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3.5. ДЕЗИНФЕКТОЛОГИЯ

Методы изучения и оценки туберкулоцидной активно­
сти дезинфицирующих средств

Методические указания
_______________________ МУ 3.5.2596— 10_______________________

1. Область применения
Настоящие методические указания предназначены для организаций 

независимо от их организационно-правовой формы и формы собствен­
ности, осуществляющих разработку, изучение, производство, испыта­
ние, государственную регистрацию, сертификацию, применение, а так­
же осуществляющих надзор и производственный контроль за производ­
ством и применением дезинфицирующих средств (ДС) и их субстанций 
(действующих веществ -  ДВ), обладающих туберкулоцидной активно­
стью.

2. Общие положения
Федеральный закон от 30 марта 1999 г. № 52-ФЗ «О санитарно- 

эпидемиологическом благополучии» [1] регламентирует проведение 
неспецифической профилактики инфекционных заболеваний. В ком­
плекс неспецифических профилактических мероприятий входит дезин­
фекция объектов окружающей среды с использованием различных де­
зинфицирующих средств (ДС), вызывающих гибель тех или иных видов 
болезнетворных микроорганизмов при регламентированных параметрах 
технологии их применения (режимах обработки).

ДС, обладающие туберкулоцидной активностью, необходимы для 
обеззараживания различных объектов, контаминированных возбудите-
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лем туберкулеза, отличающимся от всех других вегетативных форм бо­
лезнетворных бактерий более высокой устойчивостью к различным не­
благоприятным факторам, в т. ч. к дезинфицирующим средствам.

Эпидемиологическая ситуация по туберкулезу в мире в настоящее 
время остается напряженной, кроме того, она усугубляется появлением 
и распространением суперустойчивых к химическим противотуберку­
лезным веществам форм возбудителя. Такие микобактерии зачастую 
характеризуются более высокой сохраняемостью во внешней среде, что 
приводит к возникновению внутрибольничных вспышек нозокомиаль­
ного туберкулеза. Кроме того, все чаще стали регистрироваться случаи 
заболеваний, вызванных нетуберкулезными видами микобактерий 
(НТМБ), которые обладают естественной резистентностью к воздейст­
вию негативных факторов окружающей среды. НТМБ являются возбу­
дителями микобактериозов человека и наиболее опасны для больных с 
иммунодефицитными состояниями, т. к. существенно сокращают сроки 
их жизни.

В такой неблагоприятной эпидемической ситуации по туберкулезу 
и микобактериозам возрастает роль неспецифических противоэпидеми­
ческих мероприятий, среди которых ведущую роль занимает химическая 
дезинфекция, направленная на уничтожение возбудителей на объектах 
внешней среды, имеющих значение в передаче инфекции.

Как известно, успех проведения химической дезинфекции напря­
мую зависит от соблюдения рекомендаций инструкций по применению 
дезинфицирующих средств, правильного выбора эффективного режима 
(концентрация, экспозиция, способ обработки). Помимо этого, дезин­
фекционные мероприятия будут эффективны лишь в том случае, когда 
режимы дезинфекции отработаны на адекватном по устойчивости к ре­
альным возбудителям тест-микроорганизме.

В нашей стране для разработки туберкулоцидных режимов приме­
нения ДС используют сапрофитный штамм Mycobacterium Bs который 
изначально был предложен как тест-микроорганизм для оценки качества 
проведения камерной дезинфекции в очагах туберкулеза, поскольку об­
ладал естественной резинстентностью к температурному фактору (2, 3]. 
Более того, результаты исследований по сравнительной оценке устойчи­
вости микобактерий к химическим веществам, проведенные в 50—60 гг. 
прошлого столетия, свидетельствуют о меньшей устойчивости Mycobac­
terium В5 по сравнению с вирулентными штаммами микобактерий. 
Обоснованных экспериментальных данных по выбору Mycobacterium В5
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для оценки туберкулоцидной активности химических средств дезинфек­
ции в открытой литературе не найдено.

За рубежом для разработки туберкулоцидных режимов применения 
ДС используют такие штаммы как М  Теггае и М avium [4]. Насколько 
чувствительность к ДС всех перечисленных тест-микобактерий адекват­
на реальным возбудителям туберкулеза и микобактериозов сказать 
трудно, поскольку такие сведения в литературе отсутствуют.

В связи с вышесказанным представлялось актуальной задачей для 
дезинфектологии и фтизиатрической практики проведение эксперимен­
тов 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 фтизиопульмонологии (г. Екатеринбург), показали, что 
Mycobacterium В$ является самым чувствительным к воздействию боль­
шинства ДС видом микобактерий. Наиболее устойчивыми оказались 
А/. Теггае, М. A vium-intracellular а и М. tuberculosis с множественной ле­
карственной устойчивостью.

Тест-микроорганизм М. Теггае является наиболее подходящей мо­
делью для изучения и оценки туберкулоцидной активности ДС, по­
скольку в наибольшей степени соответствует устойчивости патогенных 
микобактерий.

На основании этих данных, а также учитывая, что сапрофитные 
микроорганизмы более удобны и безопасны в работе, чем патогенные 
виды микобактерий, наиболее адекватной моделью для тестирования 
химических ДС является М. Теггае. При оценке туберкулоцидной эф­
фективности физических (температурных) методов дезинфекции в качестве 
тест-микроорганизмов рекомендуется использовать Mycobacterium By 

Данные методические указания регламентируют методы и техноло­
гию 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 туберкулеза в практических условиях.

Исследования туберкулоцидной активности субстанций, ДС и эф­
фективности режимов применения ДС включают:

• выбор и подготовку культур тест-микроорганизмов для изучения 
туберкулоцидной активности ДС и субстанций;
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• обеспечение стандартности условий проведения исследований 
туберкулоцидной активности ДС и субстанций;

• методы исследований и оценки результатов туберкулоцидной ак­
тивности ДС и субстанций in vitro (суспензионный метод, метод бати­
стовых тест-объектов);

• методы исследований туберкулоцидной эффективности ДС с ис­
пользованием искусственно контаминированных тест-микобактериями 
различных тесг-объектов с целью разработки режимов обеззараживания 
тех или иных объектов в отношении возбудителя туберкулеза (поверх­
ностей в помещениях, транспорта, санитарно-технического оборудова­
ния, мебели, посуды, белья, одежды, предметов ухода за больными, ме­
дицинских приборов, инструментов и других изделий медицинского на­
значения ит. д.);

• методы исследований туберкулоцидной эффективности ДС в 
практических условиях.

3. Тест-микроорганизмы  для изучения и оценки 
туберкулоцидной активности дезинф ицирую щ их средств 

и их субстанций
К применению в отечественной медицинской практике для дезин­

фекции при туберкулезе предлагаются различные ДС как отечественно­
го, так и зарубежного производства, имеющие туберкулоцидные режи­
мы, разработанные с использованием наиболее устойчивых тест- 
микроорганизмов, что должно гарантировать их эффективность в отно­
шении возбудителя.

Исследование и оценку туберкулоцидной и микобактерицидной (в 
отношении непатогенных микобактерий) активности ДС, предлагаемых 
для применения на территории России, проводят, используя в качестве 
тест-м икроорганизмов:

• агаровую культуру Mycobacterium В5 для оценки эффективности и 
разработки туберкулоцидных режимов камерного обеззараживания раз­
личных объектов;

• агаровую культуру Mycobacterium terrae (DSM 43227) для оценки 
активности ДС и разработки режимов их применения при обеззаражива­
нии в отношении возбудителя туберкулеза и микобактериозов;

• агаровую культуру Mycobacterium tuberculosis для подтверждения 
эффективности разработанных режимов применения ДС в отношении 
возбудителей туберкулеза и микобактериозов в практических условиях.
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3.1. Требования к тест-микроорганизмам
Тест-микобактерии должны иметь типичные морфологические, 

культуральные, биохимические, тинкториальные и ферментативные 
свойства, присущие данному штамму (прилож. 1), и обладать стандарт­
ной устойчивостью к эталонным ДС и температуре. Культура Mycobac­
terium В5 должна быть устойчива к температуре 60 °С в течение 60 мин. 
Показатели устойчивости к химическим дезинфицирующим средствам, 
которым должна соответствовать культура Mycobacterium terrae приве­
дены в табл. 1.

Таблица 1
Устойчивость Mycobacterium terrae к эталонным 

дезинфицирующим агентам и средствам

Действующее вещество Концентрация раствора, 
%

Время гибели Mycobac­
terium terrae, 

не менее (мин)
Хлорамин Б (28,0 % по 
активному хлору) 5,0 120

Глутаровый альдегид 0,5 60
Перекись водорода 4,0 60

Тест-микобактерии М. terrae могут быть приобретены в виде сухой 
культуры в ампулах (после лиофильной сушки) в Немецком музее мик­
роорганизмов и клеточных культур (Deutcshe Sammhmg von Mikroorga- 
nismen und Zellkulturen GmbH) под № DSM 43227. Тест-микобактерии 
штамма B5 могут быть приобретены в коллекции Музея микроорганиз­
мов ФГУН Научно-исследовательского института дезинфектологии 
(ФГУН НИИД) Роспотребнадзора.

3.2. Получение и хранение исходной рабочей культуры 
тест-микобактерий

Для выращивания культур тест-микобактерий используют плотные 
питательные среды. Перечень и методика приготовления питательных 
сред для культивирования тест-микобактерий, предназначенных для 
изучения и оценки туберкулоцидной активности ДС и их субстанций, 
приведены в прилож. 2. В отличие от питательных сред, рекомендуемых 
в стандарте NEN-EN 14476, использование приведенных в приложении 
питательных сред позволяет получать результат оценки туберкулоцид­
ной активности ДС не на 21, а на 10— 14 сутки.

9
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Для получения культуры штамма тест-микобактерий ампулу с лио- 
филизированной музейной культурой этого штамма вскрывают в асеп­
тических условиях следующим образом: ватным тампоном, смоченным 
70 % этиловым спиртом, обрабатывают поверхность ампулы, затем на­
гревают ее запаянный конец в пламени горелки до образования на ампу­
ле трещины, К накаленному концу ампулы прикладывают ватную проб­
ку, смоченную стерильной водой. После 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. Сус­
пензию, приготовленную из музейной тест-культуры, рассевают по 
0,1 мл в пробирки со скошенной питательной средой Левенштейна- 
Йенсена или «Новая» (всего 10 пробирок). Посевы инкубируют в термо­
стате при 37 °С в течение 5—7 суток.

С выросшими на питательных средах культурами М. terrae далее 
работают следующим образом:

• полученную биомассу снимают платиновой лопаточкой или стек­
лянной палочкой с поверхности питательной среды Левенштейна- 
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 Миддл­
брука 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) хра­

нения культур с обеспечением сохранения биологических свойств тест- 
микобактерий. При отсутствии такой возможности суспензию в микро­
пробирках замораживают в бытовом холодильнике при -20 °С. Срок 
хранения культуры в таких условиях -  не более 5 лет.

Данная методика получения и хранения исходной рабочей культу­
ры тест-микобактерий позволяет длительный период времени проводить 
испытания ДС с максимальным обеспечением стандартности свойств 
тест-микобактерий, в т. ч. по устойчивости к различным факторам, по­
скольку исключает необходимость многократного пересева, приводяще­
го, как известно, к изменению биологических свойств микроорганизмов.
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Полученная и хранящаяся таким образом культура тест- 
микобактерий используется для получения агаровой культуры тест- 
микобактерий (первый пассаж) и приготовления из нее рабочей суспен­
зии тест-микобактерий, используемой для проведения испытаний ДС.

5.5. Приготовление рабочей суспензии тест-микобактерий, 
используемой в эксперименте при испытании 

дезинфицирующих средств, и контроль ее качества

Для получения первого пассажа культуры тест-штамма микобакте­
рий, используемой при оценке ДС, необходимое для исследования ко­
личество хранящихся при температуре ~70 или -20 °С микропробирок 
(2 штуки на 1 исследование) с данным штаммом микобактерий размо­
раживают при комнатной температуре, переносят по 0,1 мл содержимо­
го в пробирки со скошенной питательной средой Левенштейна-Йенсена 
или «Новая» и инкубируют в термостате при 37 °С в течение 14 суток. 
Выросшую на плотной питательной среде в пробирках культуру исполь­
зуют для приготовления рабочей суспензии тест-микобактерий данного 
штамма.

Одна или несколько пробирок может быть использована для полу­
чения второго пассажа культуры тест-микобактерий этого штамма. Для 
этого культуру первого пассажа в пробирке снимают платиновой лопа­
точкой или стеклянной палочкой с плотной питательной среды, поме­
щают в толстостенную стеклянную пробирку и тщательно растирают, 
постепенно добавляя по каплям стерильную дистиллированную воду. 
Полученную суспензию рассевают на плотную питательную среду тем 
же способом, который использовался для получения первого пассажа.

