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Введение
Работники, в первую очередь работники сферы здравоохранения, занимающиеся лечением и уходом за пострадавшими или больными, могут подвергаться воздействию биологических жидкостей, способных передавать заболевания. Эти заболевания могут быть вызваны различными микроорганизмами и представлять значительный риск для жизни и здоровья. Особенно это касается вирусов, переносимых кровью, вызывающих гепатит [вирус гепатита B [ВГВ (HBV)] и вирус гепатита C [ВГС (HCV)] и синдром приобретенного иммунного дефицита [СПИД (AIDS)] [вирусы иммунодефицита человека [ВИЧ (HIV)]. Поскольку технический контроль не может исключить все возможные воздействия, особое внимание уделяют снижению вероятности непосредственного контакта с кожей за счет использования защитной одежды.
Настоящий стандарт касается защитной одежды и соответствующих защитных устройств, предназначенных для защиты от проникания крови или биологических жидкостей. 
Учитывая разнообразие медицинских учреждений, видов деятельности и потенциальную возможность воздействия крови или биологических жидкостей, требования к барьерным свойствам материалов защитной одежды будут меняться в зависимости от сферы применения.
Настоящий стандарт описывает испытание гидростатическим давлением для измерения стойкости материалов одежды к прониканию суррогатного вируса. Выбор соответствующего метода испытания зависит от конкретного применения защитной одежды и ее предполагаемого использования. Чтобы определить уровень риска для определения соответствующего метода испытания необходимо провести оценку риска [1].
Настоящий метод испытания не применим ко всем формам или условиям воздействия гемоконтактных патогенов. Пользователи настоящего метода испытания должны изучить режимы воздействия на работника/одежду и оценить целесообразность данного метода испытания для их конкретных применений. Настоящий метод испытания был специально разработан для моделирования проникания вирусов гепатита (В и С), а также вирусов иммунодефицита человека, передаваемых через кровь и другие потенциально инфекционные биологические жидкости. Суррогатный микроб, бактериофаг Phi-X174, используемый в настоящем методе испытания, сопоставим с ВГС (HCV) по размеру и форме, но также служит суррогатом для ВГВ (HBV) и ВИЧ (HIV). Наличие защиты от других патогенов необходимо оценивать в каждом конкретном случае.
Настоящий метод испытания распространяется только на характеристики материалов или определенные конструкции материалов (например, швы), применяемые в защитной одежде. Данный метод испытания не распространяется на общую конструкцию и элементы или стыки предметов одежды или другие факторы, которые могут повлиять на общую защиту, обеспечиваемую защитной одеждой. Следует отметить, что данное испытание не обязательно имитирует условия, которым материалы одежды, вероятно, могут подвергаться на практике. Поэтому использование результатов испытаний должно быть ограничено широкой сравнительной оценкой таких материалов в соответствии с их характеристиками стойкости к прониканию вирусов. 
Испытания до разрушения материала под воздействием физических, химических и термических нагрузок, которые могут негативно повлиять на характеристики защитного барьера, могут привести к ложному чувству безопасности. Следует провести испытания, оценивающие влияние стерилизации, условий хранения и срока годности на стойкость к прониканию для одноразовых изделий, а также влияние ухода и стерилизации на стойкость к прониканию для многоразовых изделий. Целостность защитного барьера также может быть нарушена во время использования в результате таких воздействий, как изгиб и истирание [1]. Также возможно, целостность защитного барьера нарушает предварительное смачивание загрязняющими веществами, такими как спирт и пот. При наличии данных условий, следует оценить характеристики материалов защитной одежды в отношении проникания бактериофага Phi-X174 после подходящего метода предварительной подготовки, представляющего ожидаемые условия использования.
Материалы медицинской защитной одежды предназначены для того, чтобы служить барьером для крови, биологических жидкостей и других потенциально инфекционных материалов. На характеристики смачивания и проникания биологических жидкостей могут влиять многие факторы, такие как поверхностное натяжение, вязкость и полярность жидкости, а также структура и относительная гидрофильность или гидрофобность материалов. Диапазон поверхностного натяжения для крови и биологических жидкостей (за исключением слюны) составляет приблизительно от 0,042 Н/м до 0,060 Н/м [2]. Для того, чтобы сымитировать характеристики смачивания кровью и биологическими жидкостями, поверхностное натяжение бактериофага Phi-X174 корректируют примерно до нижнего предела этого диапазона поверхностного натяжения, т.е. (0,042 ± 0,002) Н/м.
Часть настоящего метода воздействия стимулирующей суспензией бактериофага Phi-X174 на испытуемые пробы материала защитной одежды включает нагнетание давления в ячейке для испытания до 14,0 кПа (в процедурах А и В). Это гидростатическое давление было задокументировано для получения результатов испытаний, которые коррелируют с валидацией влияния человеческих факторов [3]. Однако некоторые исследования показывают, что во время фактического использования могут возникать механические давления, превышающие 345 кПа [4], [5]. Поэтому важно понимать, что настоящий метод испытаний не имитирует все физические нагрузки и давления, которые воздействуют на защитную одежду при использовании. В процедурах C и D используют ступенчатый подход к нагнетанию давления до 20,0 кПа. Эти процедуры имитируют ряд возможных процедур ранжирования характеристик материалов.
Примечание — Настоящий метод испытания в процедурах А и В включает нагнетание давления в ячейке для испытания до 14,0 кПа, что позволяет использовать его для подтверждения соответствия защитных перчаток требованиям ISO 374-5. При этом он также содержит процедуры C и D, которые используют ступенчатый подход к нагнетанию давления до 20,0 кПа, что позволяет использовать его для подтверждения соответствия защитной одежды требованиям ISO 22615 и другим. При этом ASTM F1671 содержит процедуру, которая включает нагнетание давления в ячейке для испытания до 13,8 кПа, что не позволяет его использовать для подтверждения соответствия требованиям ни одного международного стандарта.
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1
МЕЖГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ
ОДЕЖДА ДЛЯ ЗАЩИТЫ ОТ КОНТАКТА С КРОВЬЮ И БИОЛОГИЧЕСКИМИ ЖИДКОСТЯМИ
Определение стойкости материалов защитной одежды к прониканию патогенов, передающихся с кровью (метод испытаний с использованием бактериофага Phi-X 174)
Clothing for protection against contact with blood and body fluids. Determination of resistance of protective clothing materials to penetration by blood-borne pathogens (test methods using Phi-X 174 bacteriophage)
Дата введения

