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Введение

Соблюдение положений стандартов серии ГОСТ Р ИСО 10993 «Оценка биологического дей­
ствия медицинских изделий» позволит обеспечить системный подход к исследованию биологичес­
кого действия медицинских изделий.

Целью этих стандартов не является безусловное закрепление конкретных методов исследова­
ний и испытаний за группами однородных медицинских изделий в соответствии с принятой клас­
сификацией по виду и длительности контакта с организмом человека. Поэтому планирование и 
проведение исследований и испытаний должны осуществлять специалисты, имеющие специальную 
подготовку и опыт в области санитарно-химической, токсикологической и биологической оценок 
медицинских изделий.

Стандарты этой серии являются руководящими документами для прогнозирования биологи­
ческого действия медицинских изделий на стадии выбора материалов, предназначенных для их 
изготовления, а также для исследований готовых образцов.

В стандарты серии ГОСТ Р ИСО 10993, имеющие групповой заголовок «Изделия медицинские. 
Оценка биологического действия медицинских изделий», входят:

- часть 1 — оценка и исследования;
- часть 3 — исследование генотоксичности, канцерогенное™ и токсического действия на реп­

родуктивную функцию;
- часть 4 — исследование изделий, взаимодействующих с кровью;
- часть 5 — исследование на цитотоксичность: методы in vitro;
- часть 6 — исследование местного действия после имплантации;
- часть 7 — остаточное содержание этиленоксида после стерилизации;
- часть 9 — основные принципы идентификации и количественного определения потенциаль­

ных продуктов деструкции;
- часть 10 — исследование раздражающего и сенсибилизирующего действия;
- часть 11 — исследование общетоксического действия;
- часть 12 — приготовление проб и стандартные образцы;
- часть 13 — идентификация и количественное определение продуктов деструкции полимер­

ных медицинских изделий;
- часть 16 — моделирование и исследование токсикокинетики продуктов деструкции и вымы­

вания.
В настоящем стандарте приведены методы изучения цитотоксичности in vitro: экстракцион­

ный, метод прямого контакта и метод опосредованного контакта.
Выбор метода изучения определяет детали приготовления образцов для исследований на кле­

точных культурах, а также способ, при помощи которого клетки подвергают воздействию образцов 
или их экстрактов.

Методы исследования, приведенные в стандарте, взяты из международных, национальных 
стандартов, директив и нормативов.

Одна из методик исследований на токсичность на суспензионной кратковременной культуре 
подвижных клеток, применяемая в России, приведена в приложении А.

Допускается применять другие методы, обеспечивающие оценку биологического действия 
медицинских изделий в соответствии с требованиями международных стандартов.
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1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает методы исследования цитотоксичности медицинских из­
делий in vitro: экстракционный метод прямого контакта, и метод опосредованного контакта. Выбор 
одного или более методов изучения зависит от природы образца, подлежащего исследованию, уча­
стка предполагаемого применения и характера использования.

Данные методы предусматривают проведение инкубации клеточной культуры либо непосред­
ственно, либо путем диффузии, с вытяжками из изделия, и (или) в контакте с изделием.

Данные методы разработаны для определения in vitro биологической реакции клеток млеко­
питающих по определенным биологическим параметрам.

2 Нормативные ссылки

В настоящем стандарте использованы ссылки на следующие стандарты, содержащие положе­
ния, которые могут рассматриваться как разделы настоящего стандарта.

ГОСТ Р ИСО 10993.1—99 Изделия медицинские. Оценка биологического действия медицинс­
ких изделий. Оценка и исследования

ГОСТ Р ИСО 10993.12—99 Изделия медицинские. Оценка биологического действия медицин­
ских изделий. Приготовление проб и стандартные образцы

3 Определения

В настоящем стандарте используют термины, приведенные в ГОСТ Р ИСО 10993.1 и ГОСТ Р 
ИСО 10993.12, а также следующие определения:

3.1 материал отрицательного контроля: Материал, который, подвергаясь исследованию в соот­
ветствии с настоящим стандартом, не проявляет цитотоксичности.