Культуры тест-микроорганизмов подвергают контролю их качест­
ва. В частности, непосредственно перед использованием культур для 
исследовательских целей необходимо убедиться в том, что тест- 
штаммы, выросшие на питательной среде, не загрязнены посторонней 
микрофлорой. Для оценки роста культур микобактерий тест-штаммов 
визуально просматривают каждую пробирку и учитывают характер и 
массивность роста, изменение цвета питательной среды. Проводят мик­
роскопию мазка выросших культур методом окраски по Циль-Нильсену 
(М terrae представляют собой короткие прямые палочки малиново­
красного цвета, располагающиеся в мазке параллельно друг другу, на­
подобие частокола. Размер клеток микобактерий 0,2—0,6 х 1— 10 мкм).
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Рабочую суспензию культуры тест-микобактерий готовят из тест- 
штамма первого и/или второго пассажей, выросших на плотной пита­
тельной среде. Дальнейшее субкультивирование недопустимо!

Для приготовления рабочей суспензии культуру микобактерий 
снимают платиновой лопаточкой или стеклянной палочкой с плотной 
питательной среды и помещают в толстостенную стеклянную пробирку. 
Микробную биомассу тщательно гомогенизируют, постепенно добавляя 
по каплям стерильную дистиллированную воду. Густую исходную бак­
териальную суспензию оставляют на 15 мин для осаждения негомогени- 
зированных конгломератов и частиц. Полученную надосадочную жид­
кость отбирают пастеровской пипеткой, переносят в стерильную про­
бирку, диаметр которой соответствует диаметру пробирки с оптическим 
стандартом мутности (ФГУН «Государственный научно-иссле­
довательский институт стандартизации и контроля медицинских биоло­
гических препаратов им. Л. А. Тарасевича» Роспотребнадзора), и стан­
дартизуют по оптическому стандарту мутности № 10 (он соответствует 
I ■ 109 микробных тел в I мл), добавляя стерильную дистиллированную 
воду.

Суспензия, содержащая такое количество живых микробов, при 
контаминации ею батистовых тест-объектов, тест-поверхностей и т. п. 
обеспечивает требуемые (порядка 1 * 105—1 • 106 КОЕ/см-2) уровни их 
обсеменения живыми клетками тест-микроба.

Однако в связи с тем, что микобактерии могут отмирать в результа­
те хранения или по иным причинам, а мертвые микроорганизмы, при­
сутствующие в суспензии, будут, как и живые, давать помутнение сус­
пензии необходимо осуществлять бактериологический контроль фак­
тического количества живых клеток в приготовленной суспензии, 
чтобы при необходимости внести коррективы и обеспечить требуе­
мые уровни контаминации тест-объектов жизнеспособными мико­
бактериями.

3.4. Определение биологической концентрации тест-микроба 
в рабочей суспензии

Из суспензии, приготовленной по оптическому стандарту мутности 
№ 10 (109 КОЕ * мл”1), делают, как показано на рис. 1, разведения с 10-крат- 
ным шагом до 103 микробных клеток в 1 мл (посев 0,1 мл суспензии из 
этого разведения на плотную питательную среду позволяет провести 
достаточно точный подсчет выросших на среде колоний микобактерий, 
количество которых будет находиться в пределах 100 ед.).
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Разведения готовят следующим образом: 

1 мл 1 мл 1 мл 1 мл 1 мл Пробирки с плотной 
питательной средой 

0,1

Суспензия по 1 2 3 4 5 6 Пробирки с 9 мл
стандарту мутности № разведения стерильной дистиллированной
№>10 (КГ КОЕ/мл) воды

Рис. 1. Проведение эксперимента по контролю 
количества живых микобактерий в рабочей суспензии 

тест-микобактерий, используемой для оценки 
туберкулоцидной активности ДС

Первое разведение соответствует 10s 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», инкубируют в термостате при 37 °С 
в течение 5—7 суток. Подсчитывают количество выросших колоний на 
среде в пробирке, рассчитывают среднее значение из 5 и делают пере­
счет количества жизнеспособных клеток в исходной суспензии, учиты­
вая коэффициент разведения. Количество жизнеспособных клеток в ра­
бочей суспензии должно быть 109 КОЕ/мл.

Посев суспензии в пробирки со скошенной плотной питательной 
средой позволяет существенно экономить расход среды и избежать пе­
ресыхания и растрескивания среды, наблюдаемых при использовании 
чашек Петри с плотной питательной средой.

Расчет количества жизнеспособных бактериальных клеток в при­
готовленной исходной суспензии осуществляют по следующей формуле:

X ~ А * 107, где

X  -  количество жизнеспособных бактериальных клеток в 1 мл при­
готовленной суспензии;

А -  среднее количество колонии образующих единиц (КОЕ), вы­
росших на 5 чашках Петри;
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I О7 -  коэффициент пересчета, учитывающий степень разведения 
суспензии (106) 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 колонии образующих единиц (КОЕ), выросших на 
5 пробирках, будет равно:

А ~ (70 + 130 + 99+115 + 97): 5 = 102
X = 102 * 107 = 109 микробных тел в 1 мл, что соответствует оптиче­

скому стандарту мутности №10(1 млрд микробных тел (109) в 1 мл).

3.5. Методики определения устойчивости тест-микобактерий
3.5.1. 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. Ря­
дом с ним в водяной бане помещают стеклянный стакан объемом 100 мл 
с 50 мл дистиллированной воды и с помещенным в нее термометром, 
позволяющим измерять температуру до 100 °С. Включают водяную ба­
ню, доводят температуру воды в стакане до 60 °С и поддерживают эту 
температуру на протяжении всего эксперимента.

В стерильные пробирки разливают по 5 мл стерильной дистилли­
рованной воды комнатной температуры (количество пробирок соответ­
ствует количеству отбираемых в опыте проб). Исходя из количества 
проб, готовят пробирки со скошенной плотной питательной средой 
Левенштейна-Йенсена или «Новая». Готовят и контаминируют тест- 
микроорганизмами батистовые тест-объекты (п. 5.2). Если в опытах 
используют ранее приготовленные и хранящиеся в холодильнике кон- 
таминированные микобактериями тест-объекты, то их заранее извлека­
ют из холодильника, чтобы они приобрели комнатную температуру 
(18—20 °С).

Отсчитывают в чашке Петри необходимое для опыта количество 
батистовых тест-объектов (по 2 на каждую экспозицию), контаминиро- 
ванных тест-микобактериями, захватывают тест-объекты стерильным 
пинцетом все сразу и опускают их в стакан со стерильной дистиллиро­
ванной водой, нагретой в водяной бане до 60 °С. Легким покачиванием 
емкости добиваются полного смачивания тест-объектов. В момент сма­
чивания всех тест-объектов отмечают время.
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Через каждые 15 мин стерильным пинцетом извлекают по 2 тест- 
объекта и опускают их в пробирку с 5 мл стерильной дистиллированной 
воды при температуре (20 ± 2) °С для нейтрализации действия темпера­
турного фактора. Через 5 мин каждый тест-объект помещают на поверх­
ность скошенной в пробирке плотной питательной среды.

Для контроля два контаминированных тест-микобактерией тест- 
объекта погружают в стерильную дистиллированную воду при темпера­
туре (20 ± 2) °С на максимальный срок экспозиции, затем (как и опыт­
ные тест-объекты) их помещают на поверхность скошенной в пробирке 
плотной питательной среды.

Посевы опытные и контрольные ставят в термостат при температу­
ре 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.

3.5.2. Определение устойчивости тест-микобактерий 
к эталонным дезинфицирующим средствам

Для определения устойчивости микобактерий в качестве эталонных 
ДС используют монохлорамин Б, глутаровый альдегид и перекись водо­
рода медицинскую.

Методом йодометрического титрования определяют процент ак­
тивного хлора в монохлорамине Б. В опытах используют препарат, со­
держащий 26,0—28,0 % активного хлора, растворяя который в дистил­
лированной воде в соотношении 1 :20 готовят рабочий раствор (5,0 % 
по препарату).

Глутаровый альдегид (зарегистрированный в России как субстан­
ция) разводят дистиллированной водой до концентрации рабочего рас­
твора 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 стериль­
ный раствор нейтрализатора (1,0 %-й раствор тиосульфата натрия); сте­
рильную питьевую воду; пробирки со скошенной плотной питательной 
средой Левенштейна-Йенсена или «Новая». Готовят и контаминируют 
тест-микобактериями батистовые тест-объекты (п. 5.2). Если в опытах 
используют ранее приготовленные и хранящиеся в холодильнике конта- 
минированные тест-микробом тест-объекты, то их заранее извлекают из
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холодильника, чтобы они приобрели комнатную температуру (18—
20 °С).

Перед постановкой опыта контролируют содержание ДВ в рабочем 
растворе ДС.

При проведении экспериментов в стеклянную емкость объемом 
50— 100 мл пипеткой наливают требуемый объем раствора эталонного 
ДС из расчета 0,5 мл на каждый тест-объект и помещают в водяную ба­
ню с температурой 20 °С на весь период опыта. Отсчитывают в чашке 
Петри необходимое для опыта количество батистовых тест-объектов (по 
2 на каждую экспозицию), контаминированных тест-микобактериями, 
захватывают стерильным пинцетом тест-объекты все сразу и опускают 
их в емкость с раствором ДС; легким покачиванием емкости добиваются 
полного смачивания тест-объектов. В момент смачивания всех тест- 
объектов отмечают время.

Через каждые 30 мин стерильным пинцетом извлекают по 2 тест- 
объекта из раствора ДС и опускают их в пробирку с 5 мл 1,0 % стериль­
ного раствора тиосульфата натрия для нейтрализации остаточного дей­
ствия ДС. Пробирку с нейтрализатором и тестами не подвергают встря­
хиванию. 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 скошенной в пробирке плотной питательной 
среды.

Для контроля два контаминированных тест-микобактериями тест- 
объекта погружают в стерильную воду (вместо раствора ДС) на макси­
мальный срок экспозиции, затем (как и опытные тест-объекты) их пере­
носят в раствор нейтрализатора (тиосульфат натрия) и помещают на 
поверхность скошенной в пробирке плотной питательной среды.

Посевы опытные и контрольные ставят в термостат при температу­
ре 37 °С; наличие роста тест-культур проверяют через 10— 14 суток.

Опыт повторяют не менее 3 раз. Тест-микобактерии должны быть 
устойчивы к 5,0 %-му раствору монохлорамина не менее 2 ч; к 0,5 %-му 
раствору глутарового альдегида -  не менее 60 мин; к 4,0 %-му раствору 
перекиси водорода -  не менее 60 мин.

В процессе испытаний контролируют температуру раствора ДС в 
опыте, исходный и остаточный уровень контаминации тест-микобакте- 
риями тест-объекта (КОЕ на см2), время выдержки тест-объектов в ис­
пытуемом дезинфицирующем растворе.

16



МУ 3.5.2596— 10

4. Обеспечение стандартности условий 
проведения исследований туберкулоцидной активности 

дезинфицирующих средств и их субстанций

Для обеспечения стандартности условий постановки эксперимен­
тов необходимо провести химико-аналитический контроль исследуемых 
ДС и их субстанций. До проведения исследования туберкулоцидной 
активности ДС и их субстанций необходимо ознакомиться с рецептурой 
средства и техническими условиями на отечественные или специфика­
цией на зарубежные средства, провести химико-аналитические исследо­
вания по определению концентрации действующих веществ в средствах 
и определить соответствие рецептуры и других показателей, регламен­
тированным вышеуказанными документами. При этом используют хи­
мико-аналитические методы контроля и применяют условия хранения и 
меры безопасности при работе со средством, предложенные производи­
телем.

Так как для дезинфекции при туберкулезе применяют средства, об­
ладающие действием, убивающим микобактерии, а не задерживающим 
их рост, при определении туберкулоцидной активности и эффективно­
сти ДС необходимо разграничить туберкулоцидное действие препарата 
от туберкулостатического. Для этого применяют нейтрализаторы, ис­
ключающие остаточное бактерицидное действие.