1 Область применения
Настоящий стандарт описывает лабораторный метод испытания для измерения стойкости материалов одежды к прониканию гемоконтактных патогенов. В данном методе испытания используют суррогатный микроорганизм, находящийся в непрерывном контакте с жидкостью. Определение того, что защитная одежда «проходит/не проходит» испытания основано на обнаружении проникания вируса при определенном гидростатическом давлении с использованием испытательной аппаратуры в соответствии с ISO 13994.
Данный метод испытания не всегда эффективен при испытании материалов защитной одежды с толстыми внутренними подстежками, легко впитывающими загрязненную жидкость.
Данный метод испытания включает в себя процедуру анализа высокой чувствительности. Из-за длительности времени, необходимого для выполнения данного метода испытания, он может оказаться непригодным для использования в качестве контроля или процедуры обеспечения качества материалов или защитной одежды.

2 Нормативные ссылки
В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие стандарты [для датированных ссылок применяют только указанное издание ссылочного стандарта, для недатированных — последнее издание (включая все изменения)]:
ISO 304, Surface active agents — Determination of surface tension by drawing up liquid films (Вещества поверхностно-активные. Определение поверхностного натяжения путем вытягивания жидких пленок)
ISO 3696:1987, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods (Вода для лабораторного анализа. Технические требования и методы испытаний)
ISO 3801, Textiles — Woven fabrics — Determination of mass per unit length and mass per unit area (Материалы и изделия текстильные. Ткани. Определение линейной и поверхностной плотностей)
ISO 5084, Textiles — Determination of thickness of textiles and textile products (Материалы и изделия текстильные. Метод определения толщины)
ISO 13994, Clothing for protection against liquid chemicals — Determination of the resistance of protective clothing materials to penetration by liquids under pressure (Одежда специальная для защиты от жидких химических веществ. Определение стойкости материалов специальной одежды к прониканию жидкостей под давлением)
ISO 16603, Clothing for protection against contact with blood and body fluids — Determination of the resistance of protective clothing materials to penetration by blood and body fluids — Test method using synthetic blood (Одежда для защиты от контакта с кровью и биологическими жидкостями. Определение стойкости материалов защитной одежды к прониканию крови и биологических жидкостей. Метод испытания с использованием синтетической крови)