П р и м е ч а н и е  — Цель отрицательного контроля — продемонстрировать фоновую реакцию клеток, 
например полиэтилен высокой плотности — для синтетических полимеров, а стержни из окиси алюминия и 
керамики — для стоматологических материалов.

3.2 материал положительного контроля: Материал, который, подвергаясь исследованию в со­
ответствии с настоящим стандартом, проявляет цитотоксичность, при этом результаты воспроиз­
водимы.

П р и м е ч а н и е  — Цель положительного контроля — продемонстрировать соответствующую реакцию 
тест-системы. Например, стабилизированный оловоорганический поливинилхлорид используют в качестве 
положительного контроля для материалов и вытяжек, разведения фенола — в качестве положительного конт­
роля для вытяжек.

Издание официальное
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3.3 контроль реактива: Модельная среда без исследуемого материала, которая подвергается 
воздействию условий и процедур исследования.

3.4 посуда для культуры: Посуда, включая стеклянные чашки Петри, пластмассовые чашки 
для культуры, пластмассовые флаконы для культуры или пластмассовые планшеты и микротитро- 
вальные пластины.

П р и м е ч а н и е  — Используют посуду, соответствующую требованиям класса ткани и подходящую для 
использования с клетками млекопитающих.

4 Приготовление образца

4.1 Основные положения
Исследование проводят на вытяжке из материала и (или) на самом материале.
Материал должен представлять собой конечный продукт или часть конечного продукта, пред­

назначенного для исследования.
4.2 Приготовление жидких вытяжек из материала
4.2.1 Общие требования
Условия приготовления вытяжек должны приближаться к условиям клинического примене­

ния, но быть более жесткими, чтобы определить потенциальную токсическую опасность, не вызы­
вая значительных изменений (расплавление, или растворение кусочков материала, или изменение 
химической структуры).

П р и м е ч а н и я
1 При интерпретации результатов исследований, условия которых были агравированы, необходимо учи­

тывать, насколько эти условия соответствуют условиям реального применения и потенциальной токсичности 
изделия.

2 Концентрация любого эндогенного или экстрагенного вещества в вытяжке, а следовательно, количе­
ство, подвергающееся воздействию клеток, зависит от площади контакта, объема вытяжки, pH, химической 
растворимости, осмомолярности, встряхивания, температуры и других факторов.

4.2.2 Модельная среда
Для исследований на клетках млекопитающих можно использовать следующие модельные 

среды:
- культуральную среду с сывороткой;
- культуральную среду без сыворотки;
- 9 г/л хлорида натрия в неионизированной воде;
- воду;
- другую подходящую модельную среду.

П р и м е ч а н и е  — Модельные среды представлены по мере убывания степени предпочтительности. К 
другим подходящим модельным средам относят растительное масло и диметилсульфоксид (ДМСО). ДМСО 
известен как цитотоксичный в определенных тест-системах при концентрации, превышающей 0,5 % (по объе­
му).

4.2.3 Условия приготовления вытяжки
4.2.3.1 Приготовление вытяжки следует проводить в стерильных, химически инертных закры­

тых контейнерах с соблюдением асептики.
4.2.3.2 Время и температура экстракции зависят от характеристик материала и модельной 

среды:
а) не менее (24 ± 2) ч при (37 ±  2) °С;
б) (72 ±2) ч при (50 ± 2) °С;
в) (24 ±2) ч при (70 ± 2) °С;
г) (1 ±0,2) ч при (121 ±  2) °С.
Условия приготовления вытяжки должны по возможности имитировать условия обычного ис­

пользования изделия. Наиболее предпочтительны условия приготовления вытяжки, и, в частности, 
условия приготовления вытяжки с использованием культуральной среды с сывороткой, приведены 
в перечислении а).
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Рекомендованные условия можно применять в соответствии с характеристиками изделия и 
специфическими условиями применения.