Для нейтрализации антимикробного действия дезинфицирующих 
средств из различных химических групп применяют следующие нейтра­
лизаторы [2]:

• для средств из группы окислителей (хлор-, йод-, перекисьсодер­
жащие средства; средства, содержащие надуксусную кислоту, озон) -  
0,5— 1,0 %-е растворы тиосульфата натрия;

• для альдегид- и фенолсодержащих средств -  универсальный ней­
трализатор, содержащий 3 % твина-80, 3 % сапонина, 0,1 % гистидина и 
0,1 % цистеина;

• для катионных поверхностно-активных веществ -  0,1— 1,0 %-е 
растворы сульфонола или 0,5— 1,0 %-е растворы сульфонола с 10 % 
обезжиренным молоком;

• для композиционных средств -  универсальный нейтрализатор, 
например, содержащий 3 % твина-80, 3 % сапонина, 0,1 % гистидина и 
0,1 % цистеина. Универсальным нейтрализатором является также ней­
трализующий бульон по Ди-Ингли (фирма-производитель «HIMEDIA»). 
В его состав входят такие ингредиенты, как гидролизат казеина, дрож-
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жевой экстракт, глюкоза, натрия тиосульфат, натрия тиогликолят, на­
трия бисульфит, лецитин, Твин-80 и др.

Растворы нейтрализаторов готовят в асептических условиях, при­
меняя для этого только стерильную дистиллированную воду.

При невозможности соблюдения асептических условий приготов­
ления нейтрализаторов допускается стерилизация готовых растворов 
автоклавированием при 1,1 атм. (121 °С) в течение 15 мин.

Температура растворов нейтрализаторов должна быть 20 °С неза­
висимо от температуры окружающей среды.

Готовые растворы должны использоваться в день приготовления. 
Допускается хранение готовых растворов при температуре 4 °С в тече­
ние 48 ч.

Контроль полноты нейтрализации остаточного действия испыты­
ваемого ДС.

Несмотря на существующие рекомендации по применению нейтра­
лизаторов для различных действующих веществ (ДВ), многие современ­
ные ДС содержат несколько ДВ и другие вспомогательные вещества, 
обладающие бактериостатическим действием, и существующие (реко­
мендуемые) нейтрализаторы мо1ут  не обеспечивать эффективную ней­
трализацию остаточного действия ДС в пробе. В этой связи результаты 
оценки эффективности ДС могут быть необъективными.

Поэтому каждый случай проведения испытания ДС должен предва­
рительно сопровождаться экспериментальным контролем эффективно­
сти нейтрализации остаточного действия ДС на микробную клетку.

Для контроля эффективности нейтрализатора и полноты нейтрали­
зации ДС используют суспензионный метод, предусматривающий про­
ведение исследования, основные операции которого и их назначение 
приведены в табл. 2 и на рис. 2.

Таблица 2
Назначение операций эксперимента по оценке эффективности 

нейтрализации остаточного действия ДС
№

пробы
Назначение операции 

исследования
Процедура выполнения опера­

ции исследования
Ожидаемый

результат
1 2 3 4
1 Контроль губительного 

действия ДС
к 9 мл суспензии тест-штамма 
(103 КОЕ/мл) на д.в. + 1 мл рас­
твора ДС

Рост
микроорганиз­
мов должен 
отсутствовать

2 Контроль полноты ней­
трализации ДС

к 9 мл суспензии тест-штамма 
(103 КОЕ/мл) на нейтрализаторе

Примерно
одинаковое
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1 2 3 4
+ 1 мл раствора дезсредства количество 

колоний в по­
севах проб(по 
0,1 мл) на 
плотной пита­
тельной среде

3 Контроль отсутствия 
антимикробного эф­
фекта у нейтрализатора

к 9 мл суспензии тест-штамма 
(103 КОЕ/мл) на нейтрализаторе 
+ 1 мл раствора нейтрализатора

4 Референс-контроль ко­
личества микобактерий

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

Примечание: спустя 5 мин после постановки опыта из каждой из четырех проб 
производят посев смеси по 0,1 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._________________________

Стерильный нейтрализатор
Рабочий раствор ДС

по 1 мл

9мл
суспензии 
микобактерий на 
д.в. 103 КОЕ/мл

Г \

\
ПО 1 мл

г \

" W
9 мл
суспензии 

микобактерий на 
нейтрализаторе 

10* КОЕ/мл

\ J

9 мл
суспензии 

микобактерий 
на нейтрали­
заторе I03 
1 КОЕ/мл

^  О

/

Стерильная 
лист, вода

9мл
суспензии 

микобактерий на
д.в. 10J КОЕ/мл

Пробирки со скошенной плотной питательной средой 
Левенштейна-Йенсена или «Новая»

Рис. 2. Проведение эксперимента по контролю эффективности нейтрализации 
действия ДС на микобактерии используемым нейтрализатором
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5. Методы исследований и оценки туберкулоцидной 
активности дезинфицирующих средств и их субстанций

in vitro

5.1. Суспензионный метод
Суспензионный метод оценки туберкулоцидной активности ДС и 

их субстанций используют для получения первичной информации о 
концентрационных и временных параметрах эффективного (отсутствие 
жизнеспособных микобактерий) туберкулоцидного действия ДС. Мето­
дология выполнения эксперимента по оценке туберкулоцидной активно­
сти ДС суспензионным методом приведена на рис. 3.

Как видно из рис. 3, для проведения опыта по оценке туберкуло- 
цидных свойств дезинфицирующего средства суспензионным методом 
необходимо приготовить:

• рабочую суспензию штамма тест-микобактерий с концентрацией 
не менее 1 * 109 КОЕ/мл (это обеспечивает возможность создания в сме­
си дезинфектанта с суспензией (обоснованной и применяемой для этого 
метода оценки ДС) концентрации микроорганизмов порядка 1 • 108 
КОЕ/мл;

• пробирки со стерильной дистиллированной водой для проведения 
контроля реальной биологической концентрации (БК) тест-микроорга­
низма в суспензии, используемой в опыте;

• пробирки или флакон с раствором ДС в испытываемой концен­
трации в количестве, необходимом для обеспечения отбора всех проб;

• необходимое количество пробирок (в зависимости от количества 
проб, отбираемых для определения времени, обеспечивающего полную 
гибель тест-микроба), содержащих по 9 мл нейтрализатора, проверенно­
го предварительно на эффективность нейтрализации остаточного дейст­
вия испытываемого ДС (п. 5);

• чашки Петри со стерильной плотной питательной средой или 
пробирки со скошенной стерильной плотной питательной средой в ко­
личестве, необходимом для посева пробы контроля исходной суспензии 
и проб контроля эффективности действия ДС на тест-микроб.
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Приготовление 
суспензии тест- 
микобактерий и 
контроль биоло­
гической концен­
трации их в ней 

путем последова­
тельного 10-крат­
ного разведения 
и посева на плот­
ную питательную 

среду

Приготовление рабочего 
раствора ДС. Смешивание 
суспензии тест-микобакте­
рии и дезинфицирующего 
раствора в соотношении 
1 : 9. Отсчет экспозиции 

воздействия ДС на мико­
бактерии

Отбор из смеси 
3 проб (по 1 мл) 
после каждой 
экспозиции и 

перенос их в про­
бирки с 9 мл ней­
трализатора оста­
точного действия 
_____ ДС

Встряхивание 
проб на шей­
кере. Посев 
из каждой 
пробы по 
0,1 мл на 

чашки с пи­
тательной 

средой. Тер- 
мостатирова- 
ние посевов

Пробирка с 
рабочей сус­
пензией тест- 

микроба в 
концентрации 
(МО’КОЕ/мл)

Пробирки со
стерильной 

водопроводной 
водой(по 9 мл) 
в количестве, 
необходимом 
для определе­
ния БК тест- 

микроба в сус­
пензии

_ L
Чашки Петри 

с плотной 
питательной 

средой 
(5 чашек на 

пробу)

Пробирка 
или фла­

кон с рабо­
чим раст­
вором ДС

Пробирки с 
9 мл ней­

трализатора 
(не менее 

3 на каждую 
экспозицию)

Чашки Пет­
ри с плот­
ной пита­
тельной 
средой 

(не менее 
3 на каждую 

пробу)

Рис. 3. Проведение эксперимента по оценке туберкулоцидной 
активности ДС суспензионным методом

Методика проведения самого опыта включает, как видно из рисун­
ка, последовательное выполнение следующих операций:
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• тщательное перемешивание хранимой в пробирке или во флаконе 
рабочей суспензии тест-микроорганизма путем встряхивания ее в тече­
ние 2—3 мин;

• помещение испытываемого рабочего раствора ДС в водяную ба­
ню с заданной температурой; если задачей эксперимента не предусмот­
рено изучение влияния воздействия температуры на эффективность 
средства, то оценка эффективности раствора испытываемого средства 
осуществляется при температуре 18—20 °С;

• проведение контроля реальной на момент проведения опыта 
биологической концентрации (БК) тест-микроорганизма в суспензии 
(п.4.3);

•  внесение в испытываемый дезинфицирующий раствор рабочей 
суспензии тест-микроорганизма с обеспечением соотношения ДС и сус­
пензии тест-микроорганизма 9 :1 ;

• перемешивание смеси и отсчет по секундомеру времени начала 
воздействия ДС на тест-микроорганизм;

• по окончании каждой заданной экспозиции проведение отбора 
пробы в количестве 3 мл, которую по 1 мл вносят в 3 пробирки, содер­
жащие по 9 мл стерильного раствора нейтрализатора остаточного дейст­
вия дезинфицирующего средства на тест-микроорганизм;

• перемешивание проб путем встряхивания вручную в течение 1— 
2 мин (или в течение 5 мин на шейкере) и посев из них стерильно на 
поверхность плотной питательной среды в чашках Петри или в пробир­
ках (по 0,1 мл на каждую чашку или пробирку, но не менее чем на три 
из каждой пробы).

• инкубирование посевов проб при температуре (37 ± 1) °С в тече­
ние 10—21 суток и учет результатов.

Эффективной экспозицией для рабочего раствора испытанной кон­
центрации считается вторая экспозиция из показавших отсутствие жиз­
неспособных клеток в посевах соответствующих им проб.

Количество и интервал (шаг) экспозиций, при которых осуществ­
ляется отбор проб на эффективность ДС, выбирают на основе учета дан­
ных о составе и эффективности входящих в средство действующих ве­
ществ.

Средство, растворы которого обеспечивают при комнатной темпе­
ратуре в течение 60 мин полную гибель микобактерий, рассматривают 
как перспективное туберкулоцидное средство для дальнейшего изуче­
ния: оценки факторов, влияющих на туберкулоцидную активность ДС, 
отработки режимов эффективного применения и др.
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5.2. М ет од  бат ист овы х т ест -объект ов

Как суспензионный метод оценки туберкулоцидной активности ДС 
и их субстанций, так и метод батистовых тест-объектов [5] используют 
для получения информации о концентрационных и временных парамет­
рах эффективного туберкулоцидного действия ДС. В принципиальном 
плане методология выполнения эксперимента по оценке (тестированию) 
туберкулоцидной эффективности ДС методом батистовых тест-объектов 
приведена на рис. 4.

Как видно из рис. 4, методика эксперимента предусматривает про­
ведение контаминации микобактериями батистовых тест-объектов, кон­
троля исходного уровня обсеменения тест-объектов, обработки (замачи­
вания) тест-объектов в испытываемом дезинфицирующем растворе, 
нейтрализации ДС после заданной экспозиции воздействия, инкубиро­
вание нейтрализованных тест-объектов на плотной питательной среде.

Рис. 4, Выполнение эксперимента по оценке туберкулоцидной активности 
дезсредства методом батистовых тест-объектов
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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 утюгом. С помо­
щью иглы в приготовленном куске батистовой ткани выдергивают нит­
ки в продольном направлении на расстоянии 10 мм друг от друга и в 
поперечном -  на расстоянии 5 мм друг от друга. 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. 3.3) в 
количестве, достаточном для контаминации используемых в опыте тест- 
объектов (из расчета 0,2 мл на тест).

Стерильные батистовые тест-объекты (в количестве 50— 100 штук) 
в чашке Петри заливают 10—20 мл рабочей суспензии тест-микобак­
терий, содержащей 109 КОЕ/мл, и, равномерно смачивая, оставляют 
тест-объекты в суспензии в закрытой чашке Петри. Через 30 мин тест- 
объекты, контаминированные бактериальной суспензией, стерильным 
пинцетом с соблюдением асептики переносят в стерильную чашку Пет­
ри на поверхность двухслойной стерильной фильтровальной бумаги, 
покрывают их сверху стерильной фильтровальной бумагой и закрывают 
чашку. Оставляют на 10 мин с целью удаления избытка жидкости. Для 
фиксации микроорганизмов 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 приот­
крытыми крышками.

Хранение контаминированных тест-объектов возможно в холо­
дильнике при температуре (4 ± 2) °С в течение суток.

