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Предисловие
Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации (ЕАСС) представляет собой региональное объединение национальных органов по стандартизации государств, входящих 
в Содружество Независимых Государств. В дальнейшем возможно вступление в ЕАСС национальных органов по стандартизации других государств.

Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления и отмены».
Сведения о стандарте

1 ПОДГОТОВЛЕН республиканским унитарным предприятием «Белорусский государственный 
институт метрологии» (БелГИМ) на основе собственного перевода на русский язык англоязычной версии стандарта, указанного в пункте 4 

2 ВНЕСЕН Государственным комитетом по стандартизации Республики Беларусь

3 ПРИНЯТ Евразийским советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протоколом 
от ___________ 20__ г. № __)

За принятие стандарта проголосовали:
	Краткое наименование страны по МК (ИСО 3166) 004—97
	Код страны 
по МК (ИСО 3166) 004—97
	Сокращенное наименование 
национального органа по стандартизации

	Азербайджан
	AZ
	Азстандарт

	Армения
	AM
	Минэкономики Республики Армения

	Беларусь
	BY
	Госстандарт Республики Беларусь

	Грузия
	GE
	Грузстандарт

	Казахстан
	KZ
	Госстандарт Республики Казахстан

	Кыргызстан
	KG
	Кыргызстандарт

	Молдова
	MD
	Молдова-Стандарт

	Российская Федерация
	RU
	Росстандарт

	Таджикистан
	TJ
	Таджикстандарт

	Туркменистан
	TM
	Главгосслужба «Туркменстандартлары»

	Узбекистан
	UZ
	Узстандарт

	Украина
	UA
	Госпотребстандарт Украины


4 Настоящий стандарт идентичен европейскому стандарту EN 12353:2021 «Средства дезинфицирующие химические и антисептики. Консервация тест-микроорганизмов, используемых для определения бактерицидной (включая микроорганизмы Legionella), микобактерицидной, спорицидной, фунгицидной и вирулицидной (включая бактериофаги) активности» («Chemical disinfectants and antiseptics - Preservation of test organisms used for the determination of bactericidal (including Legionella), mycobactericidal, sporicidal, fungicidal and virucidal (including bacteriophages) activity», IDT).
Европейский стандарт разработан техническим комитетом по стандартизации CEN/TC 216 «Химические дезинфицирующие средства и антисептики» Европейского комитета по стандартизации (CEN).
5 ВВЕДЕН ВЗАМЕН ГОСТ EN 12353-2016
Исключительное право официального опубликования настоящего стандарта на территории 
указанных выше государств принадлежит национальным органам по стандартизации этих государств
Информация о введении в действие (прекращении действия) настоящего стандарта и изменений к нему на территории указанных выше государств публикуется в указателях национальных стандартов, издаваемых в этих государствах, а также в сети Интернет на сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации.

В случае пересмотра, изменения или отмены настоящего стандарта соответствующая 
информация будет опубликована на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты».
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Введение
Стандартизованные испытания для определения бактерицидной (включая Legionella pneumophila), микобактерицидной, спороцидной, фунгицидной и вирулицидной (включая бактериофаги) активности химических дезинфицирующих и антисептических средств требуют использования тест-микроорганизмов, чистота и подлинность которых подтверждена и биологические свойства которых остаются стабильными. В этой связи должны быть установлены требования к их хранению.
Настоящий стандарт устанавливает методы консервации тест-микроорганизмов, используемых для данных целей.

МЕЖГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ

СРЕДСТВА ХИМИЧЕСКИЕ ДЕЗИНФИЦИРУЮЩИЕ И АНТИСЕПТИЧЕСКИЕ
Консервация тест-микроорганизмов, используемых для определения бактерицидной (включая Legionella), микобактерицидной, спорицидной, 
фунгицидной и вирулицидной (включая бактериофаги) активности
Chemical disinfectants and antiseptics
Preservation of test microorganisms used for the determination of bactericidal (including Legionella), mycobactericidal, sporicidal, fungicidal and virucidal (including bacteriophages) activity
Дата введения_____________
1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает методы консервации тест-микроорганизмов, которые используются для определения бактерицидной (включая Legionella pneumophila), микобактерицидной, спороцидной, фунгицидной и вирулицидной (включая бактериофаги) активности химических дезинфицирующих и антисептических средств. Данные методы консервации тест-микроорганизмов могут использоваться только в рамках применения тех стандартов, в которых установлена ссылка на настоящий стандарт.

