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3. Введены впервые
1. ОБЛАСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ

1.1. В настоящих Методических указаниях определены критерии необходимости проведения биоцидной обработки помещений и указаны методы ее проведения. Приведены методы микологического обследования помещений.

1.2. Методические указания предназначены для органов Роспотребнадзора и специалистов других ведомств, занимающихся проблемой грибкового загрязнения помещений. Область применения МУК распространяется на все виды помещений: больничные, жилые и общественные, в периоды строительства, реконструкции и эксплуатации. 

2. НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ

2.1 Федеральный закон от 30.03.1999 № 52-ФЗ «О санитарно-эпидемиологическом благополучии населения».

2.2 Санитарно-эпидемиологические правила и нормативы «Гигиенические требования к размещению, устройству, оборудованию и эксплуатации больниц, родильных домов и других лечебных стационаров. СанПиН 2.1.3.1375-03».

2.3 Санитарные правила «Безопасность работы с микроорганизмами III – IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней». СП 1.3.2322-08.

3. КРИТЕРИИ НЕОБХОДИМОСТИ ПРОВЕДЕНИЯ БИОЦИДНОЙ ОБРАБОТКИ ПОМЕЩЕНИЙ В ОТНОШЕНИИ МИКРОМИЦЕТОВ

3.1 Обоснование необходимости проведения микологического обследования помещения.

Микроскопические грибы при определенных условиях способны развиваться на строительных материалах и конструкциях зданий. Количество влаги на поверхностях и внутри строительных материалов -  наиболее важный фактор, запускающий рост микроорганизмов, в том числе грибов. Пыль и грязь, присутствующие в помещениях, содержат достаточное количество веществ, ассимилируемых микроорганизмами. Кроме того, некоторые строительные материалы содержат компоненты, которые могут служить источником для питания микроскопических грибов. Грибковая контаминация зданий может вызвать процессы биодеструкции строительных материалов, а также оказывать вредное воздействие на здоровье людей, находящихся в этих помещениях.

Рост и развитие микромицетов сопровождаются нарастанием  количества спор, клеточных фрагментов, аллергенов, микотоксинов, экзо- и/или эндомикотоксинов,  гликанов и  летучих органических соединений (метаболитов) в воздухе, которые могут нанести существенный вред здоровью людей [1-3].  

Жители, проживающие в домах с сыростью и наличием плесени подвержены повышенному риску возникновения и развития респираторных заболеваний,   а также обострению бронхиальной  астмы.   Микогенная бронхиальная астма может  развиваться у лиц, проживающих или работающих в помещениях, грибковая загрязненность воздуха в которых носит перманентный характер и превышает 500 КОЕ/м³ [4,5].   

 Основными клиническими формами микогенной аллергии у обитателей поражённых микромицетами помещений являются бронхиальная астма (38%), аллергический ринит (34%), атопический дерматит (24%), аллергический бронхолёгочный аспергиллез (4%). В помещениях, поражённых микромицетами, 69% составили больные с персистирующей бронхиальной астмой тяжелой и средней степени тяжести. Частота микогенной сенсибилизации у больных с бронхиальной астмой, находящихся в поражённых микромицетами помещениях, составляет 59,4% [6].

 Факторами риска развития микогенной аллергии у жителей с IgE опосредованными аллергическими заболеваниями являются визуальные признаки  грибкового поражения и концентрация спор микромицетов в воздухе свыше 500 КОЕ/м³. Для помещений с визуальными признаками грибкового поражения (очагами биоповреждения) характерна высокая концентрация спор микромицетов в воздухе, в 74,5%  помещений она превышала 500 КОЕ/м³ [6]. Концентрация микромицетов в воздухе более 500 КОЕ/м³, как неблагоприятная для здоровья человека, приведена в работах многих исследователей [4]. Предельное значение в 500 КОЕ/м³ для концентрации грибных спор в воздухе помещений используют в Финляндии [7], в Сингапуре - до 500 КОЕ/м³, в  Китае - от 500 КОЕ/м³ до 1000 КОЕ/м³, а  в Канаде - до 150 КОЕ/м³ [8].

Присутствие спор условно-патогенных грибов в воздухе больничных помещений может быть причиной инвазивных микозов, часто заканчивающихся летально. Согласно СанПиН 2.1.3 1375-03 в воздухе  помещений лечебно-профилактических учреждений (ЛПУ), относящихся к категориям: «особо чистых – А», «чистых - Б» и  « условно-чистых - В», не должно быть микромицетов [9]. Для этого необходим постоянный мониторинг воздушной среды больниц.

Защита от поражений микромицетами должна учитываться при проектировании зданий: конструкционно - планировочные решения, выбор строительных материалов, наличие эффективной вентиляции и др. [1]. Защита от микромицетов обеспечивается эксплуатационными показателями здания – совокупностью технических, объёмно-планировочных, санитарно-гигиенических, экономических и эстетических характеристик [10].

При нормальном эксплуатационном режиме в помещении должны отсутствовать признаки биоповреждения микромицетами – пятна плесени на поверхностях помещения,  видимый рост плесени, характерный запах плесени, наличие которых является указанием на необходимость проведения микологического обследования здания.

3.2 Методы микологического обследования помещений.

3.2.1 Этапы микологического обследования.

Микологическое обследование помещений состоит из нескольких этапов: 1) визуальное обследование; 2) отбор проб воздуха и техногенных субстратов внутри помещения; 3) культуральное исследование проб на наличие микромицетов.

3.2.2 Визуальное обследование.

Визуальное обследование помещений проводят с целью выявления возможных причин грибкового поражения конструкций, оценки видимого роста плесневых грибов на поверхностях строительных и отделочных материалов и определения  очагов поражения конструкций микобиотой.