3 Термины и определения
В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями.
3.1 агар (agar): Полутвердая питательная среда, используемая для поддержания роста бактерий и других микроорганизмов.
3.2 анализ (assay): Анализ смеси для определения наличия или концентрации определенного компонента.
Примечание — В данном методе испытания исследуемым компонентом является микроорганизм – бактериофаг Phi-X174.
3.3 аналитическая жидкость (assay fluid): Стерильная жидкость, используемая для промывки поверхности испытуемого материала для определения микробиологического проникания.
Примечание — В данном методе испытания аналитической жидкостью является питательный бульон, а бактериальным вирусом является бактериофаг Phi-X174. Аналитическую жидкость используют для смывания бактериофага Phi-X174 с внутренней стороны материала испытуемой пробы.
3.4 бактериофаг (bacteriophage): Тип вируса, который поражает бактерии
Примечание — В данном методе испытания бактериофагом является бактериофаг Phi-X174. Бактериофаг Phi-X174 не является патогенным для человека, но служит для имитации вирусов, которые являются патогенными для человека.
3.5 патоген, переносимый с кровью (blood-borne pathogen): Секретируемые или выделяемые инфекционные бактерии, вирусы или другие болезнетворные микроорганизмы, переносимые с кровью или с другими биологическими жидкостями.
Примечание — Для целей настоящего стандарта к основным патогенам, переносимым с кровью, относят вирус гепатита В [ВГВ (HBV)], вирус гепатита С [ВГC (HBC)] и вирус иммунодефицита человека [ВИЧ (HIV)]. Другие микроорганизмы следует рассматривать в каждом конкретном случае.
3.6 биологическая жидкость (body fluid): Любая жидкость, производимая (секретируемая или выделяемая) организмом.
Примечание — Для целей настоящего стандарта биологические жидкости включают жидкости, потенциально зараженные гемоконтактными патогенами, включая, но не ограничиваясь, кровь, сперму, вагинальные выделения, спинномозговую жидкость, синовиальную жидкость, и перитонеальную жидкость, околоплодную жидкость, слюну при стоматологических процедурах и любую биологическую жидкость, визуально содержащую кровь, а также все биологические жидкости в ситуациях, когда трудно или невозможно различить биологические жидкости.
3.7 имитатор биологической жидкости (body fluid simulant): Жидкость, которую применяют в качестве модели биологических жидкостей человека.
Примечание — В данном методе испытания имитатором биологической жидкости является питательный бульон бактериофага, который используют в качестве модели биологических жидкостей человека, поскольку он приближается к нижнему пределу диапазона поверхностного натяжения крови и биологических жидкостей (исключая слюну)                       (0,042 ± 0,002) Н/м.
3.8 испытательная суспензия (challenge suspension): Жидкость, содержащая агент, который используют для испытания на стойкость материалов к прониканию
Примечание — В данном методе испытания испытательной суспензией является зараженная бактериофагом суспензия; питательный бульон, содержащий бактериофаг          Phi-X174.
3.9 газон (lawn) 〈в микробиологии〉: Сплошной равномерный рост бактерий на поверхности плотной питательной среды.
Примечание — В данном методе испытания в качестве бактерий, используемых для выращивания газона, были выбраны Escherichia coli C. (E. coli C).
3.10 лизис (lysis): Дезинтеграция или разрушение цельных бактериальных клеток
Примечание — В данном методе испытания бактериофаг Phi-X174 вызывает лизис бактерии-хозяина E. coli C.
3.11 среда (medium, media): Питательная система для культивирования клеток или организмов
Примечание — В данном методе испытания термин "среда" используют для описания смесей, созданных для поддержки роста специфических микроорганизмов, например, питательный бульон бактериофага и верхний агаровый слой.
3.12 строение (morphology): Форма и структура конкретного организма.
3.13 питательный бульон (nutrient broth): Жидкая среда
Примечание — В данном методе испытания питательным бульоном является питательный бульон для бактериофага, который используют для культивирования бактерии-хозяина E. Coli C., а также для помощи в управлении бактериофагом Phi-X174 на различных этапах процедуры, таких как, суспендирование бактериофага Phi-X174 для заражения испытуемого материала в ячейке на проникание, анализ внутренней стороны испытуемого материала, и, при необходимости, разведение аналитической жидкости для посева.
3.14 проникание (penetration): Прохождение жидкости через застежки, пористые материалы, швы и точечные отверстия или через другие дефекты в защитном материале одежды на немолекулярном уровне.
Примечание — В настоящем стандарте проникающей жидкостью является искусственная кровь.
3.15 бляшка (plaque) 〈в вирусологии〉: Ясно видимая область, которая теоретически является результатом инфицирования и лизиса клеток бактерии-хозяина одиночным жизнеспособным вирусом.
Примечание — В данном методе испытания термин "бляшка" используют для описания ясно видимой области на газоне E.coli C в верхнем агаровом слое, которая является проявлением присутствия одной жизнеспособной частицы бактериофага Phi-X174, где бактерии были уничтожены в результате инфицирования бактериофагом и лизиса.
3.16 бляшкообразующая единица, БОЕ (plaque-forming unit, PFU): Вирусная частица, способная производить бляшки путем инфицирования и лизиса бактерий на газоне в верхнем агаровом слое.
3.17 пластина (plate) 〈в микробиологии〉: Чашка Петри, содержащая питательную среду.
3.18 защитная одежда (protective clothing): Предмет одежды, специально спроектированный и изготовленный с целью изоляции всего тела или его части от потенциальной опасности; или изоляции внешней среды от загрязнения носителем одежды.
3.19 суррогатный микроб (surrogate microbe): Микроорганизм, который используют в качестве имитатора других микроорганизмов, патогенных для человека.
Примечание — В данном методе испытания суррогатным микробом является бактериофаг Phi-X174, используемый в качестве модели для ВГС и для имитации как ВГВ, так и ВИЧ.
3.20 титр (titre): Количество вещества, необходимое для взаимодействия с данным количеством другого вещества или для соответствия ему.
Примечание — В данном методе испытания титр используют для описания концентрации жизнеспособного бактериофага, измеряемой в бляшкообразующих единицах на миллилитр (БОЕ/мл).
3.21 вирус (virus): Мельчайший инфекционный агент, не обладающий собственным метаболизмом и способный размножаться только в пределах живой клетки-хозяина.
3.22 вирусное проникание (viral penetration): Проникание вируса в материал.
Примечание — В данном методе испытания бактериофаг Phi-X174 физически проходит через застежки, швы, поры и отверстия или другие дефекты материалов, используемых в защитной одежде.
3.23 стойкость к вирусам (viral resistant): Относится к материалам, которые препятствуют прониканию вирусов при определенных условиях лабораторных испытаний и методах обнаружения.
Примечание — В данном методе испытания материалы защитной одежды, которые демонстрируют результаты “проходит” считаются стойкими к прониканию вирусов.

4 Сущность метода
Испытуемую пробу подвергают воздействию питательного бульона, содержащего вирус, в испытательной аппаратуре согласно ISO 13994 в течение определенной последовательности времени и давления. Визуальное обнаружение проникания дополняют процедурой анализа, которая позволяет обнаружить жизнеспособные вирусы, проникающие в материал, даже если проникание жидкости невидимо. Любые свидетельства проникания вируса в испытуемую пробу считают отрицательным результатом.
Настоящий метод испытания требует практических знаний основных микробиологических методов.
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5.1	Бактериофаг PhiX174 (ATCC 13706-B1), используют, если титр, который необходимо определять, составляет не менее 1,0х108 БОЕ/мл (бляшкообразующих единиц на миллилитр).
Примечание — Суррогатный микроб, бактериофаг Phi-X174, был выбран в качестве наиболее подходящей модели патогенов, переносимых с кровью, из-за его небольшого размера, сферического (икосаэдрического) строения, устойчивости к воздействию окружающей среды, невозможности инфицирования человека, высокой аналитической чувствительности, быстрого анализа и высокого титра. Бактериофаг Phi-X174 не имеет оболочки и является одним из самых маленьких известных вирусов (0,027 мкм в диаметре).
5.2	Бактерия E. coli (ATCC 13706).
5.3	Очищенная вода, класс 3 в соответствии с ISO 3696:1987.
5.4	Питательный бульон.
5.5	Хлорид кальция (CaCl2).
5.6	Хлорид калия (KCl).
5.7	Гидроксид натрия (NaOH), раствор 2,5 моль/л.
5.8	Поверхностно-активное вещество, Полисорбат 80.
5.9	Бакто-агар.