Примечание 1 — В приложении A содержится неполный перечень тест-микроорганизмов, для 
которых может быть применим настоящий стандарт.

Примечание 2 — Европейские стандарты (EN), на которые даны ссылки в настоящем 
стандарте, перечислены в библиографии.

Примечание 3 —Специальным разделом по консервации бактериальных спор может быть дополнен настоящий стандарт после 
того, как станут доступны результаты круговых испытаний, проводимых в настоящее время.

2 Нормативные ссылки*
Для применения настоящего стандарта необходимы следующие ссылочные стандарты. Для датированных ссылок применяют только указанное издание. Для недатированных ссылок применяется последнее издание ссылочного стандарта (включая все его изменения).

EN 13610 Chemical disinfectants — Quantitative suspension test for the evaluation of virucidal activity against bacteriophages of chemical disinfectants used in food and industrial areas — Test method and requirements (phase 2, step 1) (Средства дезинфицирующие химические. Количественный суспензионный метод испытания для оценки вирулицидной активности химических дезинфицирующих средств, используемых в пищевой и других областях промышленности. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 1)).

EN 14885 Chemical disinfectants and antiseptics — Application of European Standards for chemical disinfectants and antiseptics  (Средства дезинфицирующие химические и антисептики. Применение европейских стандартов на средства дезинфицирующие химические и антисептики).

3 Термины и определения

В настоящем стандарте термины с соответствующими определениями не установлены.
В целях стандартизации ISO и IEC предоставляют терминологические базы данных по следующим ссылкам:

- электропедия IEC: http://www.electropedia.org/;
- онлайн-библиотека стандартов ISO: http://www.iso.org/obp.

Проект, окончательная редакция
*Соответствующий межгосударственный стандарт отсутствует. До его принятия рекомендуется использовать перевод на русский язык данного международного документа или гармонизированный с ним государственный стандарт страны, на территории которой применяется настоящий стандарт. Информация о наличии перевода международного документа – в национальных фондах стандартов.
4 Требования

Со всеми тест-микроорганизмами, которые упоминаются в настоящем стандарте, следует обращаться так, как описано в настоящем стандарте.

В EN 14885 перечислены стандарты, разработанные CEN/TC 216, и указано каким стандартам должна соответствовать продукция, для которой определяется микробицидная активность. 
Чистоту и подлинность сохраняемого тест-микроорганизма необходимо проверять на стадии подготовки и затем периодически при хранении, за исключением вирусов, в случае которых перед хранением контролируется только подлинность исходной вирусной суспензии.
Сохраняемые тест-микроорганизмы, включая вирусы, особенно в связи с используемыми клеточными линиями, следует проверять через регулярные промежутки времени (по крайней мере, в случае хранения более 14 мес), чтобы убедиться, что их чувствительность к средствам не изменилась. Во всех случаях, когда внутренний стандарт не установлен, для проверки чувствительности тест-микроорганизмов должно использоваться соответствующее эталонное вещество. 
Поскольку специальные методы для таких проверок не разработаны, можно использовать любой подходящий метод, например [1] для бактерий, [2] для грибов, [16] для микобактерий, [9] для Legionella pneumophila, [18] для вирусов и EN 13610 для молочных бактериофагов.

5
Методы
5.1 Сущность метода

Образец тест-микроорганизма, как правило, в лиофилизированной форме получают из коллекции культур. Данный образец культивируют, подготавливают к консервации, заполняют им емкости для хранения и помещают в морозильную камеру.
Из данного образца готовят исходную культуру, которую затем используют для приготовления рабочих культур для проведения испытаний. В некоторых случаях рабочие культуры готовят непосредственно из глубоко замороженных образцов.

5.2 Тест-микроорганизмы, питательные среды и реагенты

5.2.1
Тест-микроорганизмы

Примеры тест-микроорганизмов приведены в приложении A.

Документирование тест-микроорганизмов должно соответствовать 5.10.2 и 5.11.
5.2.2
Питательные среды и реагенты 

5.2.2.1
Общие положения

Указывают составы всех сред и реагентов, если не используют имеющийся в продаже, готовый к использованию продукт. Необходимо удостовериться, что у каждого частного поставщика имеется соответствующая система управления качеством.