     При микологическом обследовании помещений проводят осмотр всех помещений здания, включая чердаки и подвалы. Важно учитывать историю строительства и эксплуатации здания (ремонт, реконструкция, новая изоляция, недавние и старые протечки, наводнения, включая тушения пожаров, и т.д.). 

При  осмотрах должны быть учтены труднодоступные места, где потенциально могут сохраняться очаги биоповрежедний из-за влажных поверхностей. Например, это стеновые впадины, места за потолочными плитками, пространство под обоями, обратные стороны ковров и места расположения скрытых постоянно холодных устройств, например, замурованных холодных водяных труб, над которыми может образовываться конденсат. Мебель, стоящая близко к стенам, может препятствовать вентиляции. В таких условиях могут образовываться ловушки для холодного воздуха и образования конденсата. Гипсокартонные панели, гипсоволокнистые листы и другие строительные материалы, содержащие в составе целлюлозу,  создают условия  для роста грибов Stachybotrys spp. и Chaetomium spp. Поэтому необходим микологический контроль именно этих участков, особенно – в случаях вероятных протечек или затоплений, которым они подвергались.

 В ходе осмотра выявляют  видимые очаги разрастания плесени. Отмечают на плане помещения точки отбора проб для микологического анализа, проводят их фотофиксацию. 

3.2.3 Отбор проб внутри помещения

3.2.3.1 Отбор проб воздуха

Для отбора проб воздуха используют приборы-пробоотборники, которые могут быть щелевыми, с ситовыми решётками и ротационными (центрифуги). Принцип действия этих пробоотборников основан на импакции (от лат. impactus – вколоченный, ущемлённый) - частица аэрозоля не отклоняется вместе с воздухом, а продолжает прямолинейное движение до столкновения с питательным агаром. В щелевых пробоотборниках воздух входит в щель и попадает на вращающуюся чашку Петри с агаром (прибор Кротова), в приборах с ситовыми решётками аэрозоль проходит через решётку с калиброванными отверстиями, диаметр которых рассчитан на инерционное осаждение частиц. В каскадных импакторах применяется несколько ступеней с последующим увеличением скорости прохождения аэрозоля через отверстия с меньшим диаметром, чем в предыдущей ступени (импактор Андерсена).  

При ожидаемых концентрациях микромицетов в воздухе более 10000 КОЕ/м³ следует использовать  инжекторные пробоотборники. Инжекторные пробоотборники основаны на осаждении микроорганизмов в физиологический раствор. Полученную микробную суспензию рассевают на чашки Петри, инкубируют и идентифицируют выросшие колонии грибов. Этим методом удаётся более точно  количественно определять микроорганизмы [11]. Все пробоотборники должны быть продезинфицированы перед работой.

Самым современным из отечественных пробоотборников является ПУ-1Б (ЗАО «Химко»). Его преимущество  - возможность отбора  проб разного объема: от 50 до 1000 л.  Прибор выдерживает обработку дезинфицирующими средствами; перед отбором проб его протирают 70% этиловым спиртом. В чашки Петри заливают 20-21 мл агаризованной питательной среды Сабуро или сусло-агара. При этом поверхность агара будет находиться в 3 мм от нижней плоскости многосопловой решётки [12]. Выбор объёма отбираемой пробы зависит от предполагаемого  уровня загрязнения помещения. В помещениях с видимым интенсивным ростом грибов на поверхностях объем пробы должен быть 50-100 л [12].

Минимальное число точек (мест) отбора определяют по формуле: NL=√A, где NL –минимальное число точек отбора, округлённое до ближайшего большего целого числа, А - площадь помещения (м²) [11]. В каждой точке отбирают не менее двух проб воздуха, одну пробу засевают на сусло-агар, другую – на среду Сабуро. В строящихся и ремонтируемых зданиях, а также в общественных и производственных помещениях большой площади, количество отбираемых проб может быть уменьшено. При отборе проб окна в помещении должны быть закрыты.

3.2.3.2 Отбор проб техногенных субстратов .

Микологическому  исследованию подлежат следующие техногенные субстраты зданий: штукатурка, краска, побелка, бетон, обои, изоляция трубопроводов, кирпичная кладка, цементный раствор между кирпичами, материалы звуко-, тепло- и гидроизоляции, гипсокартон (гипрок), древесина и другие материалы. Пробы материала надлежит отбирать на различной глубине, послойно для дальнейшего определения глубины повреждения и  степени [13]. Особое внимание необходимо уделять местам, которые подвергаются или подвергались в прошлом воздействию влаги из-за протечек, наличия щелей в наружных стенах зданий, сырых подвалов с нарушенной гидроизоляцией, и другим объектам с видимыми биоповреждениями. Для сравнения необходимо отбирать пробы также из мест без видимых биоповреждений. При проведении работ необходимо использовать: резиновые перчатки, защитные очки (маски), респираторы.

 Соскобы с поражённых участков поверхностей стен следует отбирать стерильным  скальпелем или другим подходящим инструментом. Возможна обработка приспособлений 96 % этанолом  с обязательным последующим фламбированием (прожиг открытым пламенем) непосредственно перед взятием пробы. Техногенные субстраты отбирают в стерильные герметичные полиэтиленовые пакеты или другие ёмкости. 

Перед взятием проб в помещении со всех поверхностей и с оборудования заготавливают сухие стерильные ватные тампоны, которые помещают в пробирку над 1мл 0,9% стерильного физиологический раствора натрия хлорида; перед смывом тампоны погружают в 0,9% раствор NaCl, слегка отжимают их о стенки пробирок и производят смыв с  площади 100 см² (для поверхностей с большим количеством микромицетов допустимо делать смыв с 1 см²). Допустимо сухой стерильный ватный тампон и стерильный раствор 0,9% NaCl сохранять по отдельности, и лишь перед взятием проб сухой тампон окунуть в  1 мл 0,9 % раствора NaCl, слегка отжать, выполнить забор пробы, и тампон с взятой пробой окунуть в ту же пробирку с раствором NaCl, хорошо встряхнуть, вновь отжать о стенки пробирки и произвести посев 0,1 мл смывной жидкости на питательные среды с противобактериальными антибиотиками в чашках Петри (сусло-агар, агар Сабуро), распределяя 0,1 мл смыва  стерильным шпателем. 

