания по определению ФенмедлФама.. и
десмедифама я воде природных водоемов ТСХ

21 ноября 1̂ 86 г» > 4036-35

Прочие. пестициды
30» Временные методические указания по определению оста

точных количеств арилона по бензолсульфонамкду в зер
нах хдошс&гпочве и воде тонкослойной хроматографией 

21 ноября 1985г. # 4037-35
31. Методические указания по определению глдрсиаууць мале

иновой кислоты в табаке колорммеврическим методом 
12 апреля Х9®г. #3251-85

32. Методические указания по определению диметидсудь- 
Фокскда и его метаболита диметилсульФона, методом
газетшдошетиой хроматографии в сахарной свекле» тар-
тофеле ш зеленой массе

28 мая 1986 г. I 4119-06
33. Временные методические указания по определению 

остаточных количеств препарата 320-К в зерне и
воде тонкослойной хроматографией

22 там 1905 г» » З Ш О - Ш

34. Временные методические указания по определению 
ДРХ-4199 (ГЛИИ) в воде»почве .растительном мате
риале методом газожидкостной хроматографии 

22 мая 1985г. Ш 38 ®- ®

стр.

Р9

W4

1НЭ

196

204

211

217

225
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04!*
Методические указания по определению пестицидов в воздухе 

35 о Временные методические указания по газохроматогра
фическому измерению концентраций ацетала ш его 
продукта 11 -хл о рметш1-2-м©твл-6"Э тилхдорадетанЕЛЕяа 
э воздухе рабочей вош

21 ноября 1S85 г0 M m - Ш  230 
Зво Временные методические указания во г&зожроматогра- 

фическоцу измерению концентраций препаративной формв 
АЮГ-вОА~84 в воздав рабочей войн

21 ноября Isas Го m m s - m  ш  

3?9 Временные методически© указания во газохроиатогра- 
фическому измерению концентраций сытш гераяилгекса- 
ноата и геранилоктаноата в воздав рабочей воны

21 ноября 1985 Т о  £Ш84~85 239
38ф Временные методические указания по газохроштогра- 

фичеокомЕу измерению концентрации герашшзовалердата 
в воздух© рабочей вош

21 ноября 1985 Го &Ш26-85 243
390 Методически© указания по газохроштографэтсесному 

ш ш р а ш ®  кощ@нтращЙ 2» 4-Д в воадгхе рабочей зош

I ш ш  198$ Го £4122-86 247
40о Временные методически© указания по определению

лантала в воадта рабочей вош газохроттографичее- 
к ш  методом 22 мая 1985 г# щзо2_о5 254

41 * Методически© указания по хроштогравнчвсяоед наш- 
рвнш концентрации дицетялоуль&ата э воэдта рабо-
чШ m m  gx ноября Ш 5 ге £4021-85 260
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42. Временные методические указания по хроматографи
ческому измерению концентраций дозанекса» З-хлор-4- 
метоксиашшзда, З-хдор-4-члетоксинитробензола в
воздухе рабочей зоны

21 ноября 1965 г» M0I7-85 266
43» Временные методические указания по хроматографи

ческому измерению концентраций ивина в воздухе 

рабочей зоны j  1986 г> >5 4 1 2 7 -8 6 275

44» Методические указания по газохроматографическому
измерению концентраций денадила в воздухе рабочей

зоны I ишя 1986 г. JS4I25-86 279
45» Методические указания по хроматографическому

измерению концентраций ликурона в воздухе рабочей

зоны 21 ноября 1985 г. MQ20-85 284
46» Временные методические указания по хроматографи

ческому ш газохроматографичеокому измерению кон

центраций лонтоею в воздуха рабочей воны

21 ноября 1985 Гф M0I6-65 288
47» ременные методические указания по хроматографи

ческому измерению концентраций метоксзшора* 
анизола и ж т о р ш ш -в воздухе рабочей зош

21 ноября 1985 Vo В4022-86 298
48» Временны® методически© указания по фотонетрвчео~

кешу зз хроштографнчзожому шшт^вшт товдащ^здш! 
шкала в воздухе рабочей зоны

22 мая 1985 83881-85 307
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49, Временные методические указания до измерению 

концентрации в воздухе рабочей зоны хромато
графическими методами

22 мая isa5 г, <№3887-85 315

50, Методические указания до газохроматографичес
кому измерению концентрации пентахлорнитробен- 
зола в воздухе рабочей зоны

21 ноября 1385 г, $4041-85 322
51, Врпленные методические указания по хроматогра

фическому измерению концентрации ресика в 
воздухе рабочей зоны

I ишя 1986 г. $4126-66 327
52, Временные методические указания во хроматогра

фическому измерению концентрации роцуцида в 
воздухе рабочей зоны

21 ноября 1985 г. $4016-85 331
53, Методические указания по хроматографическому 

измерению концентраций триадимефона (байлетона) 
в воздухе рабочей зоны

22 мая 1985 г. В3893-85 335
64® Методические указания до газохроматографичес-

кому измерению концентраций хостаквика в возду- 
хв рабочей зоны х ишя 196б Та м  24-66 340

55. Методические указания по хроматографическому 
измерению концентрации Фозалона ш полупродуктов 
его производства бензоксазодона и З-оксиметил-6- 
хлорбензоксазодона в воздухе рабочей зовы

21 ноября 1985 Го $4019-85 345



Стр,
56. Временные методические указания по фотометрическому измерению концентрации препарата ЭБФ-5 в воздухе рабочей зоны

21 ноября 1985 г. Но 4023-85 350
57. Методические указания по определению лепидоцида на обработанных им растениях иммунофлюоресцеитным методом

22 мая 1985 г, №  3891— 85 355
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