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ВРЕМЕННЫЕ

И 5 Т 0 гй г1ЕС 1Ш Е У К А З А Н И Я
по определению остаточных количеств биопрепарат* 
вирин-КШ на растительных объектах иммунофлюорес- 

центныи методом

Настоящие методические указания распространяются на опре
деление содержания во внешней среде полиэдров вируса ^дерного 
полиэдроза кольчатого шелкопряда В̂ГШ КШ;, являющегося дейст
вующим началом вирусного инсектицидного препарата вирин-ШЗ 
пои разраоотке санитарных регламентов, при санитарной контро
ле, а также в научных исследованиях.

I .  Основные положения

В основе иммузо^люоресцентного метода выявления микроор
ганизмов лежит специфическая реакция взаимодействия антигена с 
антителами, которая при условии окраски ингредиентов реакции, 
выявляется в виде специфического свечения комплекса антиген- 
антитело в люминесцентном микроскопе.

Для выявления микроколичеств препарата .вирин-КШ во внеш
ней среде приценяется непрямой вариант й$-метода с- использова
нием кроличьей специфической иаыумиок сыворотки и стандартной 
меченой флдорохромом ослиной сыворотки против глооулинов кро
лика.

Остаточные количества изкуловирусных инсектицидов во 
внешней среде проводят выявлением полиэдров (телец-включешби 
этих вирусов, поскольку непосредственно вирусные частицы весь- 
тк л*оильнк, легко разрушаются под влиянием различных Факторов. 
Подточу для выявления полиэдров (антигепаЗ готовят специфичес
кую антиполис^ченнуп иммунную сыворотку* Реакция выявляется под
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микроскопом в виде ярко-зеленого стечения полиэдров, особенно 
их ооодка.

1.Т . Характеристика анализируемого инсектицида

шршн-ШО -  вирусный эят омопатогекшый (инсектицидный) яре- 
парат* Предназначается для оорьбы с гусеницами кольчатого шел
копряда* Действующим началом препарате» является вирус ядерпого 
полиэдроза из семейства оакуловирусов, содержащийся в препара
те в виде полиэдров* Полиэдры -  .вирусные тельца-включения, об
разуются в клетках тканей сольных гусепиц, представляют сооой 
многогранники из кр^Ътализоввнного белка, содержащие от десят
ка до нескольких сотен вирусных частиц* Размеры полиэдров 1-Знк. 
Препарат представляет соо^ю суспензию полиэдров в 90$ глицери
не с титром не менее 1*10 пилиэдроь/мл. Применяется путем оп
рыскивания плодовых деревьев против гусениц разных нонрастов. 
Норма расхода препарата ТиО-^ио мл на I га сада с добавлением 
поверхносного активного вещества ОП-7 из расчета 0 ,6 -4 ,0  г  н а  

10 ж воды*

Г .2. Метрологичнолая характеристика метода

Данным методом можно определить количество полиэдров в суб
страте в препаратах от 0,5* 10 . и более’ в мл*

1 .3 . Избирательность метода

При условии применения кйчественной гипериммунной антипо» 
лиэдреяной сыворотки и устранения несшшифнческого свечения в 
исследуемых препаратах метод расценивается как специфичный и вы
сокочувствительный , а также как экспресс-метод. Метод можно ис
пользовать для выявления полиэдров ШП КШ на растительных объек
тах окружающей среды при разработке гигиенических регламентов, 
а также в научных исследованиях для целей идентификации этого 
вида вируса.

? , Отбор хг об

Проводят согласно "Унифицированным правилам отбора проб 
сельскохозяйственной продукции, продуктов питания ж объектов
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окружающей среды для определения иикроколичеств пестицидов", 
утвержденным УЗ СССР 21*03,1979 1?205Г-79, приложение 3 
(3 .4 .1 .7 .2  -  3 .4 .7 *2 .5  способ отбора проб "СШ" (отбор штук) 
и "ЩТ* (отбор по диагонали) различных видов древесной и тра
вяной растительности). Для дальнейшей работы пробы хранят при 
температуре бытового холодильника *40С*