Метод, при котором, собранный на тампон материал высевают не объемно, а смоченным и отжатым тампоном распределяют вращательными движениями на поверхности агаризованных  сред, не дает точного количественного представления о микроорганизмах на исследуемой поверхности объекта. При использовании любого из названных методов, после инкубирования посевов при 280С и 370С подсчитывают количество выросших колоний. 

Для полуколичественного определения микромицетов на поверхностях используют метод отпечатков с применением готовых контактных слайдов и бакпечаток. К исследуемой поверхности прикладывают питательную среду на слайде/бакпечатке, затем инкубируют и производят пересчёт на единицу поверхности по прилагаемой производителем слайдов/бакпечаток методике.

3.2.3.3 Хранение и транспортировка проб.

Чашки с засеянными пробами воздуха не подлежат хранению и должны быть помещены в термостаты не позднее, чем через сутки после отбора. При необходимости их сохраняют в течение суток при комнатной температуре.

В случае невозможности приступить к лабораторным исследованиям в тот же или на следующий день, отобранные пробы техногенных субстратов следует хранить в холодильнике при температуре 3 °С ÷ 5 °С. Срок хранения не должен превышать 20 суток.

Транспортировка проб должна обеспечивать их сохранность и исключать возможность контаминации (загрязнения) образцов.

3.2.4 Культуральное исследование проб на наличие микромицетов.

3.2.4.1 Культуральное исследование проб воздуха.

Чашки с пробами воздуха помещают в термостаты и инкубируют при 280С (посевы на сусло-агаре)  до трех недель и при 37 0С (посевы на среде Сабуро) до 10 дней. Посевы просматривают ежедневно, регистрируют появление колоний грибов, проводят их количественный учет и идентификацию согласно определителям грибов. Рассчитывают концентрацию грибов на 1 м3 воздуха согласно инструкции к прибору [12].

3.2.4.2 Культуральное исследование проб техногенных субстратов

Техногенные субстраты растирают в стерильной ступке и взвешивают 1 г полученного порошка. После этого применяют  метод разведений или  метод непосредственного посева. В некоторых случаях может быть использован метод прямого микроскопирования образца в «раздавленной капле» (для сыпучих материалов) или непосредственное микроскопирование образца (например, обои или сходные субстраты).  

3.2.4.2.1  Метод разведений.

Готовят серии разведений суспензии из соскобов и равномерно наносят на поверхность агаризованной питательной среды. Суспензию готовят в разведениях от 1:10 до 1:10000. Наиболее точный подсчёт получают, если на чашке с  питательным агаром развивается от 30 до 50 колоний.  Первую исходную суспензию готовят  из расчёта 10 г образца на 90 мл воды (при малом количестве образца можно приготовить суспензию 1:9).  Суспензию встряхивают вручную в течение 5 минут , затем ей дают отстояться в течение 30 сек [14]. После приготовления разведений  засевают 0,1 мл разведённой суспензии газоном на поверхность агара (среда Сабуро, сусло-агар с добавлением противобактериальных антибиотиков) стерильным шпателем.

3.2.4.2.2  Метод непосредственного посева

Сущность метода заключается  в непосредственном посеве на агаризованные  питательные среды небольших крупинок исследуемых образцов. Измельчённую пробу с  помощью скальпеля в количестве  до 10 мг равномерно наносят на застывший агар или раскладывают с помощью стерильного пинцета отдельными небольшими комочками. Или 5÷10 мг пробы, без предварительного суспендирования в воде, распределяют в расплавленной и полуостывшей питательной среде (t=40ºС) в чашках Петри .

 Чашки инкубируют при температуре 28ºС и 37ºС  до  21 суток, периодически просматривая посевы. Проводят идентификацию выделенных культур и подсчет числа выросших колоний.

При необходимости производят перерасчёт полученных результатов с учётом влажности исследуемого субстрата.  Микробиологическое поражение обоев, изоляционных материалов, в отличие от сыпучих техногенных субстратов, можно исследовать в расчёте на 1 см². Для этого 1 см² субстрата измельчают стерильными ножницами и применяют те же методы, что и для сыпучих субстратов. 

При невозможности отобрать 1 г субстрата, например побелки, краски или поверхности древесины, рекомендуем взять соскоб с поверхности и определить биоповреждение из расчёта на 1см².

3.2.5 Интерпретация результатов микологического обследования.

Трактовка  результатов  микологического обследования зависит от вида обследуемого помещения. В воздухе чистых помещений ЛПУ не должно быть  грибов. В воздухе жилых и общественных зданий концентрация грибов не должна превышать 500 КОЕ в куб.м.

Выявление грибов в воздухе помещений в повышенных концентрациях и в очагах биодеструкции на строительных материалах и конструкциях внутри помещений указывает на необходимость принятия мер по элиминации микромицетов из контаминированного ими здания. 

4. Методы элиминации микотических поражений строительных материалов и конструкций.

Все методы элиминации микогенных поражений классифицируют на:

· Механические

· Физические

· Химические

При работе с микотическими поражениями необходимо использовать комплексно все три группы методов. Перед проведением элиминационных мероприятий необходимо предварительно убедиться в отсутствии протечек воды в помещении, образовании и накоплении капельной влаги на строительных конструкциях. Необходимо проводить контроль относительной влажности воздуха с помощью гигрометра, которая должна быть не выше 60%.