6 Аппаратура и материалы
6.1 Ячейка для испытания на проникание в соответствии с ISO 13994 для удержания испытуемой пробы во время контакта с испытательной жидкостью под давлением.
В ячейке для испытания испытуемая проба действует как перегородка, отделяющая испытательную суспензию бактериофага Phi-X174 от стороны наблюдения ячейки для испытания. Она состоит из корпуса ячейки, который крепится к опоре ячейки. Корпус ячейки имеет емкость примерно 60 мл для испытательной суспензии бактериофага Phi-X174. В комплект входит крышка с фланцем с открытой областью для визуального наблюдения и прозрачная крышка. Корпус ячейки имеет верхнее отверстие для наполнения и сливной клапан для слива из ячейки для испытания на проникание. Также необходимы другие элементы, такие как фитинг для крепления линии воздуховода к верхнему отверстию в корпусе ячейки, прокладки и удерживающая сетка. Схема ячейки и оборудования для испытания на проникание представлена на рисунках 1 и 2. 
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1 – прозрачная крышка, 2 – крышка с фланцем, 3 – прокладка (для процедур воздействия B и D на испытуемые пробы), 4 – удерживающая сетка (для процедур воздействия B и D на испытуемые пробы), 5 – прокладка, 6 – испытуемая проба,       7 – верхнее отверстие, 8 – прокладки из вспененного ПТФЭ материала, 9 – корпус ячейки, 10 – сливной клапан, 11 – опора ячейки
Рисунок 1 – Ячейка для испытаний на проникание с удерживающей сеткой 
(в разобранном виде)



[image: ]

1 – сжатый воздух или азот, 2 – 	соединитель воздуховода, 3 – регулятор давления воздуха, 4 – регулируемый предохранительный клапан, 5 – манометр,       6 – выпускной клапан ячейки, 7 – муфта с внутренней резьбой, 8 – резиновый шланг для воздуха с муфтой с наружной резьбой для соединения с 7 и с муфтой с внутренней резьбой для соединения с 10, 9 – защитный кожух, 10 – ячейка для испытания на проникание, 11 – сливной клапан, 12 – поворотный зажим,                   13 – поддон, 14 – двухкомпонентный хомут крепления вала
Рисунок 2 – Испытательная аппаратура (трехмерный вид сбоку)

6.2 Прочее оборудование 
6.2.1 Толщиномер, с возможностью измерения толщины до ближайших 0,02 мм.
6.2.2 Удерживающая сетка – гладкая пластиковая или металлическая квадратный сетка для удерживания растяжимых или эластомерных материалов, отвечающий следующим требованиям:
а) открытая область> 50 %;
b) прогиб испытуемой пробы ограничен ≤ 5,0 мм.
6.2.3 Источник давления воздуха, с возможностью подачи воздуха под давлением () кПа.
6.2.4 Инкубатор, с возможностью поддержания температуры в диапазоне                (36 ± 1) °C.
6.2.5 Водяная баня, с возможностью поддержания температуры в диапазоне    (45 ± 2) °C.
6.2.6 Весы, с точностью не менее 0,001 г.
6.2.7 Вихревой смеситель.
6.2.8 Холодильник, с возможностью поддержания температуры в диапазоне                 (5 ± 3) °C.
6.2.9 Автоклав, с возможностью поддержания температуры (122 ± 1) °C и абсолютного давления (214 ± 7) кПа.
6.2.10 Секундомер или электронный таймер.
6.2.11 Орбитальный шейкер.
6.2.12 pH-метр, с чувствительностью 0,1 единицы pH.
6.2.13 Инокуляционная петля.
6.2.14 Динамометрический ключ, с возможностью приложения крутящего момента 13,6 Н·м.
6.2.15	Спектрофотометр, с возможностью измерения поглощенного света на длине волны 640 нм.
6.2.16	Центрифуга, с возможностью ускорения до 10 000 g.
6.3 Лабораторная посуда
6.3.1 Чашки Петри, стерильные, 15 мм × 100 мм.
6.3.2 Пипетки, стерильные, объемом 1 мл, 5 мл, 10 мл.
6.3.3 Пробирки лабораторные, 13 мм × 100 мм.
6.3.4 Штатив для пробирок лабораторных.
6.3.5 Стеклянные колбы, стерильные, вместимостью от 100 мл до 500 мл.
6.3.6 Микропипетки, с возможностью равномерного и точного дозирования          2 мкл.

7 Испытуемые пробы
7.1 Отбор
7.1.1 Испытуемые пробы отбирают из отдельных образцов материалов или отдельных однослойных или многослойных предметов защитной одежды, которые являются репрезентативными для реальной конструкции защитной одежды со всеми слоями, расположенными в надлежащем порядке.
Если в конструкции предмета защитной одежды на разных участках использованы разные материалы или толщина материала, испытуемые пробы отбирают с каждого участка.
Если в конструкции предмета защитной одежды заявлено, что швы обеспечивают ту же защиту, что и основные материалы, испытанию подвергают дополнительные испытуемые пробы, содержащие такие швы.
Каждую испытуемую пробу материала разрезают на квадраты с размером стороны не менее 70 мм. Предпочтительным является квадрат с размером стороны 75 мм. 
Испытывают три испытуемые пробы, отобранные методом случайной выборки от каждого материала, пакета материалов, области (в случае неоднородной конструкции) или другого условия.
Если настоящую процедуру применяют для контроля качества или для подтверждения основных требований к продукту, касающихся свойств стойкости к вирусам материалов, используемых в защитной одежде, следует выполнить надлежащий статистический расчет и анализ больших наборов данных, чем те, которые указаны в этом методе испытаний. Примеры приемлемых планов выборочного контроля приведены в ISO 2859-1 [8].
7.1.2 Возможно, что материалы защитной одежды, содержащие непроницаемый слой между двумя слоями текстильного материала могут показать ложные результаты непрохождения из-за впитывания по краям. Необходимо герметизировать края испытуемых проб для предотвращения «впитывания». Перед испытанием испытуемые пробы герметизируют клеем, парафином, парафиновым воском или адгезивной пеной. Герметизируют только края испытуемых проб, оставив центральную область 57 мм (квадрат с размером стороны 57 мм) открытой для испытаний. Необходимо не допускать проникания герметиков, блокирования или закупорки структуры испытуемой пробы в области испытания. Следует выбирать герметики и методы герметизации, совместимые с материалами защитной одежды.
7.2 Подготовка
Каждую испытуемую пробу кондиционируют не менее 24 ч при температуре    (21 ± 5) °C и относительной влажности (60 ± 10) %.
При необходимости используют другие варианты предварительной подготовки, например, стерилизацию, для оценки возможных механизмов разрушения материала защитной одежды.
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8 Процедура
8.1	Подготовка испытательной среды
8.1.1	Питательный бульон для бактериофагов (Phi-X)
При подготовке питательного бульона для бактериофагов, используют следующее:
	—
	Бакто-триптон
	(8,0 ± 0,1) г