Все значения массы химических веществ, указанные в настоящем стандарте, относятся к безводным солям, если не указано иное. В качестве альтернативы могут использоваться гидратные формы реагентов. В этом случае значения массы должны быть скорректированы с учетом различий 
в молекулярных массах.

Реактивы должны иметь аналитическую степень чистоты и/или быть пригодны для микробиологических целей. Реактивы не должны содержать веществ, которые являются токсичными или подавляющими по отношению к тест-микроорганизмам.

В целях получения лучшей воспроизводимости для приготовления питательных сред рекомендуется всегда, когда это возможно, использовать имеющиеся в продаже безводные продукты. Инструкции изготовителя, касающиеся приготовления этих продуктов, должны строго соблюдаться.

Все регламентированные значения рН измеряют при (20 ± 1) °С.

Для всех питательных сред, клеточных культур и реагентов должен быть установлен предельный срок использования.

5.2.2.2
Вода

Вода должна быть свежедистиллированной в стеклянном сосуде и не деминерализованной. Если дистиллированная вода требуемого качества отсутствует, можно использовать воду для инъекций (см. [30]).
Воду стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)). Стерилизация не требуется, если воду используют, например, для приготовления питательных сред, которые затем стерилизуют.

5.2.2.3 Триптон-соевый бульон (TSB) для бактерий, за исключением Legionella
Триптон-соевый бульон, содержащий:

Триптон, панкреатический гидролизат казеина
17,0 г

Соевый пептон, папаиновый гидролизат соевой муки
3,0 г

Натрия хлорид (NaCl)
5,0 г

Вода по 5.2.2.2
800,0 мл

Калия гидрофосфат (K2HPO4)
2,5 г

Глюкоза
2,5 г

Вода по 5.2.2.2
до 1000,0 мл

Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)). После стерилизации pH среды должен быть 
равен (7,2 ± 0,2).

5.2.2.4
Бульон с экстрактом солода (MEB) для грибов

Бульон с экстрактом солода, содержащий:
Cолодовый экстракт (пригодный для пищевых целей, например, мука Christomalt от Difal или аналогичный, который имеет невысокую степень очистки и содержит не только мальтозу, например 
солодовый экстракт от OXOID
)
20,0 г
Вода по 5.2.2.2
до 1 000,0 мл

Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)). После стерилизации pH среды должен быть 
равен (5,6 ± 0,2).

5.2.2.5 Криозащитный раствор для бактерий и грибов

Криозащитный раствор, содержащий:
Мясной экстракт




       


3,0 г
Триптон, панкреатический гидролизат казеина
5,0 г

Глицерин (C3H8O3) [31]





150,0 г

Вода по 5.2.2.2 






       до 1 000,0 мл

Растворяют компоненты в кипящей воде. Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)). После стерилизации pH среды должен быть равен (6,9 ± 0,2).

Можно использовать любое имеющееся в продаже криозащитное средство, которое содержит глицерин и обеспечивает хранение тест-микроорганизмов аналогично указанному выше раствору.
Если подтверждено, может использоваться любой другой эквивалентный криозащитный раствор, например, для Legionella (5.5.2).

5.2.2.6 Бульон Миддлбрука 7 H 9 с 10 %-ной добавкой ADC и глицерином, используемый как тонический и криозащитный раствор для микобактерий (MADC)

Бульон Миддлбрука 7 H 9, содержащий:
Порошок бульона Миддлбрука 7 H 9




4,7 г

Глицерин (C3H8O3) [31]



            

    100,0 мл

Вода по 5.2.2.2





               
    800,0 мл

Обрабатывают в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)) в течение 10 мин и охлаждают до 45 °C. В стерильных условиях добавляют 100 мл добавки Миддлбрука ADC для получения объема приблизительно  1 000,0 мл. Показатель pH среды должен быть равен (6,6 ± 0,2).

5.2.2.7
Раствор полисорбата 80

Раствор полисорбата 80, содержащий:

Полисорбат 80
                                                                  0,5 г

Вода по 5.2.2.2
до 1000,0 мл

Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)).

5.2.2.8
Диметилсульфоксид как криозащитное средство для замораживания клеточной культуры
Диметилсульфоксид (ДМСО) используется для обеспечения защиты клеток от разрушения в результате образования кристаллов льда.