4.1 Алгоритм элиминации микотических поражений.

Удалить пораженные съемные конструкции и фурнитуру: обои, пластиковые и гипсокартонные панели, деревянные подоконники и т.д. 

Поражённые поверхности конструкций, которые невозможно заменить (стены, потолок) очистить от грибковых «образований» механическим путём. В зависимости от площади поражения соскоблить шпателем, обработать шлифмашиной (болгаркой). 

Нанести биоцидный препарат (строительный биоцид) на подготовленную поверхность.

Рабочий раствор готовят согласно инструкции по применению препарата. Срок хранения и концентрация рабочего раствора должны соответствовать инструкции по применению (регламенту). Наносить рабочий раствор биоцида следует: с помощью распылителя (аэрозоль), валиком, губкой, щёткой, кистью.

Просушить обработанную поверхность с помощью проветривания, строительного фена. 

Провести микологическое обследование помещения (поверхностей и воздуха).

Произвести цементирование, шпаклевание, оштукатуривание обработанной поверхности. Растворы цемента, бетона, сыпучих шпаклёвочных материалов готовят  с добавлением строительного биоцида. Зацементированные, зашпаклёванные поверхности просушить.

Высушенную поверхность покрыть краской, мелом, известью, оклеить обоями и т.д. В краску, побелку, клей для обоев возможно добавление раствора строительного биоцида.

Пористые поверхности: штукатурку, обои, дерево можно дополнительно покрыть средствами, предотвращающими проникновение влаги в материал (влагостопы).

Для предотвращения поражения помещений плесневыми грибами необходимо проводить профилактические мероприятия. 

4.2 Профилактика микотических поражений строительных и отделочных конструкций 

· При строительстве и ремонте использовать грибостойкие строительные и отделочные материалы 

· Необходима  качественная гидроизоляция фундамента и подвалов

· Необходимо защищать стены, перекрытия, фундамент гидрофобизирующими составами, биоцидными препаратами

· Следить за работой вентиляции и проводить микологический мониторинг вентиляционной системы, а также помещений воздухозабора.

· Своевременно ликвидировать кровельные протечки.

· Своевременно проводить мероприятия по осушению подвалов и  герметизации стен.

· Следить за микроклиматом помещений: температура воздуха – 18÷24 0С, влажность воздуха – 30÷60%.

· При строительстве новых помещений или после капитального и косметического ремонта возможно нанесение строительного биоцида на поверхности.

4.3 Организация микологического контроля качества элиминационных и профилактических мероприятий.

 Для того, чтобы оценить качество элиминационных или профилактических мероприятий через 1 месяц проводят забор проб с различных поверхностей, на которых были зарегистрированы биоповреждения, или где потенциально могут развиваться колонии плесневых грибов. Также проводят забор проб воздуха для микологического исследования.

4.4 Критерии выбора строительных биоцидов.

Используемый для обработки помещений препарат должен обладать высокой активностью в отношении микромицетов.

Изоляты грибов, выделенные с повреждённых строительных конструкций, необходимо использовать для тестирования нескольких биоцидных препаратов для выбора среди них наиболее эффективного (см. п.5).

5. Биоцидная обработка.

Биоцид – средство, обладающее цидной, или убивающей (от греч. bios – жизнь, cidus – убивать) активностью в отношении микроорганизмов. Строительные биоциды могут быть универсальными (пригодными для использования в защите большинства стройматериалов) и дифференциального применения (для определённых стройматериалов).

5.1 Процедура биоцидной обработки

При биоцидной обработке  используют  различные строительные биоциды нанесимые на поверхность вручную, орошением,  горячей и холодной аэрозацией воздуха, окунанием. Эффективность биоцидной обработки различна, она зависит от степени повреждения и характеристики стройматериалов, а также от вида гриба – биодеструктора.

При обследовании необходимо измерение параметров эксплуатационной среды, присущей технологическому процессу в здании и сооружении [7].  

 Биоцидная обработка необходима при выявлении биоповреждений грибами любых материалов, конструкций, независимо от площади повреждения, а также при отсутствии явных очагов биоповреждения, но при выявлении повышенных (свыше 500 КОЕ/м3) концентраций грибов в воздухе  - необходим поиск источника поступления их в воздух.  При отсутствии видимых очагов биоповреждения в помещении и повышенном содержании грибов в воздухе необходимо провести отбор проб наружного воздуха (на улице), т.к. возможна его контаминация из санитарно неблагополучных объектов. Обычными представителями микобиоты воздуха внутри помещения являются представители родов Penicillium  и, в меньшей степени, Aspergillus. Доминирование какого-либо вида микромицета возможно (в т.ч. скрыто) связано с биоповреждением или его поступлении из загрязнённых внешних источников. Количество микромицетов в воздухе помещения может временно повыситься вследствие проведения различных работ (ремонт, сухая уборка) и/или присутствия некоторых продуктов питания и др. [15].

Биоповреждением следует считать наличие визуальных очагов на поверхностях (пятна плесени, разводы, потёки, нарушение целостности отделочных слоёв, крошение древесины, бетона, кирпича и др.), подтверждённых биологическими методами, а также наличие микромицетов на поверхностях  и в толще строительных материалов в количествах сверх лимитируемых.

Для проведения эффективной обработки следует установить источник повреждения (нарушения температурно – влажностного режима) и устранить его. Собственно обработка включает в себя удаление повреждённых материалов, после предварительной дезактивирующей обработки выбранным биоцидом, до визуально неповреждённых слоёв, просушивание строительных конструкций с помощью специальной техники, нанесение  биоцида и проведение отделочных работ с применением отделочных материалов, усиленных введением в рецептуру строительных биоцидов. Для определения расхода строительных биоцидов, области применения, способа использования и мер предосторожности необходимо обратиться к рекомендациям производителя.