4.2.3.3 При необходимости встряхивают сосуд с вытяжкой, регистрируют и дают пояснения в 
отчете.

4.2.3.4 Перед приготовлением вытяжки материал режут на маленькие кусочки. Для полимеров 
используют кусочки размером 10 х 15 мм. Шовный материал из оплавленного эластомера исследуют 
в неповрежденном виде.

4.2.3.5 Соотношение площади поверхности материала в квадратных сантиметрах и объема мо­
дельной среды в миллилитрах должно быть от 1,25 до 6,0. Площадь поверхности вычисляют на 
основе общего размера образца, неправильность поверхности и пористость не учитывают. Однако 
реальные характеристики поверхности учитывают при интерпретации результатов испытания. Если 
площадь поверхности определить трудно, то используют соотношение массы образца в граммах и 
объема модельной среды в миллилитрах лежащее в диапазоне 0,1—0,2 в соответствии с таблицей 1 
ГОСТ Р ИСО 10993.12.

4.2.3.6 Вытяжки по возможности следует использовать сразу после приготовления.
Если вытяжки хранят, то стабильность вытяжек в условиях хранения следует проверить соот­

ветствующими методами.
Если вытяжку (перед контактом с клетками) фильтруют, центрифугируют или обрабатывают 

каким-либо другим способом, это необходимо внести в окончательный отчет в соответствии с 
разделом 9. Подбор pH вытяжки также заносят в отчет. Манипуляции с вытяжкой, например подбор 
pH, могут повлиять на результат.

4.3 Приготовление материала для исследования методом прямого контакта
4.3.1 Материалы различных форм, размеров или физических состояний (например жидкое или 

твердое) в исследованиях на цитотоксичность изучают без изменений.
Желательно, чтобы хотя бы одна из сторон твердого образца была плоской. Другие формы и 

физические состояния требуют внесения изменений в образец.
4.3.2 Стерильность образца должна соответствовать требованиям 4.3.2.1—4.3.2.3.
Соблюдают стерильность при приготовлении вытяжек и исследованиях материалов стерилизо­

ванных изделий.
4.3.2.1 Исследуемые материалы стерилизованных изделий подвергают процессу приготовления 

вытяжки и исследованию с соблюдением условий асептики.
4.3.2.2 Исследуемые материалы изделий, которые выпускают нестерильными, но подвергают 

стерилизации перед применением, стерилизуют методом, рекомендованным изготовителем. Приго­
товление вытяжки и исследование проводят с соблюдением асептики.

Воздействие методов стерилизации и стерилизующих агентов на изделие принимают во вни­
мание при выборе процедуры приготовления исследуемого материала, предшествующей использо­
ванию этого материала в тест-системе.

4.3.2.3 Исследуемые материалы изделий, которые могут применяться нестерильными, исполь­
зуют в таком виде, в каком они выпускаются, процесс приготовления вытяжки и исследование 
проводят с соблюдением асептики.

4.3.3 Жидкости исследуют прямым осаждением или осаждением на биологически инертную 
абсорбирующую матрицу.

П р и м е ч а н и е  — Для этой цели подходят фильтровальные диски.

4.3.4 Если необходимо, материалы, которые в соответствии с классификацией являются супер­
адсорбентами, смачивают перед исследованием, чтобы избежать сорбции культуральной среды в 
сосуде, используемом для исследования.

5 Линии клеток

5.1 Обычно используют известные линии клеток из известных источников.
5.2 Если требуется особая чувствительность, используют лишь первичные клеточные культуры 

и линии клеток, полученные непосредственно из живых тканей, если можно продемонстрировать 
воспроизводимость и точность ответной реакции.
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5.3 Если маточная культура линии клеток хранится, то ее хранят при температуре минус 80 °С 
или ниже в соответствующей клеточной среде, содержащей вещество, защищающее от воздействия 
низких температур, например диметилсульфоксид или глицерол. Длительное хранение (от несколь­
ких месяцев до многих лет) возможно только при температуре минус 130 °С или ниже.

