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Введение

Настоящий стандарт описывает лабораторный метод тестирования, предназначенный для оценки 
острой пероральной токсичности пестицидов и других химических веществ в отношении рабочих особей 
медоносных пчел. Стандарт основан на руководстве Европейско-Средиземноморской Организации по 
защите растений (ЕРРО), по оценке побочных эффектов средств защиты растений в отношении медо­
носных пчел (Apismellifera) [1]. Также были учтены поправки к испытательным протоколам ЕРРО, приня­
тые Международной комиссией по охране взаимоотношений Растение — Пчела (ICPBR) на 
5-ом Международном симпозиуме по опасности пестицидов для пчел, проходившем в Вагенингене 
(Нидерланды) в 1993 г. [2]. Также учитывались другие существующие руководства [3], [4], [5].
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

МЕТОДЫ ИСПЫТАНИЙ ХИМИЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ, ПРЕДСТАВЛЯЮЩЕЙ ОПАСНОСТЬ
ДЛЯ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

Пчелы медоносные: тест на острую пероральную токсичность

Test methods for chemicals of environmental hazard. Honeybees: acute oral toxicity test

Дата введения — 2015—08—01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает метод определения острой пероральной токсичности хими­
ческих веществ для медоносных пчел.

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применимы термины со следующими определениями:
2.1 острая пероральная токсичность (acute oral toxicity): Неблагоприятные последствия, проис­

ходящие под действием однократно потребленной в пищу дозы тестируемого вещества на протяжении 
периода максимум 96 часов.

2.2 доза (dose): Потребленное количество тестируемого вещества. Дозу выражают в единицах 
массы (мкг) тестируемого вещества на одно испытуемое животное (мкг/пчела).

П р и м е ч а н и е  — Поскольку реальная доза, приходящаяся на каждую пчелу, не может быть рассчитана, 
так как их кормление проводится в группе, то рассчитывают среднюю дозу (общее потребленное количество ве- 
щества/число пчел в одной клетке).

2.3 LD50 пероральная (медианное значение летальной дозы) ((median lethal dose) oral): статисти­
чески определенная однократная доза вещества, вызывающая смерть 50 % подопытных животных при 
применении его в качестве пищи (пероральным способом).

2.4 смертность (mortality): Насекомое считается умершим, когда оно полностью неподвижно.

3 Исходные положения

3.1 При определении и оценке токсичности химических веществ может требоваться определение 
их острой пероральной токсичности для пчел, если вероятно воздействие на них применяемого химичес­
кого вещества. Оценка острой пероральной токсичности проводится для выявления специфической ток­
сичности пестицидов и других веществ для пчел. Результаты тестирования должны использоваться при 
определении необходимости дальнейших исследований. В частности, этот метод может быть использо­
ван в пошаговой схеме оценки риска применения пестицидов для пчел, основанной на последователь­
ности проведения лабораторных опытов, затем — полуполевых и полевых испытаний [6]. Пестициды 
могут тестироваться в виде действующего вещества (д. в.) или торгового продукта.

3.2 Вещество сравнения с известной токсичностью (токсичный стандарт) должно использоваться 
для проверки чувствительности пчел и точности проводимой процедуры тестирования.

3.3 Определения используемых терминов даны в разделе 2.

Издание официальное
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4 Принцип теста

Взрослых рабочих особей медоносных пчел подвергают воздействию серии доз тестируемого 
вещества в растворе сахарозы. Затем пчелам предлагают аналогичное питание без тестируемого 
вещества. Смертность регистрируют ежедневно на протяжении, по меньшей мере, 48 ч, и сравнивают с 
контролем. Если смертность пчел в опытной группе увеличивается в промежутке между 24 и 48 ч, а в кон­
трольной группе остается на принятом постоянном уровне, например, не более <10 %, целесообразно 
увеличить продолжительность теста до 96 ч (максимально). Результаты используют для расчета вели­
чин LD50 через 24 и 48 ч, а если опыт был более продолжительным, также и через 72 и 96 ч.

5 Достоверность теста

Тест считается достоверным, если выполняются следующие условия:
- средняя смертность пчел в контрольных группах не должна превышать 10 % к концу опыта;
- величина LD50 вещества сравнения должна соответствовать установленному диапазону зна­

чений.

6 Описание теста

6.1 Отбор пчел
Должны использоваться молодые зрелые рабочие особи одной расы, т. е. пчелы одинакового воз­

раста, образа питания и пр. Следует использовать особей из правильно питающихся и здоровых коло­
ний, насколько возможно, без признаков заболевания и с нормальным состоянием пчелиной матки, с 
известными историей и физиологическим статусом. Их можно собирать утром в день использования для 
опытов или вечером накануне проведения теста и содержать в тестовых условиях на следующий день. 
Пчелы из ульев без расплода также пригодны. Сбор пчел ранней весной или поздней осенью нежелате­
лен, так как в это время меняется их физиологический статус. Если испытания проводят ранней весной 
или поздней осенью, пчелы могут быть извлечены из инкубатора и подвергнуты кормлению пчелиным 
хлебом (пергой) и раствором сахарозы в течение 1 недели. Пчелы, обработанные химическими вещест­
вами, такими как антибиотики, противопаразитарные средства ит. п., не должны использоваться в тес­
тах на токсичность в течение 4 недель со дня окончания последней обработки.