  При кардинальном устранения причины нарушения температурно – влажностного режима биоцидную обработку проводят однократно. Однако, при  сильном биоповреждении необходима повторная обработка через 5-10 дней. Для временного (не более 3 месяцев) уменьшения количества грибов в очагах биоповреждений (без устранения причины) возможно применение строительных биоцидов, в том числе многократное. Биоцидная обработка наиболее эффективна на  грибостойких материалах с наименьшей пористостью. Некоторые материалы, в силу их свойств и назначения,  не подвергаются биоцидной обработке, а удаляются (гипсокартон, обои, различные волокнистые листы, пробковые строительные материалы, герметик, теплоизоляция и др.).

Для проведения обработки все посторонние лица должны покинуть помещения. Обработку следует проводить только подготовленным специалистам. При проведении всех операций при обработке следует использовать защитные костюмы, а также средства защиты глаз (очки) и органов дыхания (респираторы). Входить в помещения можно после проведения всего цикла обработки с учётом конкретных рекомендаций производителя биоцида. Удалённые повреждённые материалы после дезактивационной обработки биоцидами необходимо выбросить как обычные строительные материалы.

Для получения максимальной эффективности биоцидной обработки следует определить эффективность имеющихся  на рынке биоцидов в отношении конкретных грибов – биодеструкторов в каждом отдельном случае. После получения результатов для обработки следует применить наиболее эффективный биоцид.

  В некоторых случаях концентрация микромицетов на повреждённых поверхностях и в воздухе настолько велика (в процессе обработки может происходить увеличение концентрации микромицетов в воздухе), что необходима обработка воздуха, особенно в ЛПУ. Для этого целесообразно применять распыление в воздухе биоцидов, пригодных для этого метода, или использование метода «горячий туман» (горячая аэрозация). Такую обработку также проводят в отсутствии людей; вход в помещение возможен только через сутки после обработки.

5.2 Методы исследований и оценки активности  биоцидных средств in vitro.

5.2.1 Метод серийных разведений.

 
В качестве тест - микромицетов используют 2-х недельные  культуры следующих грибов.

1.  РКПГ F-1249/880-2               Aspergillus niger

2. РКПГ F-1247/ 1094                Aspergillus flavus

3. РКПГ F-1253/8                      Aureobasidium pullulans

4. РКПГ F-1350                         Penicillium chrysogenum

5. РКПГ F-976                           Cladosporium herbarum 

6. РКПГ F-1349                        Trichoderma citrinoviride

7. РКПГ F – 1193                     Chaetomium globosum 

8. РКПГ F-887/618                   Alternaria alternata       

9. РКПГ 1353/1277                  Candida albicans
Культуры выращивают на скошенном агаре Сабуро. Суспензию готовят в дистиллированной воде или физиологическом растворе (0,9 % NaCl в воде)  с добавлением 0,05% твина-80. Определение активности биоцида проводят отдельно для каждой из перечисленных тест - культур.

Берут ряд пробирок, в первую из которых наливают 1,8 мл жидкой среды Сабуро, во все последующие - по 1 мл среды. Из пробирки, где находится исходный раствор препарата в первую пробирку (1,8 мл среды) добавляют 0,2 мл исходного рабочего раствора. Из первой пробирки приготовленного ряда (после тщательного перемешивания) 1 мл переносят в следующую пробирку и т.д. Первая пробирка каждого ряда содержит 100 мкг препарата в 1 мл. Титрование проводят в убывающих концентрациях, кратных двум (от 100 мкг/мл до 0,003 мкг/мл и более - при необходимости). Ставят 3 контроля: контроль роста культуры (0,9 мл среды + 0,1 мл культуры гриба), контроль стерильности среды (1 мл) и контроль препарата в первом разведении (0,9 мл среды + 0,1 мл исходного разведения исследуемого вещества).

Тест-культуры дрожжеподобных грибов (например, Candida albicans ) предварительно выращивают на агаре Сабуро при 37°С в термостате 2 суток. Взвесь двухсуточной культуры дрожжеподобных грибов готовят в 0,9% NaCl в воде, густотой 10 ЕД по бактериальному стандарту мутности (ГИСК им. Л.А. Тарасевича) с последующим разведением этой взвеси в 100 раз (приготовление рабочей взвеси). В каждую пробирку вносят по 0,1 мл рабочей взвеси культуры. Пробирки инкубируют при 37°С в течение 48 часов. Затем отмечают результаты титрования. 

Тест-культуры нитчатых грибов выращивают в течение 2-3 недель на агаре Сабуро при 28°С/37°С. Для приготовления взвесей культуры снимают с агара микологической лопаточкой и растирают в ступке, добавляя 0,9% водный раствор натрия хлорида. Густота рабочих взвесей должна соответствовать 5 ЕД (ГИСК им. Л.А. Тарасевича) оптического стандарта мутности. В каждую пробирку испытуемого ряда добавляют по 0,1 мл взвеси.  Затем пробирки инкубируют при 28°С/37ْC до появления роста гриба в контроле. Минимальной фунгистатической (ингибирующей, подавляющей) концентрацией испытуемого вещества считают разведение в последней пробирке, в которой визуально отсутствует рост гриба.

5.2.2 Оценка эффективности биоцидных средств  при обработке поверхностей.

Обработку биоцидом осуществляют способами нанесения кистью или валиком, а также орошением. На испытуемую поверхность 10 х 10 см наносят по 0,5 взвеси тест - организмов, равномерно растирают, подсушивают, затем обрабатывают биоцидом. Контрольные поверхности обрабатывают водой. После определенной экспозиции марлевыми салфетками, смоченными нейтрализатором делают смыв, помещают салфетки в сосуды с раствором нейтрализатора и стеклянные бусы, встряхивают в течение 10 минут, затем высевают по 0,1 мл на агаризованные питательные среды [16].