	—
	Хлорид калия
	(5,0 ± 0,06) г

	—
	Хлорид кальция
	(0,2 ± 0,003) г

	—
	Очищенная вода (5.3)
	(1 000 ± 12,5) мл

	—
	Поверхностно-активное вещество (5.8)
	(0,1 ± 0,001 25) мл


Корректируют pH питательного бульона бактериофага до (7,3 ± 1), используя  2,5 моль/л гидроксида натрия. 
Разбавляют 1 объем 0,1 % поверхностно-активного вещества с 9 объемами питательного бульона для бактериофагов. Для обеспечения должного перемешивания, перед стерилизацией питательный бульон с бактериофагами нагревают, помешивая при этом поверхностно-активное вещество. Для того, чтобы скорректировать поверхностное натяжение до (0,042 ± 0,002) Н/м рекомендуется конечная концентрация 0,01 % поверхностно-активного вещества.
Стерилизуют питательный бульон для бактериофагов в автоклаве.
Измеряют полученное поверхностное натяжение стерильного раствора в соответствии с ISO 304. Если скорректированное поверхностное натяжение не находится в диапазоне (0,042 ± 0,002) Н/м, питательный бульон для бактериофага не используют.
8.1.2	Нижний агаровый слой (Phi-X)
При подготовке нижнего агарового слоя используют следующее:
	—
	Бакто-агар
	(15,0 ± 0,19) г

	—
	Питательный бульон
	(8,0 ± 0,1) г

	—
	Хлорид калия
	(5,0 ± 0,06) г

	—
	Очищенная вода (5.3)
	(1 000 ± 12,5) мл

	—
	Хлорид кальция
	(1,0 ± 0,0125) мл (добавляют после автоклавирования нижнего агарового слоя)


Готовят стерильный хлорид кальция путем автоклавирования 1 моль/л раствора хлорида кальция в очищенной воде.
Корректируют pH нижнего агарового слоя до (7,3 ± 1), используя 2,5 моль/л гидроксида натрия.
Стерилизуют нижний агаровый слой в автоклаве.
8.1.3	Верхний агаровый слой (Phi-X)
При подготовке верхнего агарового слоя используют следующее:
	—
	Бакто-агар
	(7,0 ± 0,09) г

	—
	Питательный бульон
	(8,0 ± 0,1) г

	—
	Хлорид калия
	(5,0 ± 0,06) г

	—
	Очищенная вода (5.3)
	(1 000 ± 12,5) мл

	—
	Хлорид кальция
	(1,0 ± 0,0125) мл (добавляют после автоклавирования верхнего[footnoteRef:1] агара) [1:  Исправлена опечатка ISO 16604:2004. Заменено «the bottom agar» на «the top agar» – верхний агар. ] 