Контроль исходного количества живых тест-микобактерий на 
тест-объекте

Для контроля количества жизнеспособных микобактериальных 
клеток на тест-объекте его погружают в колбу со 100 мл стерильной 
дистиллированной воды. Колбу устанавливают на шейкер и встряхива­
ют в течение 30 мин для отмывания бактериальных клеток с бязевого 
(батистового) тест-объекта. Из полученной суспензии производят посев 
по 0,1 мл на 5 пробирок (5 повторностей) со средой Левенштейна- 
Йенсена или «Новая», инкубируют в термостате при 37 °С в течение 
14—21 суток. Выросшие колонии на поверхности питательной среды
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подсчитывают, определяют среднее значение, производят пересчет с 
учетом разведения. Количество жизнеспособных бактериальных клеток 
в приготовленной суспензии на тест-объекте должно составлять 105— 
106 микробных тел. Если рост микобактерий отсутствует при посеве 
суспензии объемом ОД мл, можно увеличить объем до 0,2—0,3 мл и со­
ответственно учесть его при расчете бактериальной концентрации на 
тест-объекте.

Расчет концентрации живых микобактерий на тест-объекте осуще­
ствляют по следующей формуле:

X = А * 1 000, где
X -  концентрация живых микобактерий на тест-объекте;
Л -  среднее количество колонии образующих единиц (КОЕ), вы­

росших 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 сред­
нее количество колониеобразующих единиц (КОЕ), выросших на 5 про­
бирках, будет равно:

А = (50 + 110 + 98 + 150 + 100): 5 -  102
Х=  102 * 1 000 = 1 020 000, что соответствует 1 млн живых микроб­

ных клеток на тест-объекте.
Проведение обработки тест-объектов раствором испытуемого 

ДС и контроль эффективности обеззараживания
Стерильным пинцетом погружают необходимое для проведения 

эксперимента количество контаминированных тест-цггаммом микобак­
терий тест-объектов в пробирку или чашку Петри с раствором ДС (объ­
ем ДС должен рассчитываться с учетом соотношения 1,0 мл раствора на 
1 тест-объект), обеспечивая полное смачивание (погружение) тест-объек- 
тов, фиксируют время начала экспозиции и следят за соблюдением тем­
пературного режима (20 ± 2) °С.

По истечении заданного времени экспозиции стерильным пинце­
том 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 нейтрализатора и погруженным в него 
тестом не встряхивают).

Затем при помощи пинцета размещают тест-объект на скошенную 
поверхность питательной среды Левенштейна-Йенсена или «Новая» (на
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скошенную площадку питательной среды в пробирке можно разместить 
3 тест-объекта, что позволяет увеличить без дополнительных затрат ко­
личество проб на каждую экспозицию, а значит, и достоверность ре­
зультатов оценки эффективности средства). Пробирки закрывают ватно­
марлевыми пробками, помещают в термостат в наклонном положении 
под углом 30° таким образом, чтобы стекающий с теста посевной мате­
риал тоже равномерно распределился по поверхности питательной сре­
ды, и инкубируют при 37 °С в течение 10— 14 дней с ежедневным про­
смотром.

Учет и анализ результатов эксперимента
Учет результатов посевов проводят визуально путем подсчета вы­

росших колоний на самом тест-объекте и на поверхности питательной 
среды. Колонии М. terrae на среде Левенштейна-Йенсена представляют 
собой шероховатые и матовые выпуклые округлые образования, на сре­
де «Новая» -  гладкие и блестящие или с молочным или желтоватым от­
тенком.

Наличие роста колоний тест-микобактерий на тест-объекте и на по­
верхности питательной среды показывает, что тестируемое ДС в данном 
режиме применения (концентрация раствора и экспозиция 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) ту- 
беркулоцидной эффективности, отвечающей предъявляемым требовани­
ям к ДС для практического их использования (обеспечение снижения 
уровня обсемененности объекта на 105 КОЕ/см2).

Эффективной экспозицией для рабочего раствора испытанной кон­
центрации считается вторая экспозиция из показавших отсутствие в по­
севах соответствующих им проб жизнеспособных микобактерий.

Количество и интервал (шаг) экспозиций, при которых осуществ­
ляется отбор проб на эффективность ДС, выбирают на основе данных о 
составе и эффективности входящих в средство действующих веществ.

Средство, растворы которого обеспечивают при температуре 
(20 ± 2) °С в течение 60 мин полную гибель микобактерий тест-микро­
организма, может рассматриваться как перспективное туберкулоцидное 
ДС для дальнейшего изучения: оценки факторов, влияющих на туберку- 
лоцидную активность ДС, отработки режимов эффективного примене­
ния и др.
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И  Методы изучения факторов, влияющих на туберкулоцидную 
активность дезинфицирующих средств и их субстанций

Дня определения условий применения и направлений дальнейших 
исследований необходимо изучить зависимость туберкулоцидного дей­
ствия от температуры раствора ДС, величины pH и присутствия белко­
вых загрязнений.

Исследования проводят методом батистовых тест-объектов (п. 5.2).
На основании полученных данных определяют целесообразность и 

направления дальнейших исследований препарата для применения в 
качестве ДС.

Определение влияния температуры на туберкулоцидную актив­
ность ДС и их субстанций проводят с целью выявления возможности 
использования подогретых растворов ДС для сокращения времени обез­
зараживания объектов в отношении микобактерий туберкулеза» а также 
для оценки эффективности туберкулоцидных свойств при пониженных 
температурах окружающей среды, обеззараживаемого объекта и самого 
раствора ДС.

Для изучения влияния температуры рабочие растворы испытуемых 
ДС готовят в день опыта, наливают в стеклянные колбы (пробирки) из 
расчета по 0,5 мл на каждый тест-объект.

Исследование влияния положительных температур раствора ДС на 
его туберкулоцидную активность проводят с использованием водяной 
бани, в которой нагревают емкость с дезинфицирующим раствором до 
(18 ± 1), (37 ± 1), (55 ± 1) °С, после чего погружают в него зараженные 
тест-объекты и поддерживают эти температуры в процессе всего опыта.

Опыты по оценке влияния пониженной температуры на активность 
ДС проводят с использованием криостата или солевых низкозамерзаю­
щих растворов, в которых охлаждают емкость с дезинфицирующим рас­
твором до температуры (10 ± 1), (5 ± 1), -(2 ± 1) °С и поддерживают их в 
процессе опыта. После достижения указанной температуры в раствор 
ДС погружают батистовые тест-объекты, контам инированные культурой 
тесг-микроорганизма из расчета 2 тест-объекта на каждую экспозицию.

Через определенные промежутки времени из каждой колбы извле­
кают по 2 тест-объекта и помещают их при температуре (20 ± 1) °С в 
пробирки с соответствующим нейтрализатором на 5 мин, затем во вто­
рые пробирки со стерильной водой на 5 мин и только после этого каж­
дый тест-объект переносят в пробирку со скошенной плотной питатель­
ной средой Левенштейна-Йенсена или «Новая» и укладывают его на 
поверхность среды. Посевы инкубируют в течение 48—72 ч при
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(37 dt 1) °С. Контролем служат по 2 тест-объекта при каждой исследо­
ванной температуре, не подвергавшиеся действию испытуемого ДС, но 
погруженные в пробирки со стерильной водопроводной (питьевой) во­
дой на срок, равный действию испытуемого ДС.

Определение влияния величины pH на туберкулоцидную актив­
ность 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 под­
кисления раствора используют децинормальный раствор соляной или 
другой кислоты, а для подщелачивания -  децинормальный раствор ще­
лочи. В подготовленные растворы погружают контаминированные ми­
кобактериями бязевые (батистовые) тест-объекты. Исследование зави­
симости туберкулоцидной активности ДС и их субстанций от величины 
pH проводят по методике, описанной выше, только при нейтрализации 
действия действующих веществ одновременно понижают или повыша­
ют и величину pH, добавляя соответственно кислоту или щелочь.

Определение влияния белковых загрязнений на туберкулоцидную 
активность ДС проводят с целью выявления возможности влияния (или 
установления его отсутствия) белковых загрязнений на обеззараживае­
мом объекте на туберкулоцидную активность ДС.

Исследование проводят методом батистовых тест-объектов (п. 5.2), 
только для контаминации тест-объектов используют суспензию тест- 
микобактерий, содержащую 20,0 % инактивированной сыворотки круп­
ного рогатого скота или дефибринированной крови, которые добавляют 
в суспензию при ее приготовлении. Инактивацию нормальной сыворот­
ки крупного рогатого скота проводят дробным трехкратным прогрева­
нием на водяной бане при температуре (60 ± 1) °С в течение 30 мин. Ес­
ли активность препарата не снижается в присутствии 20,0 % белка, кон­
центрацию инактивированной сыворотки крупного рогатого скота или 
дефибринированной крови в суспензии тест-микроорганизма увеличи­
вают до 40,0 %. Отсутствие снижения туберкулоцидной активности ДС 
при добавлении 40,0 % сыворотки позволяет считать ДС не реагирую­
щим на присутствие белковых загрязнений.

6. Методы изучения туберкулоцидной эффективности 
дезинфицирующих средств, предназначенных для 

обеззараживания объектов внешней среды
Многообразие факторов передачи туберкулеза и длительная выжи­

ваемость возбудителей туберкулеза и микобактериозов во внешней сре­
де обосновывает необходимость обеззараживания большого перечня
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объектов, которые могут быть контаминированы возбудителями в ин­
фекционном очаге на дому, в лечебно-профилактических учреждениях, 
в специализированных бактериологических лабораториях, работающих 
с этими возбудителями.

Учитывая вышесказанное, перечень тест-объекгов, моделирующих 
объекты, подлежащие дезинфекции, включает: поверхности помещений, 
мебели, аппаратов, приборов, санитарно-технического оборудования, 
транспортных средств и др.; изделия медицинского 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 резиновых перчатках; остатки пищи; выделения: 
фекалии, мочу, кровь, мокроту; воду; воздух; медицинские отходы.

6.1. Исследование туберкулоцидной эффективности 
дезинфицирующих средств, предназначенных для обеззараживания 

поверхностей помещений, мебели, аппаратов, приборов, 
санитарно-технического оборудования, транспортных средств 

и других объектов
В исследованиях используют тест-поверхности (10 и 10 см) из раз­

личных материалов: дерева (неокрашенного, окрашенного масляной, 
клеевой или другими красками, оклеенного обоями), линолеума, пла­
стика, кафеля, фаянса, плитки, металлов, стекла.

Тест-поверхности из различных материалов (за исключением де­
ревянных тест-поверхностей, окрашенных клеевой краской и оклеенных 
обоями) тщательно моют водой с мылом и щеткой, стерилизуют в паро­
вом стерилизаторе (при температуре (121±])°С в течение 30 мин). 
Тест-поверхности, окрашенные клеевой краской и оклеенные обоями, 
протирают несколько раз стерильной марлевой салфеткой, увлажненной 
стерильной питьевой водой. Готовят суспензию тест-микобактерий, со­
держащую 2,0 * 109 КОБ/мл. При разработке режимов обеззараживания 
раковин, ванн и других загрязненных объектов для имитации органиче­
ского загрязнения к суспензии добавляют 40,0 % лошадиной сыворотки, 
инактивированной при 56 °С в течение 30 мин (к 6 мл 2-миллиардной 
суспензии прибавляют 4 мл сыворотки).

После подсыхания тест-поверхности располагают горизонтально и 
на них с помощью одноканального механического дозатора или стек­
лянной пипетки наносят 0,5 мл суспензии тест-микроорганизма. Сус­
пензию равномерно распределяют по тест-поверхности (100 см2) сте-
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рильным стеклянным шпателем. Если суспензия тест-микроорганизма 
не распределяется равномерно, а собирается в кашпо, растирание шпа­
телем по тест-поверхности осуществляют неоднократно (3—5 раз). Кон- 
таминированные тест-поверхности подсушивают при комнатной темпе­
ратуре до полного высыхания (30— 120 мин). Обеззараживание тест- 
поверхностей осуществляют способами протирания, орошения или мы­
тья дезинфицирующим раствором.

При обеззараживании тест-поверхносги из дерева (окрашенные 
клеевой и другими красками, оклеенные обоями), стекла, кафеля и т. п. 
располагают вертикально; поверхности из линолеума, метлахской плит­
ки и других покрытий для пола располагают горизонтально. Тест- 
поверхности обеззараживают путем их орошения, протирания (одно­
кратного или двукратного) дезинфицирующим раствором.

В зависимости от вида обрабатываемой поверхности и наличия за­
грязнений на ней, норма расхода ДС на одну обработку способом про­
тирания составляет 100— 150 мл на м2 (1— 1,5 мл на 100 см2), способом 
орошения -  150 мл на м2 (1,5 мл на 100 см2) при обработке распылите­
лем типа «Квазар» и 300 мл на м2 (3 мл на 100 см2) при обработке рас­
пылителем типа «Автомакс» или гидропультом.