Результат получают при сравнении посевов смывов до и после обработки исследуемого участка.

Необходимо проводить мониторинг чувствительности к используемым дезинфектантам для выявления резистентных штаммов. 

5.2.3 Суспензионный метод.

Процедура  суспензионного теста.

К 9,9 мл дезинфицирующего средства (биоцида) добавляют 0,1 мл суспензии микромицета, которую встряхивают  перед и после добавления биоцида. Через определённое время 1 мл пробы из полученной смеси добавляется в пробирки с 9 мл нейтрализующего вещества (1% твин - 80; 3% сапонина; 0,1% гистидина и 0,5% тиосульфата натрия в фосфатном буфере (pH 7). В течение 5 минут в пробирках получается раствор в отношении 1:10 с нейтрализующим веществом. 0,1 мл пробы из смеси и раствора добавляют в агаризованную питательную среду Сабуро или сусло-агар. По окончании инкубационного периода  подсчитывают колонии микромицетов. Для каждого опыта готовят контрольный вариант с использованием дистиллированной воды вместо биоцида.  Биоцид считают активным в отношении микромицетов при отсутствии роста после инкубации.   

Суспензионный метод оценки активности используют для получения первичной информации о концентрационных и временных параметрах эффективного (отсутствие жизнеспособных микромицетов) биоцида. Методология выполнения эксперимента приведена на схеме рисунка 1.

Как видно из схемы 1, для проведения опыта по оценке активных свойств биоцидного  средства суспензионным методом необходимо приготовить:

· рабочую суспензию штамма тест-микромицета с концентрацией не менее 1х106 КОЕ/мл (это обеспечивает возможность создания в смеси биоцида с суспензией (обоснованной и применяемой для этого метода оценки биоцида) концентрации микроорганизмов порядка 1х105 КОЕ/мл;

· пробирки со стерильной дистиллированной водой для проведения контроля реальной микологической концентрации тест-микромицета в суспензии, используемой в опыте;

· пробирки или флакон с раствором биоцида в испытываемой концентрации в количестве, необходимом для обеспечения отбора всех проб;

· необходимое количество пробирок (в зависимости от количества проб, отбираемых для определения времени, обеспечивающего полную гибель тест-микромицета), содержащих по 9 мл нейтрализатора, проверенного предварительно на эффективность нейтрализации остаточного действия испытываемого биоцида;

· чашки Петри со стерильной агаризованной питательной средой или пробирки со скошенной стерильной агаризованной питательной средой в количестве, необходимом для посева пробы контроля исходной суспензии и проб контроля эффективности действия биоцида на тест-микромицет.

В качестве тест - микромицетов используют 2-х недельные вышеперечисленные культуры, выращенные на скошенном агаре Сабуро. Суспензию готовят на дистиллированной воде или 0,9% растворе NaCl с добавлением 0,05% твина-80. Определение активности биоцида проводят отдельно для каждой из перечисленных тест - культур.

Рис. 1.

Проведение эксперимента по оценке активности биоцида суспензионным методом



 Согласно схеме необходимо последовательное выполнение следующих операций:

· тщательное перемешивание суспензии тест - микроорганизма в течение 2-3 минут в пробирке;

· процедуры проводят при комнатной температуре, если не надо применять специальные температурные режимы;  

· контроль концентрации клеток тест - микроорганизма в суспензии; 

· внесение в испытываемый биоцид рабочей суспензии тест - микроорганизма с обеспечением соотношения биоцида и суспензии тест - микроорганизма 9:1;

· перемешивание смеси и отсчет времени начала воздействия биоцида на тест-микроорганизм;

· по окончании каждой заданной экспозиции проведение отбора пробы в количестве 3 мл, которую по 1 мл вносят в 3 пробирки, содержащих по 9 мл стерильного раствора нейтрализатора остаточного действия дезинфекционного средства на тест-микроорганизм;

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

· инкубирование посевов проб при 280С и 370С (Aspergillus niger, Aspergillus flavus,Chaetomium globosum , Candida albicans) в течение 10-21 суток и учет результатов.
 Эффективной экспозицией для рабочего раствора испытанной концентрации считается вторая экспозиция из показавших отсутствие жизнеспособных клеток в посевах соответствующих им проб.

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

Средство, растворы которого обеспечивают при комнатной температуре в течение 60 минут полную гибель микромицетов, рассматривают как перспективное для дальнейшего изучения: оценки факторов, влияющих на активность биоцида, отработки режимов эффективного применения и др. [16].

Приложение 1

ДОПУСТИМЫЕ УРОВНИ МИКРОБНОЙ ОБСЕМЕННЕННОСТИ ВОЗДУШНОЙ СРЕДЫ ПОМЕЩЕНИЙ ЛЕЧЕБНЫХ УЧРЕЖДЕНИЙ В ЗАВИСМОСТИ ОТ ИХ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО НАЗНАЧЕНИЯ И КЛАССА ЧИСТОТЫ САН ПИН

2.1.3 1375-03 [9]

	№

П/П
	класс

чистоты
	Название помещения
	6. Санитарно-микробиологические показатели

	
	
	
	Общее количество 

микроорганизмов в 

1 м3 воздуха
	Количество КОЕ/м3
Staphylococcus aureus
	Количество плесневых и

дрожжевых грибов в 1 м3 воздуха

	
	
	
	до начала работы
	во время работы
	до начала работы
	во время работы
	до начала работы
	во время работы

	1. 1
	Особо

чистые

А
	-операционные

 -родильные залы 

-асептические боксы для    гематологических и ожоговых пациентов 

-палаты для недоношенных детей

-асептический блок аптек

-чистая половина стерилизационных

-боксы микробиологических лабораторий
	не более 200
	не более 200
	не должно быть
	не должно быть
	не должно быть
	не должно быть