Готовят стерильный хлорид кальция путем автоклавирования 1 моль/л раствора хлорида кальция в очищенной воде.
Корректируют pH верхнего агарового слоя до (7,3 ± 1), используя 2,5 моль/л гидроксида натрия.
Стерилизуют верхний агаровый слой в автоклаве.
8.2 Подготовка средств контроля
Используют следующие средства контроля одновременно с испытанием каждого предмета или материала защитной одежды.
a) Контроль аэрозольного/воздушного загрязнения: седиментационные пластины или другие соответствующие средства для определения фонового аэрозольного/воздушного количества бактериофага Phi-X174.
Используют следующие средства контроля как минимум один раз в день:
b)	Отрицательный контрольный образец: образцы, изготовленные из монолитной пленки большой толщины, такой как медицинская полиэфирная упаковочная пленка.
c)	Положительный контрольный образец: образцы, изготовленные из микрофильтрационной среды с размером пор немного больше, (0,050 ± 0,005) мкм, чем средний диаметр бактериофага Phi-X174, 0,027 мкм.
8.3 Определение совместимости материалов
Проводят испытание на совместимость материалов защитной одежды, которые, предположительно, влияют на титр испытательной суспензии бактериофага.
а)	Испытывают три испытуемые пробы, представляющие каждый испытуемый материал.
b)	Размещают ячейку на проникание горизонтально на лабораторном столе, в асептических условиях стерильную испытуемую пробу помещают в ячейку внешней стороной в сторону резервуара ячейки.
c)	Стерильные компоненты ячейки собирают, как показано на рисунке 1.
d)	Болты в ячейке для испытания затягивают с моментом 13,6 Н∙м каждый.
e)	Оставив ячейку на проникание в горизонтальном положении на лабораторном столе, помещают аликвоту 2,0 мкл бактериофага Phi-X174 в питательный бульон для бактериофага, содержащий в общей сложности от 900 БОЕ до 1200 БОЕ.
f)	Готовят контрольный состав, добавив аликвоту 2,0 мкл суспензии бактериофага Phi-X174 непосредственно к 5,0 мл стерильного питательного бульона для бактериофага.
g)	Через 10 мин проводят количественный анализ, как описано в 8.9.
h)	Рассчитывают отношение титра контрольного анализа к титру анализа исследуемого материала.
i)	Фиксируют титры подготовленной испытательной суспензии бактериофага Phi-X174 (см. 8.4), которую также используют для процедуры испытательного воздействия (см. 8.8), как равные отношению, рассчитанному в h), умноженному на (2 – 3) × 108 БОЕ/мл. Если расчетное отношение выше 5,0, то максимальный титр испытательной суспензии бактериофага должен составлять 1 × 109 БОЕ/мл.
8.4 Процедура подготовки суспензии бактериофага
Готовят суспензию бактериофага, выполняя следующие действия:
a)	Используя инокуляционную петлю, инокулируют от 10 мл до 25 мл питательного бульона для бактериофагов в конической колбе объемом        250 мл с E. coli. C. Инкубируют бактериальную культуру в течение ночи при (36 ± 1) °C со встряхиванием (225 ± 25) об/мин.
b)	Готовят раствор 1:100 ночной бактериальной культуры в 100 мл свежего питательного бульона для бактериофагов в конической колбе объемом 1 л. Инкубируют колбу при (36 ± 1) °C со встряхиванием (225 ± 25) об/мин. Выращивают бактериальную культуру до плотности (3 ± 1) × 108 КОЕ/мл (около 3 ч). Данная плотность клеток соответствует показаниям оптической плотности от 0,3 до 0,5 (при 640 нм), измеренным на спектрофотометре.
c)	Инокулируют бактериальную культуру от 5 до 10 мл исходного бактериофага Phi-X174 с титром от (1,0 × 109) БОЕ/мл до (1,0 × 1010) БОЕ/мл. Необходимо убедиться, что отношение бактериофагов к бактериальным клеткам составляет от 0,1 до 2,0.
d)	Инкубируют инокулированную бактериальную культуру при (36 ± 1) °C при энергичном встряхивании от 1 до 5 часов или до завершения лизиса. Лизис считается завершенным, когда значение оптической плотности при 640 нм перестает снижаться.
e)	Центрифугируют культуру в течение 20 минут при 10 000 g для удаления крупного клеточного остатка. Сливают супернатант в чистую пробирку.
f)	Фильтруют суспензию супернатанта, содержащую бактериофаг, через фильтр 0,22 мкм для очистки раствора бактериофага.
g)	Определяют титр штамма бактериофага и хранят при (5 ± 3) °C. Полученный титр бактериофага обычно находится в диапазоне [(5,0 ± 2) × 1010] БОЕ / мл.
h)	Готовят испытательную суспензию бактериофага, растворяя исходный фаг в питательном бульоне бактериофага до концентрации, требуемой в 8.3. Проверяют конечную концентрацию фага, используя процедуру анализа (как указано в 8.9).
8.5 Подготовка седиментационных пластин
Седиментационные пластины помещают в стратегически важных местах во время процедуры наполнения, испытания, осушения и анализа испытуемых проб в асептических условиях, чтобы помочь выявить потенциальные проблемы, связанные с аэрозольным или переносимым по воздуху бактериофагом Phi-X174. Седиментационные пластины подготавливают следующим образом.
a)	Разливают 2,5 мл стерильного расплавленного верхнего агарового слоя в стерильные пробирки и поддерживают температуру верхнего агарового слоя при (45 ± 2) °C. Готовят по одной пробирке для каждой седиментационной пластины.
b) 	Добавляют 100 мкл ночной культуры E. coli C. в каждую пробирку с верхним агаровым слоем.
c)	Хорошо перемешивают пробирки на вихревом смесителе и выливают содержимое на поверхность пластин с нижним агаровым слоем.
d)	Дают агару затвердеть. Седиментационные пластины могут использоваться сразу.
e)	После использования седиментационные пластины с аналитическими пластинами инкубируют для параллельного анализа испытуемых проб, а также положительного и отрицательного контролей. 
8.6 Предварительные измерения материала
Измеряют толщину каждой испытуемой пробы перед стерилизацией (если применяют стерилизацию) с точностью до ближайших 0,02 мм в соответствии с           ISO 5084.
Измеряют массу каждой испытуемой пробы перед стерилизацией (если применяют стерилизацию) и записывают поверхностную плотность до ближайших      10 г/м2 в соответствии с ISO 3801.
Используют удерживающую сетку, когда требуется удержание растяжимых или эластомерных материалов.
Определяют совместимость каждого испытуемого материала, как указано в 8.3.
8.7 Подготовка ячейки для испытания
Автоклавируют ячейку для испытания на проникание при (122 ± 1) °C и абсолютном давлении (214 ± 7) кПа в течение 15 минут. Дают ячейке для испытания на проникание остыть до комнатной температуры.
Размещают ячейку горизонтально на лабораторном столе, в асептических условиях испытуемую пробу помещают в ячейку на проникание внешней стороной в сторону резервуара ячейки, который будет заполнен испытательной суспензией бактериофага.
Собирают стерильные компоненты ячейки для испытания на проникание следующим образом:
а)	прокладки помещают между ячейкой на проникание и испытуемой пробой, между испытуемой пробой и удерживающей сеткой (если используется), а также между удерживающей сеткой и крышкой c фланцем, как показано на рисунке 1;
b)	закрывают ячейку на проникание, надев крышку с фланцем и прозрачную крышку (вместо прозрачной крышки можно использовать стерильную прозрачную пластиковую пленку). Для предотвращения утечки между корпусом ячейки и испытуемой пробой рекомендуется использовать политетрафторэтиленовый прокладочный материал.
Болты в ячейке для испытания затягивают с моментом 13,6 Н∙м каждый.
Ячейку для испытания устанавливают в испытательной аппаратуре в вертикальном положении, как показано на рисунке 2 (сливным клапаном вниз), но не подсоединяют линию воздуховода к ячейке.
Сливной клапан закрывают.
8.8 Воздействие на материал испытательной суспензии бактериофага
Каждую испытуемую пробу материала подвергают воздействию испытательной суспензии бактериофага, выполняя следующие действия:
a)	Выбирают и выполняют соответствующую процедуру из таблицы 1.
b)	Осторожно заполняют полость ячейки на проникание через верхнее отверстие примерно 60 мл испытательной суспензии бактериофага Phi-X174 (можно использовать стерильный шприц или воронку). Если жидкость проникает через испытуемую пробу в любой момент во время испытания, переходят сразу к шагу i).
c)	Линию воздуховода подсоединяют к ячейке на проникание.
d)	Наблюдают за видимой поверхностью испытуемой пробы в конце каждого указанного интервала давления и времени на предмет появления проникания жидкости или других признаков влажности. Предпочтительно записывают время видимого проникания жидкости.
e)	Если нет видимого проникания, переходят к следующему шагу протокола времени и давления.
f)	Давление на испытательной стороне ячейки для испытания должно изменяться до следующего уровня со скоростью (3,5 ± 0,5) кПа/с.
g)	Поддерживают постоянное давление на каждом заданном уровне в течение указанного времени.
h)	При возврате к атмосферному давлению отключают давление и открывают клапан ячейки в положение сброса.
i)	По окончании периода времени открывают сливной клапан и сливают из ячейки на проникание испытательную суспензию бактериофага.
j)	Разбавляют и анализируют испытательную суспензию бактериофага Phi-X174, собранную, по крайней мере, из ячейки на проникание после последнего испытания каждого набора параллельных анализов, чтобы убедиться, что во время испытания не было потери вирулентности бактериофага.
k)	Поместив ячейку на лабораторный стол горизонтально, снимают прозрачную крышку.
l)	Сразу после снятия крышки медленно добавляют 5,0 мл стерильного питательного бульона с 0,01% поверхностно-активного вещества на открытую поверхность внутренней стороны испытуемой пробы. Аккуратно вращают или покачивают ячейку на проникание в течение примерно 1 мин, чтобы обеспечить контакт этой аналитической жидкости со всей видимой поверхностью испытуемой пробы. Удаляют аналитическую жидкость как можно скорее стерильной пипеткой в стерильный флакон. Некоторые материалы впитывают аналитическую жидкость, что требует промывки большим объемом. Если необходим больший объем, обязательно корректируют расчет БОЕ/мл в протоколе испытаний.
m)	Сразу проводят анализ, как указано в 8.9. Между сбором аналитической жидкости и фактическим анализом может пройти более длительный период, если может быть продемонстрирована стабильность бактериофага в аналитической жидкости.
n)	Разбирают аппарат и очищают ячейку на проникание. Периодически дезинфицируют линию воздуховода для предотвращения загрязнений. Очищают ячейку на проникание, промывая 10% раствором отбеливателя, а затем обрабатывают ее в автоклаве при (122 ± 1) °C и (214 ± 7) кПа абсолютного давления в течение 15 минут.
o)	Испытывают оставшиеся испытуемые пробы.
Таблица 1 – Протоколы времени и давления
	Процедура
	Последовательность давления и время
	Заметки