При необходимости обработку способом протирания или орошения 
повторяют через 5— 15 мин.

Для контроля эффективности обеззараживания через определенные 
промежутки времени (15—30—60 и т. д. до 120 мин) с тест-поверх­
ностей делают смывы путем тщательного протирания поверхности сте­
рильной марлевой салфеткой (5 см2), увлажненной нейтрализатором. 
После протирания на тест-поверхности не должно оставаться излишней 
влаги. Салфетки погружают на 5 мин в пробирки (емкости) с соответст­
вующим нейтрализатором (10 мл), а затем в стерильную питьевую воду 
с бусами и встряхивают на шейкере в течение 10 мин. Полученную 
смывную жидкость вносят по 0,1 мл в 3—5 пробирок со скошенной 
плотной питательной средой Левенштейна-Йенсена или «Новая», тщатель­
но распределяя ее по всей поверхности. Посевы инкубируют в термоста­
те при температуре (37 ± 1) °С в течение 10—21 суток.

В контрольных опытах для обработки аналогично контаминиро- 
ванных тест-поверхностей вместо раствора ДС используют стерильную 
питьевую воду из того же расчета, что и опытные. Жидкость, в которую 
помещают стерильную марлевую салфетку после взятия смыва с кон­
трольных поверхностей, перед посевом разводят в 100 раз и вносят по 
0,1 мл на скошенную поверхность плотной питательной среды Левен-
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штейна-Йенсена или «Новая» 3—5 пробирок. Посевы инкубируют в тер­
мостате при температуре (37 ± 1) °С. Учитывают результаты через 10— 
21 суток.

Оценку результатов проводят по посеву того разведения, в котором 
число колоний на чашке Петри или в пробирке составляет от 30 до 300.

После выдерживания посевов в термостате подсчитывают число 
колоний на чашках или пробирках с плотной питательной средой, рас­
считывают остаточную плотность контаминации на 100 см2 тест- 
поверхности и высчитывают эффективность обеззараживания, принимая 
количество тест-микроорганизмов, снятых с контрольных тест-объектов 
(тест-поверхностей), за 100 %.

Например, на 100 см2 контрольной тест-поверхности по результа­
там бактериологического контроля обнаружено 148 000 микробных кле­
ток, а на аналогичного вида опытной тест-поверхности -  20 микробных 
клеток.

148 000 -  100 % х = 20 • 100 : 148 000 = 2 : 148 -  0,013 %
2 0 - х

Эффективность обеззараживания опытной тест-поверхности сос­
тавляет:

100 -  0,013 -  99,987 %.
Критерий эффективности ДС при обеззараживании тест-поверхнос­

тей из различных материалов, контаминированных тест-микроорганиз­
мом, равен не менее 99,99 %.

6.2. Обеззараживание 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 натураль­
ного и силиконового каучука (медицинская 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.

Тест-объекты, предметы ухода за больными и игрушки из различ­
ных материалов тщательно моют водой с мылом и щеткой, Тест- 
объекты стерилизуют паровым или воздушным методом.

Готовят суспензию тест-микобактерий, содержащую 2,0 * 109 
КОЕ/мл, При наличии у средства фиксирующих свойств к суспензии 
добавляют 40,0 % лошадиной сыворотки, инактивированной при 56 °С в

31



МУ 3.5.2596— 10

течение 30 мин (к 6 мл 2-миллиардной суспензии прибавляют 4 мл сы­
воротки).

С помощью одноканального механического дозатора или стеклян­
ной пипетки на поверхность тест-объекта, предмета ухода за больными, 
игрушки наносят 0,5 мл суспензии тест-микроорганизма. Суспензию 
равномерно распределяют по поверхности (100 см2) стерильным стек­
лянным шпателем. Каналы и полости предмета ухода за больными, иг­
рушек заполняют с помощью шприца. Мелкие игрушки полностью по­
гружают в суспензию. Контаминированные тест-объекты, предметы 
ухода за больными и игрушки подсушивают при комнатной температуре 
до полного высыхания (60— 120 мин).

Растворы ДС готовят на водопроводной воде при температуре 
(20 ± 2) °С. Обеззараживание осуществляют способом погружения, про­
тирания, орошения. После подсушивания контаминированные тест- 
объекты, предметы ухода за больными, игрушки, в т. ч. имеющие кана­
лы и полости, погружают в раствор испытуемого ДС или протирают 
салфеткой, смоченной им. Мелкие игрушки полностью погружают в 
емкость с раствором ДС, препятствуя их всплытию; крупные игрушки 
обеззараживают 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 обра­
ботке распылителем типа «Квазар» и 300 мл/м2 при обработке распыли­
телем типа «Автомакс» или гидропультом. При необходимости обра­
ботку способом протирания или орошения повторяют через 5— 15 мин.

Для контроля эффективности обеззараживания через определенные 
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 нейтрали­
затором. Салфетки погружают в стерильный раствор нейтрализатора на 
5 мин, затем переносят в пробирки (емкости) с бусами и стерильной 
питьевой водой (10 мл) и встряхивают на шейкере в течение 10 мин. 
Каналы и полости промывают нейтрализатором (10 мл), который соби­
рают в стерильные пробирки (емкости) и оставляют на 10 мин для ней­
трализации.

Полученную смывную жидкость и смывную жидкость из каналов 
вносят по 0,1 мл на скошенную поверхность плотной питательной 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.
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Результаты учитывают через 10—21 сутки инкубирования. 
Эффективность ДС при обеззараживании тест-объектов, предметов 

ухода за больными и игрушек из различных материалов (кроме мягких), 
контаминированных тест-микроорганизмом, должна быть не менее 
100%.

6.3. Обеззараживание посуды столовой, 
лабораторной и из-под выделений

Для определения туберкулоцидной активности ДС, предназначен­
ных для обеззараживания посуды, в качестве тест-объектов используют 
набор столовой и чайной посуды: тарелки, стаканы, кружки из различ­
ного материала (фарфор, фаянс, алюминий, стекло, пластик, посуда, по­
крытая эмалью); столовые приборы: ножи, вилки, ложки из различного 
материала (нержавеющая сталь, алюминий, пластик), посуду одноразо­
вого использования и набор лабораторной посуды, представляющий 
тест-объекты из стекла и пластмасс (предметные и покровные стекла, 
пипетки, чашки Петри, планшеты для иммунологического анализа и др.); 
посуду из-под выделений (мочеприемники, подкладные судна). Перед 
экспериментом посуду и столовые приборы моют водой с мылом и щет­
кой 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. Столовые приборы для кон­
таминации погружают в бактериальную суспензию на 1—2 мин, остав­
ляя незараженными их ручки. Контаминированную посуду подсушива­
ют (до полного высыхания) при комнатной температуре (60— 120 мин) и 
относительной влажности воздуха 50—60 %.

Для разработки режимов обеззараживания посуды с остатками пи­
щи при контаминации используют суспензию тест-микроорганизма, 
смешанную с овсяной, манной или другой кашей, сваренной на молоке 
со сливочным маслом (к 10 г каши добавляют 1 мл 2-миллиардной мик­
робной взвеси). Для имитации загрязнения чайной посуды используют 
кисель (к 10 г киселя добавляют 1 мл 2-миллиардной микробной взвеси), 
лабораторной посуды -  40,0 %-ю инактивированную сыворотку, посуды 
из-под выделений -  20,0 %-ю эмульсию фекалий, предварительно рас­
тертую в ступке.

Обработку столовой, чайной, лабораторной посуды, столовых при­
боров проводят способом погружения в дезинфицирующий раствор.
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Растворы готовят на питьевой воде. Температура испытуемого раствора 
18—20 °С. При необходимости изучают эффективность растворов ДС 
при температуре 50 °С.

Дезинфицирующий раствор должен полностью заполнить и с из­
бытком покрыть всю посуду и приборы (из расчета не менее 2 л на 
1 комплект). Время обеззараживания посуды -  от 15 до 240 мин, в зави­
симости от вида ДС 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 и т. д.) из дезинфицирующего 
раствора и стерильной марлевой салфеткой (5 см2), смоченной в раство­
ре нейтрализатора, соответствующего данному ДС, тщательно протира­
ют зараженную часть каждого предмета и погружают в 10 мл этого же 
нейтрализатора на 5 мин, затем салфетку переносят в пробирку со сте­
рильной питьевой водой и бусами. Время отмыва марлевой салфетки -  
10 мин при постоянном встряхивании на шейкере. После отмыва смыв­
ную жидкость по 0,1 мл высевают в 3—5 пробирок со скошенной по­
верхностью плотной питательной среды Левенштейна-Йенсена или «Но­
вая» (по 0,1 мл в каждую). Посевы помещают в термостат при темпе­
ратуре 37 °С. Предварительный учет результатов проводят через 10— 
14 суток, окончательный -  через 21 сутки.

Кон гролем служит аналогично контаминированная посуда, которая 
погружается не в дезинфицирующий раствор, а в такой же объем сте­
рильной питьевой воды.

Критерий эффективности обеззараживания посуды: гибель тест- 
микроорганизма не менее (100 %).

6.4. Исследование туберкулоцидной эффективности 
дезинфицирующих средству предназначенных для обеззараживания 

изделий медицинского назначения (ИМИ), включая эндоскопы
6.4.1. Исследование туберкулоцидной эффективности 

дезинфицирующих средств, предназначенных для обеззараживания 
ИМН из различных материалов (кроме эндоскопов)

В качестве тест-изделий используют стерильные инструменты и 
другие ИМН, в т. ч. однократного применения, из различных материа­
лов (металлов, резин, стекла, пластмасс) или имитирующие их тест- 
объекты. Перечень инструментов должен включать разнообразные по 
форме, характеру поверхности и используемому материалу изделия 
(гладкие изделия простой конфигурации; изделия, имеющие замковые
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части, каналы и полости, имеющие насечки и напыления, изделия из­
витой формы; изделия, изготовленные из нескольких видов материа­
лов и т . д.).

На рабочую поверхность тест-изделия (у замковых изделий -  также 
в область замка, а при наличии каналов и полостей -  также в канал из­
делия) наносят 0,1 мл суспензии, содержащей 2 • 109 КОЕ/мл тест- 
микроорганизма, содержащей 40%  инактивированной лошадиной сы­
воротки. Мелкие тест-изделия для контаминации погружают в эту сус­
пензию на 15 мин. Контаминированные тест-изделия подсушивают в 
термостате в течение 20—25 мин. Дезинфицирующие растворы готовят 
на питьевой воде комнатной температуры или подогретой до (50 ± 1) °С.

После подсушивания контаминированные изделия погружают в 
раствор испытываемого средства, заполняя им все каналы и полости 
изделий, избегая образования воздушных пробок. Инструменты, имею­
щие замковые части, погружают раскрытыми, предварительно сделав 
ими в растворе ДС несколько рабочих движений для лучшего проникно­
вения раствора в труднодоступные участки изделия в области 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 извлекают из 
раствора и марлевой салфеткой размером 5 * 5  см, пропитанной нейтра­
лизатором, 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 тече­
ние 5— 10 мин. Для контроля эффективности обеззараживания делают 
посев смывной жидкости по 0,1 мл на поверхность агаровой питатель­
ной среды, а салфетку помещают в бульон. Канал изделия промывают 
нейтрализатором, и смывную жидкость засевают по 0,1 мл на скошен­
ную плотную питательную среду в 3—5 пробирок. Посевы выдержива­
ют в термостате при температуре (37 ± 1) °С в течение 21 суток. Учет 
предварительных результатов проводят через 10— 14 суток и оконча­
тельных -  через 21 сутки.

Кратность постановки эксперимента должна быть достаточной для 
получения статистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация-время-температура), 
обеспечивающий 100 % гибель тест-микроорганизмов на всех изделиях. 
При наличии положительных проб эксперимент повторяют, увеличивая 
концентрацию или время воздействия.
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6.4.2. Исследование туберкулоцндной эффективности 
дезинфицирующих средств, предназначенных 

для обеззараживания эндоскопов

В качестве тест-объектов используют фрагменты эндоскопа или 
эндоскоп (гибкий -  гастроскоп, жесткий -  цистоскоп). По 0,1 мл суспен­
зии, содержащей 1 * 109 КОЕ/мл тест-микроорганизмов, наносят с по­
мощью пипетки на наружную поверхность и в канал эндоскопа, подсу­
шивают в течение 20 мин. Затем контаминированное изделие погружа­
ют в раствор ДС, заполняя полости и каналы эндоскопа. Через опреде­
ленное время (от 15 до 60 мин) изделие извлекают из раствора и делают 
смыв с наружной поверхности марлевой салфеткой (5 * 5 см), смочен­
ной в растворе нейтрализатора; салфетку помещают в пробирку с 10 мл 
того же стерильного раствора нейтрализатора на 5 мин, а затем перено­
сят ее в пробирку со стерильной питьевой водой и встряхивают с бусами 
в течение 5— 10 мин. Канал изделия промывают раствором нейтрализа­
тора и смывную жидкость засевают на питательный агар. Проводят так­
же контроль микробной обсемененности использованных для отмыва 
проб раствора нейтрализатора и питьевой воды. Кратность постановки 
эксперимента должна быть достаточной для получения статистически 
достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация-время-температура), 
обеспечивающий гибель тест-микроорганизма на всех тест-изделиях и 
отсутствие тест-микроорганизмов в растворе нейтрализатора. При нали­
чии положительных проб эксперимент повторяют, увеличивая время 
воздействия, но не более чем до 60 мин.