6.2 Клетки для испытаний
Клетки должны быть легко очищаемыми, хорошо вентилируемыми и могут быть изготовлены из 

любых материалов, например, нержавеющей стали, проволочной сетки, пластика, дерева и т. п. Пред­
почтительная численность группы: 10 пчел на клетку. Размер клеток должен соответствовать числу 
пчел, т. е. обеспечивать соответствующее пространство.

6.3 Уход и кормление
Процедуры по уходу, включая обработки и наблюдения, должны осуществляться в течение свето­

вого дня. Для кормления используют раствор сахарозы в воде с концентрацией 500 г/л (50 % вес/объем). 
После того как дана тестовая доза, пища должна предоставляться неограниченно (adlibitum). Система 
кормления должна позволять регистрировать потребление пищи в каждой клетке (см. 7.3). Для этого 
можно использовать стеклянную трубочку (50 мм длиной, 10 мм шириной с открытым концом, сужаю­
щимся до 2 мм в диаметре).

6.4 Подготовка пчел
Собранные пчелы случайным образом распределяют в садках для испытаний, которые в случай­

ном порядке расставлены в комнате для испытаний. Можно создать условия голодания пчел в течение 
2 ч до проведения теста. Желательно, чтобы пчелы были отлучены от пищи до обработки, чтобы содер­
жимое кишечника всех пчел было одинаковым на момент начала теста. Умирающие пчелы непригодны к 
использованию и должны быть заменены на здоровых до начала опыта.

6.5 Подготовка доз
6.5.1 Растворимые тестируемые вещества могут быть непосредственно внесены в 50 %-ный рас­

твор сахарозы. Для веществ и продукции с низкой растворимостью в воде можно использовать дополни­
тельные растворители (органические, эмульсификаторы, диспергирующие добавки), слаботоксичные

2
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для пчел (ацетон, диметилформамид, диметилсульфоксид). Их концентрация зависит от растворимости 
данного испытуемого вещества и должна быть одной и той же для всех исследуемых доз тестируемого 
вещества. Обычно достаточна 1 %-ная концентрация растворителя и ее не следует превышать.

6.5.2 Соответствующим образом должны быть приготовлены и контрольные растворы: то есть, 
если для растворения испытуемого вещества использовался растворитель или диспергатор, то кон­
троль должен быть представлен в 2 вариантах: раствор в воде и раствор сахарозы с растворителем (дис­
пергатором) в концентрациях, используемых для приготовления доз тестируемого вещества.

7 Процедура теста

7.1 Тестируемая и контрольная группы
7.1.1 Количество доз и повторностей должны удовлетворять статистическим требованиям для 

определений LD50 с 95 %-ным доверительным интервалом. Обычно для теста требуются 5 концентра­
ций, представляющих геометрическую прогрессию с множителем, не превышающим 2,2 и охватываю­
щим возможный диапазон LD50. Однако разбавление и количество используемых концентраций зависят 
от наклона кривой токсичности (доза — смертность) и требований статистического метода, выбранного 
для оценки результатов теста. Предварительный тест позволяет выбрать соответствующие концентра­
ции для последующих дозировок.

7.1.2 Для тестирования действия каждой выбранной дозировки требуется не менее 3 испытуемых 
групп пчел по 10 особей в каждой.

7.1.3 Кроме групп с тестируемым веществом необходимы, как минимум, три контрольные группы, 
каждая по 10 пчел. В контрольные группы должно быть включено и тестирование действия используе­
мых дополнительных растворителей (см. 6.5.2).

7.2 Токсичное вещество сравнения
Токсичное вещество сравнения должно быть включено в серии испытаний. Для перекрытия ожида­

емого диапазона LD50 следует использовать не менее 3 доз вещества сравнения, а для каждой 
дозы выборка должна состоять, как минимум, из 3 клеток (повторностей) с 10 пчелами. Предпочти­
тельнее использовать диметоат, для которого известна острая пероральная токсичность: 
LD50 (24 часа) = 0,10—0,35 мкг/пчелу [7]. Однако могут использоваться и другие токсичные для пчел 
вещества, если для них имеется достаточно проверенных данных (например, паратион).

7.3 Распределение доз
Каждая тестовая группа должна получить 100—200 мкл 50 %-ного раствора сахарозы в воде, 

содержащего испытуемое вещество в данной концентрации. Больший объем требуется для веществ с 
низкой растворимостью, низкой токсичностью или с малой концентрацией в продукции, так как потребу­
ются большие доли раствора сахарозы. Количество обработанного продукта, потребляемого на группу 
пчел, необходимо контролировать. После его потребления (обычно 3—4 ч) кормушка должна быть уда­
лена из клетки и заменена на другую кормушку — с раствором, содержащим только сахарозу. Этот корм 
должен быть предоставлен в неограниченном количестве (ad libitum). Для некоторых веществ при их 
высоких концентрациях может наблюдаться отказ от приема, в результате чего пчелы получают его в 
меньшем количестве или не съедают совсем. По истечении максимум 6 ч не съеденное количество обра­
ботанной пищи должно быть убрано и заменено на чистый раствор сахарозы, а потребленное количес­
тво — зафиксировано (измерены объем/вес несъеденного).