	A
	0 кПа в течение 5 мин,
затем 14 кПа в течение 1 мин,
затем 0 кПа в течение 4 мин.
Удерживающую сетку не используют для удерживания испытуемой пробы.
	Используют при выборе материалов и компонентов критической зоны для ограничения воздействия в ситуациях, связанных с наличием большого количества крови или биологических жидкостей, прямым контактом с жидкостью, давлением и наклоном.

	B
	0 кПа в течение 5 мин,
затем 14 кПа в течение 1 мин,
затем 0 кПа в течение 4 мин.
Удерживающую сетку используют для удерживания испытуемой пробы.
	Процедура В включает использование удерживающей сетки для удерживания растяжимых или эластомерных материалов.
Процедуру B используют, если есть подозрение, что искривление испытуемого материала может привести к непрохождению испытания при выполнении процедуры A.

	C
	0 кПа в течение 5 мин,
затем 1,75 кПа в течение 5 мин,
затем 3,5 кПа в течение 5 мин,
затем 7 кПа в течение 5 мин,
затем 14 кПа в течение 5 мин,
затем 20 кПа в течение 5 мин.
Удерживающую сетку не используют для удерживания испытуемой пробы.
	Используют при выборе материалов и компонентов критической зоны для ограничения воздействия в ситуациях, связанных с наличием крови или биологических жидкостей, а также различных возможных уровней контактного давления.
Примечание — Выбор необходимого уровня защиты должен быть сделан на основе анализа задачи и с учетом предполагаемой степени воздействия.




Окончание таблицы 1
	D
	0 кПа в течение 5 мин,
затем 1,75 кПа в течение 5 мин,
затем 3,5 кПа в течение 5 мин,
затем 7 кПа в течение 5 мин,
затем 14 кПа в течение 5 мин,
затем 20 кПа в течение 5 мин.
Удерживающую сетку используют для удерживания испытуемой пробы.
	Процедура D включает использование удерживающей сетки для удерживания растяжимых или эластомерных материалов. 
Процедуру D используют, если есть подозрение что искривление испытуемого материала может привести к непрохождению испытания при выполнении процедуры C.

	При использовании процедур C или D визуальный конечный результат может использоваться для определения подходящей последовательности времени и давления, которая должна применяться для ISO 16604. Самое высокое давление без видимого проникания в ISO 16603 следует использовать и для ISO 16604.