Положительной считается проба, показывающая характерный рост 
тесз-микроорганизма на плотных питательных средах или обнаружение 
тест-микроорганизма в растворе применявшегося нейтрализатора.

Режим обеззараживания, разработанный на имитаторах канала эн­
доскопа, проверяют при обеззараживании эндоскопа, контаминирован- 
ного тест-микрорганизмом. При необходимости эффективность разрабо­
танного режима проверяют в практических условиях.

Критерием эффективности ДС (режим применения ДС) при обезза­
раживании ИМИ (включая эндоскопы) является 100% гибель тест- 
микроорганизма.
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6*4.3. Исследование туберкулоцндной эффективности 
дезинфицирующих средств для дезинфекции высокого 

уровня (ДВУ) эндоскопов

Данная методика предназначена для разработки режимов ДВУ эн­
доскопов при проведении «нестерильных» диагностических и лечебных 
манипуляций.

Для исследования выбирают ДС, обладающее спороцидным дейст­
вием, и испытания его проводят при тех же условиях (концентрация, 
температура), которые обеспечивают гибель спор бацилл, определяя 
необходимое время дезинфекционной выдержки для достижения гибели 
наиболее устойчивого к изучаемому ДС микроорганизма.

При определении эффективности средств для ДВУ эндоскопов в 
качестве тест-объектов используют фрагменты канала гибкого эндоско­
па или его имитаторы в виде трубок из пластика длиной 2 см, диаметром 
2 мм.

Стерильные тест-объекты искусственно контам и и иру юг, нанося с 
помощью дозатора/микропипетки в центральную часть канала и на по­
верхность каждой трубки суспензию тест-микроорганизма из расчета 
106 микробных клеток тест-микобактерий на каждое изделие. Для ими­
тации органического загрязнения к суспензии микроорганизмов перед 
контаминацией объекта добавляют 2 % инактивированной лошадиной 
сыворотки.

Контаминированные тест-объекты подсушивают при комнатной 
температуре 18—22 °С в течение 20 мин.

Дезинфицирующий раствор готовят на стерильной водопроводной 
(питьевой) воде. Обработку исследуемым ДС осуществляют способом 
погружения в испытуемый дезинфицирующий раствор. Через опреде­
ленные интервалы времени, зависящие от химического состава средства 
(в промежутке от 5 до 60 мин), тест-изделия извлекают из дезинфици­
рующего раствора, помещают на 5— 10 мин в раствор соответствующего 
нейтрализатора (раздел 4). После отмыва смывную жидкость по 0,1 мл 
высевают в 3—5 пробирок со скошенной питательной средой для про­
верки эффективности обеззараживания.

Посевы выдерживают в термостате при температуре и времени, оп­
тимальных для роста использованного тест-микроорганизма: для тест- 
микобактерий -  37 °С 21 сутки, после чего проводят учет результатов 
эксперимента.
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В качестве контроля используют тест-объекты, контаминирован- 
ные как указано выше и помещенные в воду на время дезинфекционной 
выдержки.

Кратность постановки эксперимента должна быть достаточной для 
получения статистически достоверных результатов.

Эффективным считают режим (концентрация-время-температура), 
обеспечивающий гибель тест-микроорганизма на всех тест-изделиях при 
отсутствии его роста в питательной среде, Положительной считается 
проба с характерным ростом микроорганизма на плотной питательной 
среде или обнаружение микроорганизмов в растворе применявшегося 
нейтрализатора. При наличии положительных проб эксперимент повто­
ряют, увеличивая время воздействия, но не более чем до 60 мин.

При необходимости эффективность разработанного режима прове­
ряется в практических условиях.

Критерий эффективности обеззараживания -  100% гибель тест- 
микроорганизма.

Время обеззараживания -  не более 60 мин.

6.5. Исследование туберкулоцидной эффективности 
дезинфицирующих средств, 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 за­
грязненных кровью или выделениями (фекалии, моча, мокрота).

Оценку эффективности ДС для обеззараживания белья, одежды, 
спецодежды и других объектов из ткани осуществляют с помощью сте­
рильных тест-объектов, представляющих собой кусочки бязи размером 
2 x 2  см. Бязь предварительно готовят и обеззараживают так же, как ба­
тист. Контаминируют стерильные тест-объекты суспензией тест- 
микроорганизмов, содержащей 2 * 109 КОЕ/мл, из расчета 20 мл на 
10 тест-объектов, и подсушивают в течение 30 мин. Затем тест-объекты 
закладывают в бязевые мешочки размером 5 * 8 см (по 2 штуки в каж­
дый), которые закрывают в виде конверта.

Раствор испытываемого ДС на питьевой воде комнатной темпера­
туры или подогретой до (50 ± 1) °С готовят из расчета 5 л на 1 кг белья. 
Ветошь, имитирующую белье, поштучно погружают в емкость с раство­
ром испытываемого ДС так, чтобы между слоями ткани не образовыва­
лось воздушных прослоек, препятствующих процессу обеззараживания. 
Одновременно между слоями белья распределяют (сверху, в середине и
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внизу) мешочки с контаминированными тест-объектами. Через заданное 
время мешочки извлекают одновременно из трех слоев. Тест-объекты 
вынимают из мешочка стерильным пинцетом, помещают на 5 мин в 
пробирки с раствором соответствующего нейтрализатора, затем перено­
сят в стерильную питьевую воду и высевают на питательный агар. Посе­
вы инкубируют при (37 ± 1) °С. Предварительный учет результатов про­
водят через 10— 14 суток, а окончательный -  через 21 сутки. В кон­
трольных опытах белье погружают в стерильную питьевую воду. Ме­
шочки с тестами закладывают так же, как и в опыте. При получении 
100 % гибели тест-микроорганизма в опытах по обеззараживанию белья 
без белковых загрязнений переходят к опытам по обеззараживанию бе­
лья, загрязненного выделениями.

Для определения эффективности ДС при обеззараживании белья, 
одежды, спецодежды и других объектов из ткани, загрязненных кровью, 
выделениями (фекалии, мокрота, моча и др.), в лабораторных условиях 
используют бязевые тест-объекты, которые контаминируют суспензией 
тест-микобактерий с добавлением 40 %-й инактивированной сыворотки 
(6 мл суспензии, содержащей 2 • 109 КОЕ/мл тест-микроорганизма, сме­
шивают с 4 мл инактивированной сыворотки) или 40 %-й фекальной 
эмульсии (6 мл суспензии тест-микроорганизма смешивают с 4 мл 40 %-й 
фекальной эмульсии) исходя из расчета 30 мл суспензии на 10 тест- 
объектов. Для приготовления фекальной эмульсии 8 г фекалий растира­
ют 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 ч при ком­
натной температуре до полного высыхания. Методика проведения экс­
перимента аналогична опытам с чистым бельем.

Критерием эффективности ДС при обеззараживании белья, одеж­
ды, спецодежды и других объектов из тканей является 100% гибель 
тест-микроорганизмов на тест-объектах.

При изучении эффективности обеззараживания изделий из синте­
тических тканей (капрон, ацетат, лавсан и др.) используют тест-объекты 
из этих тканей размером 5 * 5 см, т. к. микроорганизмы не проникают в 
структуру этих тканей и смываемость их в 2 раза больше, чем с бязевых 
тест-объектов.
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6.6. 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 В$ в 
виде суспензии, содержащей 2 • 109 КОЕ в 1 мл, которой контаминиру- 
ют тест-объекты из батиста, бязи и других материалов, соответствую­
щих обеззараживаемым объектам. Тест-объекты закладывают в сте­
рильные конверты из хлопчатобумажной ткани (по 2 тест-объекта в 
конверт). Пронумерованные тест-объекты помещают в хлопчатобумаж­
ные мешочки с максимальными термометрами и размещают в толще 
объектов в контрольные точки камеры на трех уровнях.

После обеззараживания мешочки извлекают из камеры и записы­
вают показания максимальных термометров. Тест-объекты помещают в 
пробирки с 5 мл картофельно-глицеринового бульона.

Инкубирование посевов с тест-объектами проводят при температу­
ре (37 ± 1) °С в течение 10—21 суток. Отсутствие помутнения питатель­
ной среды указывает на гибель микобактерий в тест-объектах. При на­
личии роста проводят сравнение выделенной культуры с тест- 
микобактерией.

В качестве контроля используют тест-объекты, которые не поме­
щали в камеру, и питательную среду, которую применяли для культиви­
рования тест-микроорганизма после обработки. Контрольные тест- 
объекты и среду проверяют аналогично тест-объектам, которые обраба­
тывали в камере. Для установления эффективности обработки проводят 
не менее трех экспериментов на каждое время обработки.

Критерием эффективности обеззараживания вещей в дезинфекци­
онных камерах является 100% гибели Mycobacterium В5 на использо­
ванных тест-объектах.

6.7. Исследование туберкулоцидной эффективности 
дезинфицирующих средств 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 10J КОЕ/мл.

Для устранения посторонней микрофлоры руки, включая запястья 
и предплечья, испытатели тщательно моют с мылом в теплой проточной
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воде, затем протирают стерильной марлевой салфеткой и надевают ре­
зиновые перчатки.

Поверхность резиновых перчаток, надетых на руки испытателей- 
добровольцев, контаминируют путем тщательного растирания 1 мл сус­
пензии тремя вышеуказанными разведениями (каждое разведение на 
одного испытателя). После подсыхания микробной взвеси для контроля 
исходной обсемененности с поверхности резиновой перчатки тыльной 
стороны кисти делают смыв стерильной марлевой салфеткой размером 
5 х 5 см, смоченной стерильной питьевой водой. Затем салфетку поме­
щают в пробирку с 10 мл стерильной питьевой воды с бусами и встря­
хивают 10 мин. Полученный смыв высевают по 0,5 мл на скошенную 
поверхность питательной среды в пробирке.

Для обеззараживания поверхности перчаток в сжатую ладонь руки 
в печатке испытателю-добровольцу наносят 2,5 мл исследуемого ДС. 
Затем он в течение 10— 15 сек протирает этой порцией дезинфицирую­
щего раствора поверхность перчаток обеих рук, совершая движения рук, 
которые выполняют при обработке кожи рук антисептиком. После этого 
такую же операцию проводят, нанося 2,5 мл дезинфицирующего раство­
ра на ладонь второй руки и засекают по секундомеру начало экспози­
ции.

После 5-минутной экспозиции делают смыв марлевой салфеткой 
( 5 * 5  см), смоченной соответствующим нейтрализатором, предвари­
тельно проверенным на эффективность нейтрализации и статического 
действия. Салфетку помещают в пробирку с 10 мл стерильного нейтра­
лизатора на 10 мин. Затем салфетку переносят стерильным пинцетом в 
пробирку с 10 мл стерильной питьевой воды с бусами, встряхивают про­
бирку 10 мин в шейкере. Из полученного смыва делают посев по 0,5 мл 
на твердые питательные среды в пробирках (не менее 3 пробирок на 
пробу).

Эффективным считают режим применения ДС, обеспечивающий 
100 % гибель тест-микроорганизма на резиновых перчатках, защищаю­
щих кожу рук.

6.8. Исследование туберкулоцидной эффективности 
дезинфицирующих средств, 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.
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Растворы испытываемого ДС готовят в концентрациях, обеспечи­
вающих туберкулоцидный эффект при испытании его на батистовых 
тест-объектах с белковой защитой.

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 соответ­
ствующего нейтрализатора. После тщательного смешивания 1 мл жид­
кости из первой пробирки переносят во вторую пробирку с 5 мл нейтра­
лизатора и затем засевают по 0,1 мл в пробирки на скошенную поверх­
ность питательной среды, как из первой, так и из второй пробирки. По­
севы инкубируют в термостате при (37 ± 1) °С.

Контролем служат аналогично поставленные опыты, только с до­
бавлением к моче не дезинфицирующего раствора, а воды.