	2. 2
	Чистые

Б
	-процедурные

-перевязочные

-предоперационные

-палаты и залы реанимации

-комнаты сбора грудного молока

-фасовочные и ассистентские аптек

-помещения микробиологических и клинических лабораторий


	не более 500
	не более 750
	не должно быть
	не должно быть
	не должно быть
	не должно быть

	3. 3
	Условно-чистые

В
	-палаты хирургических отделений

-коридоры, примыкающие к операционным и родильным залам

-смотровые

-боксы и палаты инфекционных отделений

-ординаторские

-материальные

-кладовые чистого белья
	не более 750
	не более 1000
	не должно быть
	не более  2
	не должно быть
	не должно быть

	4. 4
	Грязные

Г
	- коридоры и помещения административных зданий

-лестничные марши лечебно-диагностических корпусов

-санитарные комнаты

-туалеты

-санитарные комнаты

-комнаты для грязного белья и временного хранения отходов
	НЕ НОРМИРУЕТСЯ


Приложение 2

Определение степени биоповреждения строительных конструкций зданий и сооружений, вызванных действием микроорганизмов – биодеструкторов  [13]

	Степень биоповреждения
	Характеристика конструкции
	Характеристика повреждения

	I
	Конструкции из кирпича, бетона, а также отделочные материалы

Конструкции из незащищенного бетона, железобетона

Конструкции из природного камня

Деревянные конструкции 

Гипсокартон


	Повреждение поверхности отделочного материала: окрасочного слоя, обоев или иного покрытия

Незначительное шелушение поверхности бетона

Поверхностный плесневой налет без видимого разрушения

Поверхностный плесневой налет

Поверхностный плесневой налет без видимого разрушения

	II
	Конструкции из кирпича, бетона, а также отделочные материалы

Конструкции из незащищенного бетона, железобетона

Конструкции из природного камня

Деревянные конструкции
	Глубокое повреждение отделочных слоев, вспучивание отслоение краски. Повреждение шпатлевочных и штукатурных слоев, отслаивание керамической плитки.

Поверхностное разрушение на глубину до 2 см (без обнажения арматуры).

Поверхность покрыта корками биологического происхождения, поверхность камня имеет незначительные ви​димые повреждения.

Участки гнили локализованы. Глубина повреждения деревянной конструкции не более 20 % сечения.



	III

	Конструкции из кирпича, бетона, железобетона, при​родного камня, отделочные материалы

Гипсокартон 

Деревянные конструкции
	Отслоение штукатурки, шпаклевки, шелушение, выкра​шивание кирпича, кладочного раствора.

Шелушение и выкрошивание бетона и железобетона, от​слоение коррозионного слоя от арматуры железобетона Повреждение поверхности натурального камня на глу​бину более 5 мм

Глубокое повреждение, наличие признаков биопораже​ния между стеной и гипсокартоном.

Глубина повреждения деревянной конструкции более 20 % сечения.

	IV

	Биоповреждению II и III степени подвержено более 50-60 % строительных конструкций здания или сооружения.




Примечание — гипсокартон не имеет II степени биоповреждения [13].

Приложение 3

Методы ликвидации последствий биоповреждений строительных конструкций, 

зда​ний и сооружений, вызванных действием микромицетов - биодеструкторов [13]

	Характеристика конструкции
	Степень био-повреждения
	Методы ликвидации очагов и последствий биоповреждения строительных материалов и конструкций

	Конструкции из кирпича, бетона, а также отделочные материалы

Конструкции из незащищенного бетона, железобетона

Конструкции из гнпсокартона

Конструкции из природного камня

Деревянные конструкции


	I
	1.1.1  После просушки поверхности провести ее обработку 10 % раствором перекиси во​дорода, пергидролем или другим биоцидным раствором.

1.1.2  Пораженные обои удалить.

1.1.3  С окрашенных, оштукатуренных или открытых поверхностей шпателем соскоблить поврежденные участки.

1.1.4 Собрать с пола мусор, обильно смочить его биоцидным раствором, упако​вать мусор в полиэтиленовые мешки, вынести в мусоросборник.

1.1.5  Повторно обработать поврежденную поверхность биоцидным раствором.

1.1.6  Провести ремонтно-восстановительные работы с применением биостойких материалов, либо ввести биоциды в клеевые составы, штукатурный рас​твор, краску.

1.2.1  Смыть моющим средством с поверхности камня колонии микроорганиз​мов.

1.2.2  Удалить с поверхности материала продукты жизнедеятельности микроор​ганизмов.

1.2.3 Смочить на время не менее 30 минут биоцидным раствором (пероксидом во​дорода, четвертичными аммониевыми соединениями) швы, трещины или естествен​ные полости, где могут сохраняться колонии микроорганизмов.

1.2.4  Промыть водой всю поверхность материала.

1.2.5  Обработать всю поверхность биоцидными растворами.

1.3.1  Смыть  раствором биоцида с поверхности деревянной конструк​ции колонии (плесневых и иных грибов) микробиоты.

1.3.2  Просушить обработанный участок.

1.3.3  Обработать всю деревянную конструкцию строительным биоцидом.



	Конструкции из кирпича, бетона, а также отделочные материалы

Конструкции из незащищенного бетона, железобетона

Конструкции из природного кам​ня

Деревянные конструкции


	II
	2.1.1  После просушки поверхности провести ее обработку согласно 1.1.1 насто​ящей таблицы.

2.1.2  Шпателем или иным инструментом соскоблить или сбить поврежденные участки до неповрежденной поверхности.

2.1.3  Аналогично 1.1.4 настоящей таблицы.