8.9 Процедура количественного определения аналитической жидкости
Количественно определяют число бактериофагов в аналитической жидкости, используя следующую процедуру:
a)	вносят 2,5 мл стерильного расплавленного верхнего агарового слоя в стерильные пробирки и выдерживают верхний агаровый слой при (45 ± 2) °C;
b)	готовят дубликаты пластин для каждого анализа, проведенного в рамках повторных измерений и контроля;
c)	готовят пробирки для инокуляции, добавив 0,5 мл среды аналитической жидкости из каждой испытуемой пробы в пробирку с верхним агаровым слоем сразу после снятия пробирки с нагрева;
d)	добавляют 100 мкл ночной культуры E. coli C в каждую из пробирок для инокуляции;
e)	хорошо перемешивают пробирки в вихревом смесителе и выливают на поверхность пластин с нижним агаровым слоем;
f)	дают агару затвердеть и инкубируют при (36 ± 1) °C до появления четко видимых бляшек, обычно не менее 6 часов;
g)	наблюдают за наличием бляшек и интерпретируют результат, как описано в 8.10;
h)	если необходимо количественное определение, а общее число бляшек слишком велико для подсчета, готовят серии растворов 1:10 в питательном бульоне для бактериофагов аналитической жидкости и анализируют на бактериофаги, как на этапах от а) до g).
8.10 Обработка результатов испытаний
Обрабатывают результаты и используют результаты контроля следующим образом:
a)	испытание считают недействительным, если наблюдаются какие-либо фоновые значения (выше нуля) при использовании седиментационных пластин;
Примечание — Испытание может быть действительным, если испытуемые пробы не демонстрируют проникания.
b)	испытание считают действительным, когда отрицательные испытуемые контрольные образцы проходят испытание без обнаруживаемого переноса (<1 БОЕ/мл) бактериофага Phi-X174;
c)	испытание считают действительным, когда положительные испытуемые контрольные образцы не проходят испытание;
d)	испытуемые пробы материалов, в которых не обнаруживается перенос         (<1 БОЕ/мл) бактериофага Phi-X174 в титре анализа, проходят испытания. 
При проверке целостности материалов, обосновании общих заявлений о качестве продукции или использовании испытания в качестве процедуры контроля и обеспечения качества, испытание следует модифицировать для больших массивов данных с применением надлежащего статистического планирования и анализа. 
Ложноположительные результаты могут быть сведены к минимуму, следуя стандартным микробиологическим режимам и надлежащим асептическим методам. Если результаты испытания сомнительны, испытание повторяют, используя статистически достоверные методы отбора образцов.

9 Протокол испытаний
Протокол испытаний должен включать следующую информацию:
а) ссылку на настоящий стандарт;
b)	идентификационные данные изготовителя и идентификационные данные испытуемого материала, номер партии и дату выработки;
c)	описание используемого метода отбора образцов, например, если материал был отобран из рулонов или предметов одежды;
d)	характеристики каждого материала:
1)	состав материала, виды волокон и покрытий;
2)	для материалов, отобранных из предметов одежды, указывают следующее:
i)	состав;
ii)	вид шва;
iii)	другие условия испытания;
iv)	расположение на предмете одежды каждой испытуемой пробы;
e)	толщину каждой испытуемой пробы материала и среднюю толщину испытуемого материала, мм;
f)	поверхностную плотность каждой испытуемой пробы материала и среднюю поверхностную плотность испытуемого материала, г/м2;
g)	используемую процедуру (из таблицы 1);
h)	тип и технические характеристики удерживающей сетки, если используется;
i)	отношение, рассчитанное в ходе испытания на совместимость (см. 8.3);
j)	результаты всех контролей для гарантии достоверности испытания, включая количество БОЕ для каждой седиментационной пластины по участку и количество БОЕ/мл аналитической жидкости для каждого отрицательного контроля и положительного контроля, а также начальный и конечный титр испытательной суспензии бактериофага;
k)	результат «пройдено» или «не пройдено» для каждой испытуемой пробы и для каждого отрицательного и положительного контроля, если испытание было прервано из-за видимого проникания жидкости;
l)	время видимого проникания жидкости для каждой испытуемой пробы (если зафиксировано для протокола).





















Приложение А
(справочное)

Источники оборудования

Следующая информация предоставлена для удобства пользователей настоящего стандарта и не является одобрением ISO. Можно использовать аналогичные средства, если будет доказано, что они дают те же результаты.
Культуры бактериофага Phi-X174 и E. Coli. C.: ATCC American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852, USA.
Бактериофаг Phi-X174 очищенный с высоким титром: Promega Corporation, 2800 Woods Hollow Road, Madison, WI 53711-5399, USA.
Питательный бульон и бакто-агар: Difco, Detroit, MI 48232, USA.
Поверхностно-активное вещество (типа Полисорбат 80): Company, Inc., 1011 West Saint Park Avenue, Milwaukee, WI 53233, USA.
Аппаратура для испытания на проникание: Wilson Road Machine Shop, 1170 Wilson Road, Rising Sun, MD 21911, USA.


Приложение ДА
(справочное)

Сведения о соответствии ссылочных международных стандартов ссылочным межгосударственным стандартам

Таблица ДА.1
	Обозначение международного стандарта
	Степень соответствия
	Обозначение и наименование соответствующего межгосударственного стандарта

	ISO 304
	—
	*[footnoteRef:2] [2:  В Российской Федерации действует ГОСТ Р 50003-92 «Вещества поверхностно-активные. Определение поверхностного натяжения путем вытягивания жидких пленок», идентичный по отношению к ISO 304.] 


	ISO 3696:1987
	IDT
	ГОСТ ISO 3696-2013[footnoteRef:3] Вода для лабораторного анализа. Технические требования и методы контроля [3:  В Российской Федерации действует ГОСТ Р 52501-2005 «Вода для лабораторного анализа. Технические условия», модифицированный по отношению к ISO 3696.] 


	ISO 3801
	IDT
	ГОСТ 3811-72 (ИСО 3932-76, ИСО 3933-76, ИСО 3801-77) Материалы текстильные. Ткани, нетканые полотна и штучные изделия. Методы определения линейных размеров, линейной и поверхностной плотностей

	ISO 5084
	IDT
	ГОСТ 12023-2003 (ИСО 5084:1996) Материалы текстильные и изделия из них. Метод определения толщины

	ISO 13994
	IDT
	ГОСТ ISO 13994-2024 Одежда специальная для защиты от жидких химических веществ. Определение стойкости материалов специальной одежды к прониканию жидкостей под давлением

	* Соответствующий межгосударственный стандарт отсутствует. До его принятия рекомендуется использовать перевод на русский язык международного стандарта. Официальный перевод данного международного стандарта находится в Федеральном информационном фонде стандартов.

Примечание — В настоящей таблице использовано следующее условное обозначение степени соответствия стандартов:
- IDT – идентичный стандарт.
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