Ориентировочный учет результатов проводят через 10— 14 суток, 
окончательный -  через 21 сутки. Результаты опытов учитывают по от­
ношению к контролю, который принимают за 100%. Окончательное 
заключение об эффективности ДС делают на основании не менее трех 
опытов с совпадающими результатами.

Эффективными считают средство и режим его применения, обес­
печивающие 100 % гибель тест-микроорганизмов.

Обеззараживание кала. При разработке режимов обеззараживания 
кала учитывают соотношение ДС к обеззараживаемой массе, время об­
работки, температуру, консистенцию обеззараживаемых выделений, 
степень гомогенизации в процессе обеззараживания.

Исследования проводят в два этапа. На первом этапе в качестве 
тест-объекта используют 20 %-ю эмульсию фекалий, на втором -  
оформленные фекалии.

Для приготовления 20 %-й эмульсии 20 г кала растирают в ступке и 
добавляют 80 мл воды; полученную эмульсию фильтруют через двойной 
слой марли, стерилизуют в автоклаве, разливают пипеткой в пробирки 
по 9 мл и добавляют по 1 мл 2 • 109 КОЕ/мл в суспензии М. terrae. Опыты 
начинают ставить с концентрации, вызывающей гибель тест-микро- 
организма в моче с белком через 30 мин. Приготовленную эмульсию 
фекалий заливают равным или двойным объемом дезинфицирующего 
раствора и через определенные интервалы времени производят высевы 
так же, как и при обеззараживании мочи. Результаты учитывают через 
21 сутки.

При положительных результатах проводят опыты с большим коли­
чеством оформленных фекалий (200—250 г). Для этого помещают их в
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сосуд, заливают дезинфицирующим раствором или засыпают сухими 
ДС в равном или двойном количестве по отношению к весу фекалий, 
определяют происходит ли гомогенизация фекалий. Затем небольшую 
часть каловых масс перемешивают стеклянной палочкой с жидкостью, а 
остальную массу оставляют в виде небольших комочков. Через опреде­
ленные промежутки времени (например 30, 60 мин) проводят посев.

Посев жидкой части фекалий производят так же, как в опытах с мо­
чой. Плотные же части (комочки) забирают бактериологической петлей 
и помещают в 5 мл соответствующего нейтрализатора, растерев их о 
края пробирки и тщательно перемешав. Затем стерильной пипеткой 
переносят из этой пробирки 1 мл смеси во вторую пробирку, тоже со­
держащую нейтрализатор. Как из первой, так и из второй пробирки про­
изводят посев по 0,1 мл на скошенную поверхность питательной среды в 
пробирках (не менее чем в три пробирки). Окончательный результат 
учитывают через 21 сутки, а предварительный -  через 10— 14 суток.

Контролем служат аналогично поставленные опыты с добавлением 
вместо дезинфицирующего раствора воды. Результаты опытов учиты­
вают по отношению к контролю, который принимают за 100 %. Судят 
об эффективности исследуемого средства на основании не менее трех 
опытов с совпадающими результатами. Эффективными считают средст­
во и режим его применения, обеспечивающие 100 % гибель тест-микро- 
организмов в обеззараживаемом материале.

Обеззараживание крови и мокроты. В качестве тест-объектов при 
оценке туберкулоцидной эффективности ДС, предназначенных для 
обеззараживания крови, используют кровь, а мокроты -  куриный белок. 
Для контаминации тест-объектов тест-микроорганизмом к 9 мл 40%  
крови или 50 % куриного белка добавляют по 1 мл суспензии тест- 
микроорганизма, содержащей 2 х 109 КОЕ/мл, перемешивают и разли­
вают 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 ч, 2 ч и т. д.) с помощью стерильной бактериологической петли про­
изводят отбор пробы смеси и переносят ее в 5 мл нейтрализатора для 
нейтрализации остаточного действия ДС на тест-микроорганизм. По 
истечении 5 мин из этой пробирки с помощью пипетки производят 
высев по 0,2 мл исследуемой пробы на скошенную поверхность пита­
тельной среды в пробирках. Пробирки с посевами инкубируют при 
(37 ± 1) °С.
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Предварительный результат роста тест-микроорганизмов на чашках 
учитывают через 10— 14 суток, а окончательный -  через 21 сутки.

Эффективными считают средство и режим, обеспечивающие 100 % 
гибель М terrae в обеззараживаемом материале.

6.9. Исследование туберкулоцидной эффективности 
дезинфицирующих средств, предназначенных для обеззараживания 

медицинских отходов
При изучении туберкулоцидной активности ДС с целью разработки 

режимов обеззараживания медицинских отходов используют тест- 
объекты из резин, пластмасс, текстильных материалов, стекла, металлов. 
Для приготовления тест-объектов стерильные одноразовые изделия ме­
дицинского назначения (бинты, ватные тампоны, фрагменты систем для 
переливания крови и лекарственных препаратов, катетеры, шпатели, 
шприцы, иглы, перчатки, одноразовое белье, салфетки, пипетки, трубки 
и пр.) измельчают и погружают в суспензию тест-микроорганизма, со­
держащую 2 * Ю9 КОЕ/мл с добавлением 40 %-й инактивированной ло­
шадиной сыворотки или сыворотки крупного рогатого скота. После дос­
таточного 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 испы­
туемым дезинфицирующим раствором так, чтобы он полностью закры­
вал их. Контроль эффективности обеззараживания объектов проводят 
через каждые 15—30 мин в течение времени до 360 мин. Для этого тес­
ты из различных материалов (по два каждого наименования) извлекают 
из дезинфицирующего раствора, промывают в растворе соответствую­
щего нейтрализатора, из полученных смывов производят посев по 0,1 мл 
на поверхность твердой питательной среды. Контрольные тест-объекты 
погружают в стерильную водопроводную воду на срок максимальной 
экспозиции, а затем высевают на скошенную поверхность питательной 
среды. Пробирки с посевами помещают в термостат при температуре 
(37 ± 1) °С. Окончательный учет результатов проводят на 21-е сутки.

Критерий эффективности обеззараживания медицинских отходов -  
100 % гибель М. terrae на тест-объектах, обработанных ДС.
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6.10. Методы определения туберкулоцидной активности 
дезинфицирующих средств при обеззараживании воздуха

Химические ДС применяют для обеззараживания воздуха в поме­
щениях в виде аэрозолей или паров растворов ДС, а также газов.

При исследовании эффективности обеззараживания воздуха хими­
ческими ДС с целью разработки режима его применения при туберкуле­
зе в качестве тест-микроорганизмов используют А/, terrae.

Исследования проводят в испытательных камерах объемом 1 или 
2 м3. Предварительно внутреннюю поверхность камеры моют раствором 
моющего средства, остатки которого затем смывают водопроводной 
водой и включают бактерицидный УФ-облучатель. В центре камеры 
располагают продезинфицированный вентилятор, производительностью 
15—25 м3/ч, назначение которого -  предотвращение быстрого оседания 
микроорганизмов.

Для определения эффективности обеззараживания воздуха исполь­
зуют аспирационный метод.

В камере распыляют суспензию тест-микроорганизма в количестве, 
достаточном для создания в воздухе камеры концентрации микроорга­
низмов 2,1 х 104 КОЕ/м3 (определяется опытным путем).

Аэрозоль дезинфицирующего средства создают с помощью распы- 
ливающей аппаратуры, которая обеспечивает образование в воздухе не 
менее 80 % частиц с дисперсностью 10— 15 мкм, и включают вентиля­
тор. Затем в камере распыляют раствор исследуемого средства и через 
определенные промежутки времени проверяют обсемененность воздуха.

Аспирационный метод основан на аспирации воздуха через жид­
кость. При использовании аспирационного метода для оценки эффек­
тивности обеззараживания воздуха необходимо следующее оборудо­
вание:

• воздуходувка с производительностью 15—25 л/мин;
•  стерильные склянки Дрекселя с 50 мл стерильной водопроводной 

воды из расчета 2 штуки на 1 пробу. Предварительно в стерильную воду 
вносят нейтрализатор, соответствующий испытуемому ДС;

• трубка диаметром 8— 10 мм, длиной 50—60 см, которая вводится 
в камеру для забора проб воздуха в центре камеры;

• стерильные резиновые шланги, соединяющие склянки Дрекселя 
(последовательно одну за другой) и далее с воздуходувкой.

Подготовка камеры к эксперименту осуществляется, как указано 
выше. На исследование отбирается 50 л воздуха (объем пробы).

Последовательность отбора проб следующая:
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1) проведение контроля обсемененности воздуха до начала распы­
ления суспензии тест-микроорганизмов;

2) проведение контроля обсемененности воздуха после распыления 
суспензии тест-культуры;

3) проведение контроля эффективности обеззараживания воздуха -  
отбор проб через каждые 5—10 мин в зависимости от предполагаемой
эффективности ДС.

После отбора проб жидкость из 2 склянок Дрекселя смешивают и 
по 1 мл вносят в пробирки со скошенной питательной средой. Посевы 
помещают в термостат. Предварительный учет результатов проводят 
через 10— 14 суток, окончательный -  через 21 сутки.

Критерий эффективности обеззараживания воздуха -  100 % гибель 
М ter гае.

7. Методы исследования и оценки туберкулоцидной 
активности дезинфицирующих средств 

в практических условиях
Практические испытания проводятся в тех случаях, когда ДС со­

держит новое действующее вещество и требуется подтверждение эф­
фективности разработанных в лабораторных условиях режимов в отно­
шении возбудителей туберкулеза и микобактериозов.

Испытания проводят в соответствии с инструкцией по испытанию 
ДС, оценивая туберкулоцидную эффективность, безопасность примене­
ния и надежность рекомендованных мер предосторожности, физико­
химические качества ДС: растворимость, запах, наличие моющего дей­
ствия и пр.

При оценке эффективности ДС предварительно оценивают обсеме- 
ненность объектов окружающей среды, имеющих эпидемиологическое 
значение при туберкулезе, до проведения дезинфекции (фон) и сравни­
вают ее с обсемененностью этих объектов после обработки рабочим 
раствором ДС.

Эффективным считают средство, после обработки которым в соот­
ветствии с режимом, указанным в инструкции, на объектах не обнару­
живают возбудителей туберкулеза, микобактериозов и S. aureus.

По завершении испытаний оформляется акт испытаний, в котором 
отражаются указанные выше параметры и другие отмеченные свойства.
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8. Нормативные ссылки
1. Федеральный закон от 30 марта 1999 г. № 52-ФЗ «О санитарно- 

эпидемиологическом благополучии населения».
2. Постановление Правительства от 04.04.01 № 262 «О государст­

венной регистрации отдельных видов продукции, представляющих по­
тенциальную опасность для человека, а также отдельных видов продук­
ции, впервые ввозимых на территорию Российской Федерации».

3. «Нормативные показатели безопасности и эффективности де­
зинфекционных средств, подлежащих контролю при проведении обяза­
тельной сертификации» № 01-12/75—97.

4. Инструкция по определению бактерицидных свойств новых де­
зинфицирующих средств. Утв. М3 СССР 06 мая 1968 г., № 739—68.

5. Методические указания по оценке дезинфицирующих средств, 
предназначенных для обеззараживания различных объектов и санитарной 
обработки людей. Утв. М3 СССР 20 августа 1970 г., № 859—70.

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

7. СП 1.3.232—08 «Безопасность работы с микроорганизмами III— 
IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных бо­
лезней».

8. Стандарт Европейского комитета по стандартизации NEN-EN 
14476.
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Приложение 1
Характеристика тест-микроорганизмов по морфологическим, 

культуральным и биохимическим свойствам
Mycobacterium В5 используют для оценки эффективности камерного 

обеззараживания вещей, одежды и других объектов как наиболее адекват­
ную модель возбудителя туберкулеза к температурному воздействию.

Тест-микроорганизм Mycobacterium В5 хранится в музее Федерального 
государственного учреждения науки «Научно-исследовательский институт 
дезинфектологии» Роспотребнадзора (117246, Москва, Научный проезд, д. 18).

Mycobacterium terrae (АТСС 15755, DSM 43227) представляют со­
бой короткие прямые палочки малиново-красного цвета, располагаю­
щиеся в мазке параллельно друг другу, наподобие частокола. Микобак­
терии М. terrae неподвижные, грамположительные, не образующие спор 
и капсул. В связи с высоким содержанием миколовых кислот плохо ок­
рашиваются обычными методами, но хорошо 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 электив­
ных средах (реакция среды почти нейтральная (pH 6,4— 7,0): Левен- 
шгейна-Йенсена, «Новая», Миддлбрука 7Н9 с 10 % ростовой добавки 
ADC, 7Н10 с 10 % ростовой добавки OADC и др. Колонии М. terrae на 
среде Левенштейна-Йенсена -  шероховатые и матовые выпуклые округ­
лые образования, на среде «Новая» -  гладкие и блестящие или с молоч­
ным или желтоватым оттенком. Длительность роста М. terrae на пита­
тельных средах зависит от состава среды. При оптимальной температуре 
инкубирования на «богатых» питательных средах Левенштейна-Йенсена 
и «Новая» рост М terrae может появиться на 5—7 сутки. На «голодных» 
питательных средах инкубация А/ terrae составляет до 8 недель.