5.4 Для исследования используют лишь клетки, не содержащие мико плазму.
Перед использованием маточные культуры исследуют надежным методом, чтобы убедиться в 

отсутствии микоплазмы.

6 Культуральная среда

6.1 Культуральная среда должна быть стерильной.
6.2 Культуральная среда с сывороткой или без нее должна соответствовать условиям, необхо­

димым для роста или поддержания жизнеспособности определенной линии клеток.
Можно включить в состав среды антибиотики, убедившись, что они не оказывают отрица­

тельного воздействия на исследование.
Стабильность среды культуры может различаться в зависимости от композиции и условий 

хранения. Среду, содержащую сыворотку и глютамин, хранят при температуре от 2 до 8 °С не более 
7 сут. Среду, содержащую глютамин, хранят при температуре от 2 до 8 °С не более 1 мес.

6.3 pH культуральных сред поддерживают на уровне 7,2—7,4.

7 Приготовление маточной клеточной культуры

7.1 Используя выбранную линию, готовят соответствующее количество клеток, чтобы их хва­
тило на все исследование. Если клетки должны быть выращены из культур, взятых из хранилища, 
где они хранились в присутствии агента, защищающего от воздействия низких температур, этот 
агент удаляют. Перед использованием клетки пересевают хотя бы один раз.

7.2 Клетки удаляют и вновь приводят во взвешенное состояние путем ферментной и/или меха­
нической дезагрегации, используя наиболее подходящий метод для каждой линии клеток.

8 Методы исследования

8.1 Количество дублей
Для проб и контроля необходимо использовать не менее трех дублей.
8.2 Исследование вытяжек
8.2.1 Для достижения воздействия вытяжек капают определенное количество постоянно пере­

мешиваемой клеточной суспензии в каждый сосуд. Равномерно распределяют клетки по поверхно­
сти каждого сосуда легким вращением.

8.2.2 Выдерживают культуры при (37 ± 2) °С в воздухе в присутствии 5 % (по объему) двуокиси 
углерода или без нее в соответствии с выбранной для культуральной среды буферной системой.

Исследование можно осуществлять на монослое, клетки которого прикрепляются к какому- 
либо твердому субстрату, или на свежеприготовленных суспензионных клетках.

При оценке образования колоний следует использовать соответственно низкую плотность кле­
ток.

8.2.3 Осматривают культуры при помощи микроскопа.
8.2.4 Проводят исследование на самой вытяжке или серии разведений вытяжки, используя для 

этого культуральную среду.
Если в исследовании используют монослой, то культуральную среду следует удалить, отделить 

от культуры и добавить необходимое количество вытяжки или ее разведение в каждый из сосудов.
Если в исследовании используют суспензионные клетки, то добавляют вытяжку или ее разве­

дение в каждый из дублирующих сосудов сразу же после приготовления клеточной суспензии.
8.2.5 Нефизиологическую вытяжку, например воду, изучают при наиболее физиологически 

совместимой концентрации при разведении в культуральной среде.
П р и м е ч а н и е  — Рекомендуется использовать концентрированную культуральную среду, например 

2х, 5х для разведенных водных вытяжек.
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8.2.6 Добавляют известные количества пустого реактива, отрицательного и положительного 
контроля в дополнительные дублирующие сосуды.

П р и м е ч а н и е  — Контроль в виде свежей культуральной среды при необходимости подвергают 
исследованию.

8.2.7 Инкубируют сосуды, используя условия, предложенные в 8.2.1, в течение периода вре­
мени, соответствующего специфическим условиям выбранного исследования.

8.2.8 После инкубации от 24 до 72 ч определяют цитотоксичность в соответствии с 8.5. Если в 
исследовании используют суспензионную кратковременную культуру подвижных клеток, то вы­
тяжку помещают в сосуд перед тем, как в него добавляют клетки. После этого сразу определяют 
цитотоксичность при температуре и pH, совместимых с температурой и pH клеток млекопитающих.