С целью выявления полиэдров на поверхности объектов про
водят смывы с них. Пинцетом берут из заранее приготовленных 
стерильных пакетов марлевую салфетку (5x3 см ), смачивают ее в 
физиологическом растворе (0,I5Ii B ad )  с pH 7 ,4 -7 ,6 , отнимают 
и тщательно протирают ею исследуемую площадь в 100 см , (  т .е .  
смыв с поверхности плодов, листьев, коры деревьев и пром .), 
переносят салфетку в колбу со Г00 мл физиологического раство
ра, энергично встряхивают 5 мин, отжинают салфетку пинцетом 
и удаляют ее. Cmm фильтруют через 3 слоя марли для удаления 
груоих частиц, после чего центрифугируют при 5 ССО об/мин 30 
минут. Осадок ресуслендируют в I мл дистиллированной поды. Ес
ли проба состоит из мелких объектов (трава, листья, ягоды и 
д р .) ,  а тыком случае готовят навеску 2ОО-Э0Ог, делают нарезку 
из мелких листьев, помещают в колоу или гаирокогорлые банки, 
добавляют 200-300 мл физиологического раствора с pH 7 ,6 , ста
вят на магнитную мешалку или энергично встряхивают 10-15 мин, 
отстаивают 10 мин, надосадок центрифугируют при 5 000 об/мин 
Ю миа. Осадок ресуспендируют в Г мл дистиллированной воды.
Для дальнейших работ пробы хранят при -й°С до 3-х суток.

Площадь поверхности круглых плодов, например яблок, 
определяют по формуле J  вПД , предварительно измерив диаметр 
яблок. Площадь поверхности листьев определяют следующим об
разом: обводят на бумаге контур листка, по крайним точкам 
контура строят прямоугольник и измеряют его площадь. Опреде
ляют вес прямоугольника и вырезанного контура. Из полученной 
пропорции вычисляют площадь листка.

3. Реактивы я материалы

1. Люминеспируллцая ослиная сыворотка против глобулинов кроли
ка, изготовленная1институтом им.Гамалея г,Москва.

2. Имунная специфическая кроличья сыворотка против полиэдров 
ВЯЛ ки.



334*

3, Нефлюоресаирущее иммерсионное масло млн димет*:лфталат. 
дистиллированная вода.

5. ^змилогическня раствор (ОД 511 IfaCT) pH 
б в Ацетон Р̂ОСТ 2603-7Х
7. Мертиолят натрия или борная кислота^ПЗСТ 9656-6I.
8. Сйиька Эванса.
9 . Адъювант Фрейнда.

10. Антибиотики (пенициллин, стрептомицин, 5-пигрооксихинолин).

4. Приборы и посуда

1. Люминесцентный микроскоп марки 11Л-2 или Ш1-3.
2. Центрифуга ЦЛС- i  или ЦЛН-1 и д р ..
30 Пипетки градуированные на 1,0 и 5Р0 мл,ГОСТ 1770-51»
4. Чашки Петри.
5* Предметные стекла,
6. Пробирки бактериологические»
7» Химические стаканы на 25) мЛ,Г0СТ 6236- 52.
8 . Пакеты марлевых салфеток 5x5 си.
9. Камера Горяева.

5. Подготовка к определение

Как указывалось вш е основными реагентами, необходимыми 
для выявления антигена нспряшм вариантом ЙФ-мотода, являются 
ншушые сыворотки, а именно -  меченая ФйТЦ сыворотка против 
глобулинов кролика (изготовленная в Институте им.Гамалея 
г.Москва) к специфическая ишунная сыворотка против полиэдров 
в данном случае ВНП Ш0е В настоящий момент аптиполиэдрвиные 
сыворотки не изготовляется пока централизованно. Для производ
ства анализа их можно получить у авторов методик, у авторо* 
препарата 8 а также Минздрав момь. заказать ее изготовление в 
институте им.Гамалея.

Для других лабораторий, работающих с бакуловирусами* ре
комендуется самостоятельно изготовить антисыворотку к полиэд
рам иц'препарат-* вирин-ШВ по следующей схеме.

Получение антиге«ов для иммунизации животных проводили 
непосредственно из препарата инсектицида вириа-КШ# т  лучше по
лучать его из больных гус^пВЦ соответствующего вида, Очистку и
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концентрацию вели по В*М*Барановскому и С.А*БахваловуД974.*
8а сутки до введения животным взвесь полиэдров обраба

тывают антибиотиками из расчета 500-1000 ЕД стрептомицина и 
пенициллина, 20 мкг/мл 5-нитрооксихинолпка* Перед иммунизацией 
взвесь стерильно отмокают от антибиотиков, полиэдры ресуспен- 
дируют в стерильном физиологическом растворе. Титр инокулята 
обычно IЛО^ пдр/пл.

Наличие спец»’ инеекой гипериииунной сыворотки является 
главным условием хорошего воспроизведения ИФ-метсда.

Приготовленным антигеном иммунизируют беспородных кро
ликов массой 2 ,5 -3  кг. Высокотитровакные сыворотки получают 
по следующей схеме иммунизации: трехкратные с интервалом в 
три дня подкожные обкалывания с введением соответственно 2 ,0 , 
4 ,0 , 6 ,0  мл антигена в смеси 1:1 с адъювантом Фрейнда. Через 
две нед&ти реиммуиизация 6 ,0  мл смеси подкожно. Забор коови 
через неделю после реиммунизации.