М. terrae гидролизуют Твин-80 (т. к. продуцируют липазы), имеют 
высокоактивную каталазу и проявляют р-галактазную активность. Восста­
навливают теллурит калия до металлического теллура в течение 9 дней.

По классификации патогенных для человека микроорганизмов от­
носится к IV группе опасности, является непатогенным микроорганизмом.

Mycobacterium terrae используют для изучения и оценки туберку- 
лоцидной активности ДС и их субстанций.

Тест-микроорганизм М. terrae хранится в Американской коллекции 
типичных культур (American Type Culture Collections); Немецком музее 
микроорганизмов и клеточных культур (DSMZ -  Deutcshe Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) и в других организациях.
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Приложение 2

Методики приготовления питательных сред для
культивирования тест-микобактерий, предназначенных 

для изучения и оценки туберкулоцидной активности 
дезинфицирующих средств и их субстанций

Методика приготовления среды Миддлбрука 7Н9 (бульон) с 10 % 
ростовой добавки ADC (MADC-бульон для хранения замороженных 
культур при -70 °С):

• миддлбрук 7Н9 порошок бульона -  4,7 г;
• глицерин (C}HgOs) -  100,0 мл;
• вода (стерильная, дистиллированная) -  750,0 мл.
Ингредиенты соединить, перемешать, стерилизовать в паровом

стерилизаторе при 1,1 атм. (121 °С) в течение 10 мин, охладить до 45 °С. 
Добавить в асептических условиях 100 мл ростовой добавки ADC и 
стерильной дистиллированной воды до 1 000,0 мл.

pH среды будет эквивалентен 6,6 ± 0,2 в бульоне, остывшем до 25 °С.
Методика приготовления среды Левенштейна-Йенсена.
Среда Левенштейна-Йенсена -  международная среда, широко ис­

пользуемая в качестве стандартной среды для первичного выделения 
возбудителя туберкулеза и определения его лекарственной чувствитель­
ности. Это плотная яичная среда, на которой видимый рост М. terrae 
получают приблизительно на 14—21-й день после посева.

Для чистоты эксперимента желательно использовать готовую пита­
тельную среду в стандартных пробирках с завинчивающимися крышками.

При невозможности приобретения готовой среды, ее можно приго­
товить самостоятельно.

В состав среды Левенштейна-Йенсена входят следующие компо­
ненты:

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 дистилли­

рованной воде в указанной последовательности при слабом подогреве 
(не доводя до кипения) на водяной бане. L-аспарагин рекомендуется

49



МУ 3.5.2596— 10

растворять отдельно и вносить последним. Затем солевой раствор сте­
рилизуют в паровом стерилизаторе при 1 атм. (121 °С) в течение 20— 
30 мин. Срок хранения раствора составляет 3—4 недели при комнатной 
температуре.

2. Раствор малахитового зеленого:
• малахитовый зеленый -  2 г;
• стерильная дистиллированная вода -  100 мл.
Взвешенный порошок малахитового зеленого растворяют в сте­

рильной теплой дистиллированной воде и помещают раствор в термо­
стат на 1—2—2,5 ч для большего растворения. Затем фильтруют рас­
твор 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 подлежит длительному 
хранению, и при появлении осадка или изменении окраски его заменяют 
свежим раствором.

3. Яичная масса.
Свежие диетические куриные яйца со сроком хранения не более 

7 суток без трещин и дефектов скорлупы тщательно отмывают в теплой 
проточной воде с помощью ручных щеток и щелочного мыла, затем ос­
тавляют на 30 мин в мыльном растворе. Тщательно промывают в про­
точной воде и погружают в 70 %-й этиловый спирт на 30 мин. Перед тем 
как начать работу с чистыми и сухими яйцами, рекомендуется тщатель­
но вымыть руки с мылом и щеткой. Затем в стерильном боксе разбива­
ют яйца стерильным ножом в стерильную посуду, доводя общий объем 
яичной массы до 1 л (для этого требуется в среднем 20—25 яиц, в зави­
симости от их величины). Тщательно взбивают яичную массу стериль­
ным венчиком или в стерильном миксере при минимальной скорости.

Приготовление среды.
В большую стерильную емкость, соблюдая правила асептики, по­

мещают следующие растворы;
• раствор минеральных солей -  600 мл;
• гомогенизированная яичная масса -  1 000 мл.
Смесь тщательно перемешивают и фильтруют через 4-слойный 

стерильный марлевый фильтр. Добавляют 20 мл раствора малахитового 
зеленого, тщательно перемешивают, избегая образования пены, и в те­
чение не более 15 мин разливают в пробирки приблизительно по 5 мл, 
следя за тем, чтобы в растворе не сформировался осадок.

Коагуляция (свертывание) среды.
Для свертывания среды используют специальные аппараты- 

свертыватели типа «АСПС». Пробирки с разлитой в них средой поме-
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щают в специальные штативы с подобранным углом наклона для фор­
мирования скошенной поверхности среды высотой 8— 10 см. Штативы 
устанавливают в свертыватель и проводят коагуляцию при 85 °С в тече­
ние 45 мин.

Хранение среды.
Готовую питательную среду проверяют на стерильность, помещая 

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 уничтожению. Приготовленная 
партия среды должна иметь этикетку с датой изготовления и сохранять­
ся в холодильнике при 4 °С с тщательно закрытыми пробками для пре­
дотвращения высыхания. Срок хранения среды не должен превышать
4 недели.

Методика приготовления среды «Новая».
Среда «Новая» -  это плотная яичная среда, на которой хороший 

рост колоний М. terrae получают приблизительно на 5—7-й день после 
посева материала (проб).

В рецептуру питательной среды «Новая» входят следующие ком­
поненты (в весовых %):

• калий фосфорно-кислый одноосновной -0 ,05 ;
• натрий лимонно-кислый -  0,05;
• магний серно-кислый -  0,05;
• натрий пировиноградно-кислый (гликокол) -  0,2;
• глицерин -  3,6;
• малахитовая зелень -  0,036;
• желтки яиц -  50,0;
• дистиллированная вод а-д о  100,0.

Способ получения концентрированной питательной среды заклю­
чается в смешивании сухих навесок ингредиентов солей (кроме бакте­
рицидного красителя) с желточной массой, обработке ингредиентов 
70° этиловым спиртом, растворении бактерицидного красителя в глице­
рине и соединении всех компонентов среды.

Для получения 1 л концентрированной питательной среды необхо­
димо:

•  сделать навески: однозамещенного фосфорно-кислого калия -  
1 г, лимонно-кислого натрия -  I г, серно-кислого магния -  1 г, натрия
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пировиноградно-кислого (гликокола) -  4 г, и каждую навеску поместить 
в стерильную фарфоровую ступку;

• обеззаразить навески путем смачивания каждой навески 1 мл 70° 
этилового спирта. Затем поместить ступки с навесками в термостат при 
температуре 37 °С и высушить при периодическом помешивании в те­
чение 45 мин;

• приготовить 1 л желточной массы. 50 штук куриных яиц обра­
ботать снаружи с целью обеззараживания 70° спиртом. Затем отделить 
белок от желтка. Перенести желточную массу в мерную колбу и тща­
тельно гомогенизировать;

• приготовить желточно-солевую смесь. К 1 л желточной массы 
(п. 3) добавить обеззараженные навески (п. 2) и перемешать;

• приготовить раствор бактерицидного красителя. Навеску 
700 мг малахитовой зелени смочить 1 мл 70° спирта и соединить с 70 мл 
глицерина (это соответствует 1 %-му раствору малахитового зеленого в 
глицерине).

Получение концентрированной питательной смеси.
Производят соединение 1 л желточно-солевой смеси с 70 мл 1 %-го 

раствора малахитового зеленого в глицерине (л. 5) и тщательно гомоге­
низируют. Полученную концентрированную питательную смесь (среду) 
выдерживают в течение суток при комнатной температуре и разливают 
среду во флаконы емкостью 250 мл, которые герметично упаковывают и 
маркируют. Укупоренные флаконы с концентрированной питательной 
средой хранят в холодильнике при 3—5 °С в течение 3—4 недель.

Приготовление рабочей (используемой при тестировании дез­
средств) плотной питательной среды в пробирках.

К концентрированной питательной среде добавляют равный объем 
стерильной дистиллированной воды (1:1),  гомогенизируют, разливают 
по 5 мл в пробирки. Для образования скоса питательной среды пробирки 
укладывают в наклонном положении в свертыватель, предварительно 
нагретый до 90 °С. Среду коагулируют 20 мин при температуре 82— 
83 °С. Контроль приготовленной партии среды на стерильность осуще­
ствляют так же, как описано для среды Левенштейна-Йенсена.

Хранение пробирок с питательной средой.
Пробирки с питательной средой могут храниться в холодильнике 

при температуре 5 °С в течение 4 недель. При длительном хранении не­
обходимо пробирки герметично укупорить и поместить в полиэтилено­
вые пакеты, чтобы предотвратить высыхание среды.
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Приложение 3

Материалы и оборудование, необходимые для проведения 
испытаний

Химические вещества 
Магний серно-кислый MgSC>4 х 7Н20  
Натрий лимонно-кислый C6H50 7Na3 х 5,5Н20  
Калий фосфорно-кислый однозамещенный 
КН2Р 04
Натрий пировиноградно-кислый 
Глицерин С3НвОз
Малахитовый зеленый C52H5 4 0 i2N4 

Вода дистиллированная 
Желтки куриных яиц 
Магний лимонно-кислый 
Mg3(C6H50 7)2xl4H20
L-аспарагин C4H8N20 3 х Н20  импортный реактив 
Миддлбрук 7Н9 порошок бульона -  импортная среда 
10 % ADC ростовая добавка -  импортный реактив 
Нейтрализующий бульон Ди-Ингли -  фирма HIMEDIA 
Спирт этиловый, ректификационный технический ГОСТ 18300—72 
Стерильная дистиллированная вода 

Оборудование
Весы лабораторные (например, весы для химических реактивов с 

точностью до 0,01 г, ГОСТ 24104—80, рекомендованные к применению 
приказом М3 РФ № 109).

Аппарат для свертывания питательных сред (например, АСПС -  
«Торгмаш», per. № 29/07020401/3573—02).

Термостат на 37 °С (например, термостат суховоздушный ТВ-80-«ПК-К», 
per. № 98/219-151).

Низкотемпературная морозильная камера для хранения тест- 
культур микроорганизмов (например, морозильник сверхнизких темпе­
ратур MDF -  4086S, per. № 60202380).

Камера на 1 или 2 м3 с необходимыми приспособлениями для изу­
чения обеззараживания воздуха.

Микроскоп.
Аэрозольный генератор.
Гидропульт, автомакс, «Квазар».

ГОСТ 4523—77 
ГОСТ 22280—86

ТУ-6-09-5324— 87 
ТУ 6-09-08-990—83 
ГОСТ 6259—75 
ТУ-б-09-1557—77 
ГОСТ 6709—77

ТУ-6-09-1770—77
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Шейкер (например, шейкер лабораторный S-3.02, per. № 14413, 
ГОСТ 12.2.05).

Бытовой холодильник (например, холодильник-морозильник 
STINOL 256Q, сер. № 103410881041).

Плита электрическая бытовая, ГОСТ 14919—83.
Штативы лабораторные химические, ТУ 48-0534-8—87.
Тест-объекты: ткань бязевая или батистовая; поверхности разме­

ром 10 х 10 см из различных материалов; предметы ухода за больными; 
игрушки мелкие и крупные из различных материалов; медицинские ин­
струменты, разнообразные по форме, характеру поверхности и материа­
лу; жесткий и гибкий эндоскопы; набор резиновых и пластиковых тру­
бок; столовая посуда и приборы; лабораторная 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 

Пинетки, вместимостью 
1,0 и 10,0 см3, 2-го класса точности 
Пробирки химические 
Чашки Петри
Спиртовка лабораторная или газовая горелка 
Цилиндры, вместимостью 100,0 и 250,0 см3 
Колбы, вместимостью 100,0, 250,0 
и I 000,0 см3 
Склянки Дрекселя

ГОСТ 20292—74 
ГОСТ 10515—6 
ГОСТ 25336—82 
ГОСТ 25336—82 
ГОСТ 1770—74

ГОСТ 25 336— 82
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