8.3 Исследование методом прямого контакта
Это исследование позволяет осуществить качественную и количественную оценку цитотоксич­

ности.
8.3.1 Для прямого воздействия на исследуемый образец капают известное количество постоян­

но помешиваемой клеточной суспензии в каждый из нужного количества сосуд. Равномерно распре­
деляют клетки по поверхности каждого раствора, осторожно вращая сосуд в горизонтальной плос­
кости.

8.3.2 Инкубируют культуру при температуре (37+2) °С в воздухе в присутствии 5 % (по объе­
му) диоксида углерода или без нее в соответствии с выбранной для культуральной среды буферной 
системой до тех пор, пока культура не вырастет приблизительно до соприкосновения клеток в 
конце логарифмической фазы кривой роста.

8.3.3 Осматривают культуру, используя микроскоп.
8.3.4 Удаляют культуральную среду. Затем в каждый сосуд доливают свежую культуральную

среду.
8.3.5 Осторожно помещают отдельные препараты исследуемого образца на клеточный слой в 

центре каждого дублирующего сосуда и убеждаются в том, что препарат покрывает ' / |0 поверхности 
клеточного образца.

Проявляют осторожность, чтобы предотвратить нежелательное движение препаратов, поскольку 
оно может приводить к физическому повреждению клеток, которое можно наблюдать в виде участ­
ков клеток, не достигших конца логарифмической фазы.

П р и м е ч а н и е  — При необходимости препарат помещают в сосуд перед тем, как в него добавляют 
клетки.

8.3.6 Готовят дублирующие сосуды для материалов отрицательного и положительного контро­
ля.

8.3.7 Инкубируют сосуд в условиях, описанных в 8.3.2, в течение периода времени (не менее 
24 ч), соответствующего специфическим условиям выбранного исследования.

8.3.8 Сливают всплывающую на поверхность культуральную среду и определяют цитотоксич­
ность в соответствии с 8.5.

8.4 Исследование путем непрямого контакта
8.4.1 Диффузия агара
Это исследование используют для качественной оценки цитотоксичности. Исследование не­

пригодно для вымываемых продуктов, которые не могут диффундировать через слой агара.
8.4.1.1 Для исследования капают известное количество постоянно помешиваемой клеточной 

суспензии в каждый из нужного количества дублирующих сосудов. Распределяют клетки равномер­
но по поверхности каждого сосуда, осторожно вращая сосуды в горизонтальном направлении.

8.4.1.2 Инкубируют культуры при (37 + 2) °С в воздухе с 5 % (по объему) двуокиси углерода 
или без нее в соответствии с выбранной для культуральной среды буферной системой до тех пор, 
пока культуры не вырастут приблизительно до соприкосновения клеток в конце логарифмической 
фазы кривой роста.

8.4.1.3 Осматривают клетки, используя микроскоп.
8.4.1.4 Удаляют из сосуда культуральную среду. Затем готовят свежую культуральную среду, 

смешав сыворотку с растаявшим агаром, чтобы окончательная концентрация агара составляла от 
0,5 до 2 г/л, и раскапывают соответствующий объем в каждый сосуд. Используют исключительно 
агар, который подходит для выращивания клеток млекопитающих в культуре. Смесь культуральной
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среды с агаром должна представлять собой жидкость, температура которой должна быть совместима 
с температурой клеток млекопитающих.

П р и м е ч а н и е  — Возможны поставки агара с достаточным диапазоном молекулярного веса и 
чистоты.

8.4.1.5 Осторожно помещают несколько препаратов исследуемой пробы на отвердевший слой 
агара в каждый сосуд. Убеждаются, что препарат покрывает приблизительно ' / |0 поверхности кле­
точного слоя.

Все адсорбирующие материалы с культуральной средой следует смачивать перед тем, как по­
местить на агар, во избежание дегидратации агара.

8.4.1.6 Готовят дублирующие сосуды с препаратами отрицательного и положительного конт­
роля.

8.4.1.7 Инкубируют сосуды в условиях, представленных в 8.4.1.2, в течение периода времени 
24-72 ч.