Сыворотку хранили с коксерЕантом(мертиолят 1:10000) пш 
-20°С , либо лиофклизировали. Высушенная сыворотка сохраняет 
активность до 5 лет при хранении + 4°с.

6 . Проведение определения

Хорошо обезжиренное предметное стекло помещают на милли
метровую бумагу, на которой отмечен прямоугольник площадью 
4 см*\ Затем на стекло микропипеткой наносят 0 ,02  мл исследуе
мой суспензии, равномерно распределяют ее по отмеченной площа
ди* Препарат подсушивают на воздухе и фиксируют в ацетоне 15 
мин. Для гашения неспецифического свечении используют синьку 
Эванса в разведении 1:10000 дистиллированной водой. Время об
работки препарата синькой 10 кин. Затем препарат промывают 
проточной водой и подсушивают, после чего препарат должен иметь 
слабо голубую окраску. Затем на препарат наносят иммунную сы
воротку против полиэдров ШП КШ, проварит ель но разведенную .1 :1 0  
физиологическим раствором, помещают во влажную камеру на 20 мин 
при 37°С, затем омывают проточной водой, подсушивают на воздухе*

* Барановский В.М., Бахвалов С.А. в кн.:"Вирусы насекомых11,
"Наука” , Новосибирск, 1974, 8 -И
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после чего наносят ослиную . ■ сыворотку в рабочем
разведении, указанном на ампуле* Выдерживают ъ термостате 
при 37°С 2Q мин. во влажной камере с последующей промывкой в 
проточной воде. Подсушенный препарат готов к просмотру в лю
минесцентном микроскопе* Препарат просматривают под иммерсией, 
используя нефлюоресцирующее масло, объектив 90, окуляр 8.

Полиэдры в препарате выявляются по специфическому ярко
му, жежо-зехеному свечению их ободков на общем красноватом 
фоне препарата*

йонтроли: .а) препараты,, приготовленные по той же схеме, 
но без обработки специфической иммунной сывороткой; б ) препа
раты, обработанные обеими сыворотками, но заведомо не содер
жащие выявляемых полиэдров* В контрольных препаратах свече
ние полиэдров не выявляется*

7* Обработка результатов анализа

Кроме визуального определения полиэдров (качественный 
анализ), можно произвести количественный анализ, т*ев опреде
ление числа полиэдров на единицу изучаемой площади. Для этого 
необходимо преварительно определить площадь поля зрения при 
данном увеличении или площадь квадрата окулярной сетки (s  слу
чае использования окуляра о сеткой)* Эти измерения проводят с 
помощью объект-микрометра*

Подсчет числа полиэдров ведется по формуле и* а" ^
? q r

где
М -  количество полиэдров в .1 мл исследуемой суспензии (концен

трат смыва со 100 ом2 поверхности); 
а -  среднее число полиэдров в одном квадрате окулярной сетки;
/  -  площадь исследуемого мазке в мм2; 
у -  объем нанесенной суспензии в мл;
^  -  площадь квадрата окулярной сетки в мм2.

14
Подсчет полэд^ов проводят в 100 и более квадратах оку

лярной сетки*

Пример: для анализа взяли листья с обработанного препа-
ратом дерева, определили среднюю площадь их поверхности -  1 0 0 с у г >



С ^ т ы ш  смыв о листьев м обработали его способам, о т & ш п ш  

в ц,3* Цриготоыеавма цреа&р&т покрасили ш непрямом# метод# 
Е̂ .ноа, как овксамо в п Л ,

Щщ просмотре препарата в люминесцентном микроспаде
еодочмт&жн общее количество до диэдров в 150 квадратах окудяр-
“ой ееиш 5  150=320, отсода а _ 320 2 13 .

150
Еаощадь мазка известна/® 20мм х 20мм» 400мм2. Сторона квадрата 
окулярной реткн равна 0,0062 мм (определили с подащьв обьект- 
микрометра), т .о , площадь квадрата окулярной сетки»£»(0 ,QQ62)2» 
0,00004 мм*. Объем нанесенной на стекло суспензии у» 0,02 мд.

Таким образом I  ■» а * J* -■ 2,13 • 400 »  I , I *10®
У °4. ' 0 ,02  * 0,00004

2 Q
т .е . на 100 см обследованной площади приходится 1,1*10 поли- 
вдров, а на I см2 площади -  1,1*10 .

9. Требования безопасности

Соблвдаотоя требования безопасности, обычно рекомендуе
мые для работы о микроорганизмами 11 группы (условно патоген
ные).

9." Раяработадв*.

Васильева B .J ., Трусов В.И. -  Киевский НИИ эпидемиологии
к инфекционных болезней 
ш . Л. В. Громашевского
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