7.4 Условия теста
Пчелы должны содержаться в темноте в экспериментальной комнате при температуре (25 + 2) °С. 

Относительную влажность необходимо поддерживать около 50 %— 70 % и регистрировать на протяже­
нии всего теста.

7.5 Продолжительность теста
Продолжительность опыта — 48 ч после того момента, когда испытуемое вещество было замене­

но на чистый раствор сахарозы. Если смертность продолжает увеличиваться более чем на 10 % после 
окончания первых 24 ч, опыт нужно продлить максимально до 96 ч при условии, что смертность на кон­
троле менее 10 %.
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7.6 Наблюдения
7.6.1 Смертность учитывают спустя 4 ч после начала теста и далее через 24 и 48 ч. Если опыт про­

должают дольше, то дополнительные учеты проводят с 24-часовым интервалом до 96 ч максимум, при 
условии что смертность в контрольной группе не превышает 10 %.

7.6.2 Количество пищи, потребленное группой, должно быть рассчитано. Сравнение скоростей 
потребления обработанной и необработанной пищи в течение 6 ч может дать информацию о вкусовой 
привлекательности обработанной пищи.

7.6.3 Все аномальные поведенческие проявления пчел входе опыта должны регистрироваться.

7.7 Пороговый тест
В некоторых случаях (например, если ожидаемая токсичность вещества низкая) может потребо­

ваться пороговый тест с использованием 100 мкг д.в./пчелу для того, чтобы показать, что LD50 больше 
этой концентрации. Его проводят по аналогичной схеме — с использованием 3 повторностей для тести­
руемой дозы, соответствующих контролей, с оценкой количества потребленной пищи и с использовани­
ем токсичного вещества сравнения. При появлении смертности должно быть осуществлено полное 
исследование. При проявлении сублетальныхявлений (см. 7.6.3) они должны быть зарегистрированы.

8 Данные и отчет о проведении теста

8.1 Данные
Данные должны быть представлены в табличном виде для каждой группы, подвергнутой обработке 

тестируемым веществом, а также для контрольной группы и группы, подвергшейся обработке токсичным 
веществом сравнения. Должно быть представлено число использованных пчел, смертность на каждый 
момент времени наблюдения, число пчел с отклонениями в поведении. Анализ смертности должен быть 
проведен статистическими методами (например, пробит-анализ, метод скользящего среднего, биноми­
альная вероятность) [8,9]. Для каждого времени наблюдения (например, 24 и 48 ч, если необходимо 72 и 
96 ч) должен быть представлен график доза — отклик, рассчитан наклон кривых и медианное значение 
летальной дозы (LD50) с 95 %-ным доверительным интервалом. Коррекция с учетом смертности на кон­
троле может проводиться по методу Аббота [9,10]. Если не вся доза была съедена с кормом, то реально 
принятая группой пчел доза должна быть уточнена и приведена. LD50 выражают в микрограммах тести­
руемого вещества на пчелу.

8.2 Отчет о проведении теста
Отчет должен включать следующую информацию.
Тестируемое вещество:
- физическая природа и соответствующие физико-химические свойства (например, стойкость в 

воде, давление паров);
- химическая характеристика, включая структурную формулу и чистоту (например, для пестици­

дов — наименование и концентрацию действующего вещества (веществ)).
Тестовые виды:
- научное название, раса (вид), примерный возраст (в неделях), метод сбора, время сбора;
- информация о колонии, используемой для отбора пчел, включая состояние здоровья, заболева­

ния, какие-либо обработки и пр.
Условия опыта:
- температура и относительная влажность в помещении для испытаний;
- условия размещения пчел, включая тип, размер и материал клеток;
- методика приготовления концентрированного и тестовых растворов (если использовался рас­

творитель, он должен быть указан, как и его концентрация);
- схема опыта, например, количество и величины испытанных концентраций вещества, количес­

тво контролей: для каждой тестируемой концентрации и контроля числа повторностей (клеток), число 
пчел в клетке;

- дата тестирования.
Результаты:
- результат предварительных исследований, если они проводились;
- исходные данные: смертность при каждой дозе и для каждого времени наблюдений;
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- график зависимости доза — отклик по окончании опыта;
- LD50 с  95 %-ным доверительным интервалом для каждого времени наблюдений для тестируемо­

го вещества и токсичного вещества сравнения;
- статистическая процедура, использованная для определения LD50;
- смертность на контроле;
- другие биологические проявления, наблюдаемые или измеренные, например, аномальное пове­

дение пчел (включая отказ от пищи с тестируемым веществом), скорость потребления пищи с дозой и без 
нее в соответствующих группах;

- любые отклонения от руководства по проведению испытаний и любая другая имеющая отноше­
ние копыту информация.
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