8.4.1.8 Осматривают клетки, определяют цитотоксичность перед и после удаления препаратов 
с агара. Использование витальной окраски, например, нейтрального красного, способствует опре­
делению цитотоксичности. Витальную краску можно добавить до или после инкубации с препара­
том. Если краска добавлена перед инкубацией, защищают культуры от воздействия света во избежа­
ние повреждения клеток вследствие фотоактивации витальной окраски.

8.4.2 Диффузия фильтра
Это исследование используют для качественной оценки цитотоксичности.
8.4.2.1 Помещают свободный от ПАВ фильтр размером пор 0,45 мм в каждый сосуд и добавля­

ют известное количество постоянно перемешиваемой клеточной суспензии в каждый из соответ­
ствующего количества дублирующих сосудов для испытания. Осторожным вращением распределяют 
клетки равномерно по поверхности каждого фильтра.

8.4.2.2 Инкубируют культуры при (37 ± 2) °С в воздухе в присутствии 5 % (по объему) двуоки­
си углерода или без нее в соответствии с буферной системой, выбранной для культуральной среды 
до тех пор, пока культура не вырастет приблизительно до соприкосновения клеток в конце лога­
рифмической фазы кривой роста.

8.4.2.3 Осматривают культуры, используя микроскоп.
8.4.2.4 Удаляют из сосудов культуральную среду. Затем фильтры стороной, на которой находят­

ся клетки, помещают на слой отвердевшего агара (см. 8.4.1.5).
8.4.2.5 Осторожно помещают дублирующие препараты исследуемого образца на верхнюю сто­

рону фильтра, на которой нет клеток. Жидкие экстракты и свежесмешанные смеси помещают в 
инертные кольца, находящиеся на фильтрах.

8.4.2.6 Готовят дублирующие фильтры с препаратами отрицательного и положительного кон­
троля.

8.4.2.7 Инкубируют сосуды, используя условия, описанные в 8.4.2.2, в течение 2 ч ± 10 мин.
8.4.2.8 Осторожно удаляют препараты с фильтра и отделяют фильтр от поверхности агара.
8.4.2.9 Определяют цитотоксичность, используя адекватную методику окрашивания.
8.5 Определение цитотоксичности
8.5.1 Определяют цитотоксичность методом качественной или количественной оценки.
Качественная оценка: осматривают клетки через микроскоп, чтобы оценить изменения, на­

пример, изменение общей морфологии, вакуолизацию, расщепление, лизис клеток и целостность 
мембран. Отклонение от нормальной морфологии регистрируют в отчете об исследовании описа­
тельно (например не обнаружено, небольшие изменения, средние и очень значительные) или циф­
рами (например 0, 1, 2, 3). Описывают метод оценки в отчете.

Количественная оценка: измеряют количество погибших клеток, замедление роста клеток, 
пролиферацию клеток или образование колоний. Число клеток, количество белка, высвобождение 
ферментов, высвобождение витальной окраски, изменение подвижности клеток или другой изме­
римый параметр, который может быть количественно оценен при помощи объективных средств. 
Результаты регистрируют в отчете об исследовании.

П р и м е ч а н и е  — Для отдельных методов определения цитотоксичности возможно потребуется 
нулевое время или базовая линия клеточной культуры.
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8.5.2 Убеждаются в тщательности выбора методов исследования, так как результаты исследо­
вания могут оказаться неудовлетворительными, если исследуемый препарат высвобождает веще­
ства, которые создают помехи в тест-системе или в измерении.

П р и м е ч а н и е  — Материалы, которые выделяют формальдегид, исследуют, только определяя 
жизнеспособность клеток.

8.5.3 При наличии очевидных различий в результатах исследований между дублирующими 
сосудами с культурой исследование следует считать неудовлетворительным.

8.5.4 Если отрицательный, положительный или другой контроль (эталонный контроль, конт­
роль среды, пустой, контроль реактива и т. д.) не имеют ожидаемого отклика в тест-системе, повто­
ряют исследование.