2.1.4  Любым доступным способом, за исключением применения открытого пламени, прогреть поврежденную зону конструкции до температуры свыше 60 °С.

2.1.5  Провести дезинфекцию помещения.

2.1.6  Провести ремонтно-восстановительные работы с применением биостой​ких материалов, либо ввести биоциды в клеевые составы, штукатурный рас​твор, краску.

2.2.1  Смыть моющим средством с поверхности камня колонии микроорганиз​мов.

2.2.2  Удалить с поверхности материала продукты жизнедеятельности микроор​ганизмов.

2.2.3  Смочить на время не менее 30 минут биоцидным раствором (пероксидом во​дорода, четвертичными аммониевыми соединениями)  швы, трещины и полости, за​полненные микроорганизмами.

2.2.4   Произвести расчистку швов, трещин, полостей, стыков от биогенных включений.

2.2.5  Поставить компресс на время не мене одного часа (перекись водорода 10—15 %) на участки, содержащие корки и наслоения биогенного происхожде​ния.

2.2.6  Удалить механическим путем корки и наслоения биогенного происхожде​ния.

2.2.7  Обработать всю поверхность  биоцидным раствором.

Провести локальное протезирование поврежденной деревянной конструкции. С этой целью:

2.3.1 Просушить деревянные конструкции и прилегающие материалы.

2.3.2  Удалить (выпилить, вырубить) пораженную зону древесины и грибные об​разования (пленки, плодовые тела и т. п.).

2.3.3 Заменить удаленную древесину сухой деревянной вставкой предварительно обработав её биоцидным составом.

2.3.4 В тех случаях, когда невозможно выполнить работы согласно 2.3.1-2.3.3 настоящей таблицы, следует применить прогрев/просушку поврежденного уча​стка с помощью микроволновой сушильной установки.

2.3.5 Обработать деревянные и прилегающие конструкции биоцидом. При​менять фтористые, борные, хромо-медные и хромо-медно- цинковые биоциды. При использовании водорастворимых антисептиков обработанные участки просушить.



	Конструкции из кирпича, бетона, железобетона, природного камня, отделочные материалы

Гипсокартон 

Деревянные конструкции
	III
	3.1.1 После просушки поврежденной поверхности обильно смочить ее биоцидным раствором. 

3.1.2 Полностью сбить разрушенный материал. Для предотвращения запылен​ности помещения периодически обильно смачивать обрабатываемый участок биоцидным раствором. 

3.1.3 Аналогично 1.1.4 настоящей таблицы. 

3.1.4. Аналогично 2.1.5 настоящей таблицы. 

3.1.5.Заменить поврежденный участок кладки. В железобетонных конструкци​ях: заменить поврежденную арматуру, восстановить поврежденные участки. В бетон и раствор ввести биоцидным добавки.

3.2.1. Обработать гипсокартон биоцидным раствором и провести его демонтаж. 

3.2.2. Куски гипсокартона и мусор с пола обильно смочить биоцидным раство​ром и упаковать в полиэтиленовые мешки, вынести в мусоросборник. 3.2.3. Обработать стены в зависимости от степени их биоповреждения. 

3.2.4. Установить новые листы гипсокартона.

Провести протезирование поврежденного участка конструкции: 

3.3.1.Просушить деревянные конструкции и прилегающие материалы.

3.3.2.Полностью удалить пораженные участки древесины.

3.3.3. При обнаружении очагов заражения домовыми грибами необходимо уда​лить все пораженные части с захватом: 1 м вдоль волокон прилегающей здоровой на вид древесины, для конструкции состоящей из отдельного бревна бруса, доски и т. п.; 1 м по всем направлениям, для конструкций состоящих из нескольких деревян​ных элементов примыкающих друг к другу.

3.3.4. Заменить удаленный фрагмент деревянным протезом (абсолютная влаж​ность <20 %) и надежно закрепить (по 5 СНиП П-25-80). 

3.3.5. Обработать деревянные и прилегающие  конструкции биоцидом. Применять фтористые, борные, хромо-медные и хромо-медно - цинковые биоциды. При использовании водорастворимых биоцидов обработанные участки просушить.

	Биоповреждению II и III степени подвержено более 50-60 % стро​ительных конструкций здания или сооружения.
	IV
	Снос, демонтаж биопораженного здания или сооружения.


   При проведении биоцидной и антисептической обработки не применять веществ содержащих яды, которые могут повысить класс опасности отходов [13].
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Приготовление суспензии тест-микромицетов и контроль (биологической) концентрации их в ней путем последовательного 10-кратного  разведения и  посева на плотную питательную среду





Отбор из смеси  3 проб     (по 1 мл) после  каждой  экспозиции и перенос их в пробирки с 9 мл  нейтрализатора остаточного действия биоцида 





Чашки Петри с плотной питательной средой  Сабуро (не менее 3 на каждую пробу)





Встряхивание проб на шейкере.  Посев из каждой пробы по 0,1 мл на чашки с питательной средой  инкубация посевов





Приготовление рабочего раствора биоцида Смешивание суспензии тест- микроорганизма и раствора биоцида в соотношении 1: 9.  Отсчет экспозиции воздействия биоцида на  грибы





Пробирка с  рабочей суспензией  тест-микромицета  в концентрации (1∙106 КОЕ/мл) 





Пробирки 


с    9 мл      нейтрализатора (не    менее 3 на каждую экспозицию)





Пробирки со  стери-


льной водой (по 9 мл) в количестве,


необходимом для определения  концентрации  тест-микроба  в  суспензии 





Чашки Петри с  плотной питательной средой  Сабуро (5 чашек на пробу)





Пробирка или флакон с рабочим раствором биоцида





Встряхивание проб на шейкере.  Посев из каждой пробы по 0,1 мл на чашки с питательной средой  инкубация посевов
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