9 Отчет об исследовании

В отчете об исследовании должны быть приведены:
- описание образца;
- линии клеток;
- культуральная среда;
- метод оценки;
- ход экстрагирования (если нужно) и, по возможности, природа и концентрация вымывае­

мых веществ;
- отрицательный, положительный и другие виды контроля;
- осмотры;
- любые соответствующие данные, необходимые для оценки результатов.

10 Оценка результатов

Результаты исследования оценивают компетентные информированные лица, способные при­
нимать решения на основе данных исследования. Если на основе полученных результатов нельзя 
сделать выводы, исследование повторяют.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 
(справочное)

Исследование на токсичность на суспензионной кратковременной культуре подвижных клеток

А.1 Приготовление вытяжек
АЛЛ Готовят вытяжки из конкретных изделий согласно нормативной документации.
А.2 Исследование на токсичность
А. 2.1 Оборудование и реактивы
Для проведения исследования применяют:
- стенд для исследований (А.З);
- пробирки с притертой пробкой, 10 шт., объемом по 2 мл;
- дозатор пипеточный объемом 0,2; 0,1 мл;
- весы аналитические с погрешностью взвешивания не более 0,001 г;
- пинцет анатомический длиной 250 мм;
- сосуд Дьюара, 2 шт.
- термостат с максимальной температурой 50 °С;
- глюкоза, ч.д.а;
- натрий лимоннокислый трехзамещенный, ч.д.а;
- сперма быка (замороженная в жидком азоте), используют в качестве суспензионной кратковременной 

культуры подвижных клеток.
А.2.2 В течение эксперимента температура растворов должна быть (40 ± 1,5) °С.
А.2.3 Для определения индекса токсичности опытного раствора его сравнивают с отрицательным конт­

рольным раствором (далее — контрольным раствором). В качестве контрольного раствора выбирают глюкозо- 
цитратную среду (глюкоза — 4 г, цитрат натрия — 1 г, дистиллированная вода — 100 мл).

Контрольный раствор одновременно является разбавителем для оттаивания замороженной спермы. Опыт­
ным раствором является вытяжка из изделия, доведенная до изотонии глюкозой и цитратом (глюкоза — 4 г, 
цитрат натрия — 1 г, вытяжка — 100 мл). Контрольный и опытный растворы по 0,4 мл помещают в пробирки 
с притертыми пробками и ставят в водяную баню при температуре (40 ± 1,5) °С. Контрольный и опытный 
растворы приготавливают заранее, за 1 ч до начала эксперимента.

А.2.4 Оттаивают замороженную сперму. Дозируют в пробирки по 0,3 или 0,4 мл разбавителя и ставят их 
в водяную баню при температуре (40 ± 1,5) °С. Охлажденным до температуры жидкого азота анатомическим 
пинцетом извлекают из сосуда Дьюара гранулу спермы и опускают в нагретый раствор. Не допускается оттаи­
вать несколько гранул в одной пробирке!

Сразу после размораживания содержимое пробирок сливают в одну пробирку, тщательно перемешивают 
и получают маточный раствор спермы.

А.2.5 Для приготовления рабочих образцов в пробирки с контрольным и опытным растворами помещают 
по 0,1 мл маточного раствора спермы.

А.2.6 Рабочие образцы переносят в кюветы (капилляры). Кювету устанавливают в кюветодержатель (ка­
ретку) и помещают в стенд А.З.

А.2.7 Накапливают экспериментальные данные. При достижении нулевых значений показателя подвиж­
ности во всех кюветах прекращают процесс накопления данных.

А.2.8 Обрабатывают экспериментальные данные с помощью компьютера.
Для каждой пробы рассчитывают средневзвешенное время подвижности / , условн. ед.

!(«/■')
tc„ = In т,- -4=------ ,
ср 1 X Щ

где т. — z-е значение показателя подвижности;
/ — текущий номер оценки показателя подвижности.

Для контрольной и опытной выборок образцов вычисляют среднее арифметическое значение и среднее 
квадратическое отклонение, по которым в свою очередь рассчитывают для каждой выборки коэффициент 
вариации С, %, по формуле

С = 4 • 100,х ’

где 5 — среднее квадратическое отклонение; 
х — среднее арифметическое значение.
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При получении значения коэффициента вариации хотя бы для одной из выборок более 15 % экспери­
мент повторяют. Если коэффициент вариации для каждой из выборок меньше или равен 15 %, результаты 
считают статистически значимыми.

Затем вычисляют индекс токсичности It по формуле

It -  100%,
^ с р

- Q ~
где tср и / ср — средние арифметические значения средневзвешенного времени подвижности соответ­

ственно для опытной и контрольной выборок образцов.
А.2.9 Оценка результатов испытания
Исследуемую партию изделий считают нетоксичной, если индекс токсичности равен 70—120 %. Если 

индекс токсичности не соответствует указанному пределу, испытания повторяют. Если и в этом случае индекс 
токсичности не соответствует указанным пределам, партию изделий считают токсичной.

А.З Стенд для проведения исследований
А.3.1. Назначение стенда для проведения исследований (далее — стенда)
А.З. 1.1 Стенд предназначен для исследования вытяжек.
А.З.2. Технические характеристики стенда
А.З.2.1 Длина волны лазерного излучения 0,63 мкм.
А.З.2.2. Мощность лазерного излучения не менее 1 мВт.
А.3.2.3. Время одного анализа от 10 до 300 с с шагом 10 с.
А.З.2.4. Время перемещения капилляра с образцом не более 2 с.
А.3.2.5. Время обратного хода каретки не более 15 с.
А.З.2.6. Температура проб и рабочих образцов в диапазоне 35—45 °С с шагом 1 °С. Отклонение температу­

ры от установленного значения +0,5 °С.
А.3.2.7. Основные размеры капилляра приведены на рисунке А.1.
А.3.3 Краткое техническое описание стенда
А.3.3.1. Функциональная схема стенда и приведена на рисунке А.2.
Конструктивное исполнение стенда обеспечивает одновременную 

оценку подвижности суспензии рабочего образца и визуальное наблю­
дение за клетками суспензии.

А.З.3.2. Проведение исследований
Включают стенд. С помощью компьютера задают контроллеру не­

обходимые значения температуры каретки и блока подготовки проб, 
время одного анализа, количество используемых в данном эксперимен­
те капилляров. После получения на мониторе информации о достиже­
нии заданных значений температуры го­
товят рабочие образцы в соответствии с 
А.2.5. Переносят рабочие образцы в капил­
ляры.

Помещают капилляры с рабочими 
образцами на каретку и устанавливают в 
привод. С помощью компьютера проводят 
идентификацию капилляров и запускают 
процесс накопления экспериментальных 
данных. При достижении нулевых значе­
ний показателя подвижности во всех ка­
пиллярах останавливают процесс накопле­
ния экспериментальных данных и прово­
дят их математическую обработку по алго­
ритмам, приведенным в А.2.8. Результаты 
расчетов распечатывают на принтере и за­
писывают в базу данных. При необходи­
мости происходящее в капиллярах с рабо­
чими образцами наблюдают визуально на 
экране. Поддержание необходимой темпе­
ратуры каретки и на блоке подготовки 
проб, а также перемещение каретки осу­
ществляют автоматически с помощью кон­
троллера и компьютера.

Рисунок А. 1 — Капилляр

/  — капилляр; 2 — каретка; 3 — привод; 4 — блок термостатирования; 
5 — лазер; 6 — светоделительная пластина; 7 — микрообъектив; 
8 — светоделительная пластина; 9 — экран; 10 — маска; 11 — фотодиод; 
12 — усилитель; 13 — контроллер; 14 — компьютер; 15 — принтер; 

16 — блок подготовки проб и рабочих образцов
Рисунок А.2 — Функциональная схема стенда
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