Предупреждение! Так как ДМСО ядовит, он требует осторожного обращения. ДМСО может проникать через кожу и вызывать раздражение и/или ожоги кожи. ДМСО обладает тератогенными свойствами и является аллергеном. При работе с ДМСО рекомендуется использовать пригодные перчатки.
5.2.2.9
Раствор глутамина (3 % раствор)
Растворяют 12 г глутамина в 400 мл воды (5.2.2.2) и стерилизуют путем мембранной фильтрации. Раствор хранят при минус (22,5 ± 2,5)°C.
5.2.2.10
Раствор трипсин-ЭДТА
Растворяют 0,05 г трипсина в 100 мл 0,53 мМ раствора ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная кислота) и стерилизуют путем мембранной фильтрации. Хранят при (4 ± 1) °C.

5.2.2.11
Суспензия антибиотиков
Химические реагенты
Пенициллин G, 50 миллионов единиц 
(например, Sigma PENNA)2)
Стрептомицина сульфат, 50 г (приблизительно эквивалентно 750 МЕ/мг) (например, Sigma Cat: 
S 6501)2)
Микостатин, 25 × 500 000 единиц
(например, Nystatin: Sigma N 3503)2)
Вода по 5.2.2.2, до 2,5 л.
Приготовление
Растворяют содержимое флаконов с антибиотиками в воде (5.2.2.2) и доводят объем до 2,5 л. Разливают порциями в колбы по 50 мл и по 5 мл в асептических условиях. Хранят при минус 20 °C. После размораживания колбу встряхивают. Разбавляют порции 200 кратно (например, 5 мл на 1 л) для получения конечной концентрации:

Пенициллин

100 единиц/мл

Стрептомицин
100 мкг/мл

Микостатин

25 единиц/мл

5.2.2.12
Фосфатно-солевой буферный раствор (PBS)
Натрия хлорид (NaCl)



8,00 г     

Калия хлорид (KCl)



       0,20 г

Натрия гидрофосфат додекагидрат 

(Na2HPO4 x 12H2O)




2,89 г

Калия дигидрофосфат (KH2PO4)

0,20 г

Вода по 5.2.2.2




до 1 000,0 мл

5.2.2.13
Сыворотка крови эмбриональная телячья (FCS)
В отношении FCS должно быть подтверждено отсутствие вирусов и микоплазмы.
Посторонние вирусы и микоплазма могут препятствовать росту клеток и вируса, что становится причиной ложных результатов.
5.2.2.14
Сбалансированный солевой раствор Эрла
Hатрия хлорид (NaCl)





          68,0 г
Калия хлорид (KCl)





                   4,0 г   
Кальция хлорид (CaCl2)





            2,0 г 
Магния сульфат гептагидрат (MgSO4 x 7H2O)
            2,0 г
Натрия дигидрофосфат дигидрат (NaН2PO4) x 2H2O)   1,4 г

Глюкоза







                        10,0 г 

Феноловый красный, 1 % (5.2.2.15)



  20,0 мл
Вода по 5.2.2.2






            до 1 000,0 мл

CaCl2 рекомендуется растворять отдельно в 100 мл воды (5.2.2.2) и добавлять к другим растворенным реагентам непосредственно перед доведением раствора до конечного объема. Раствор является десятикратным концентратом. Раствор стерилизуют путем мембранной фильтрации через фильтр 
Millipore с размером пор 0,22 мкм или фильтр типа Seitz3 и хранят при (4 ± 1) °C в течение 4 нед.
Для использования раствор 10‑кратно разбавляют водой (5.2.2.2) и добавляют 2,5 % буферного раствора с массовой долей 8,8 % натрия гидрокарбоната (NaHCO3).

5.2.2.15
Феноловый красный (1 % раствор) 
a)
Готовят 1,0 н раствор гидроксида натрия (NaOH).
b)
10 г спирторастворимого фенолового красного по [31] вносят в колбу вместимостью 100 мл (5.3.2.12). Добавляют 20 мл раствора NaOH, перемешивают и выдерживают в течение нескольких минут.

c)
Растворенный краситель переносят в мерную колбу вместимостью 1000 мл (5.3.2.12).

d)
Приливают в колбу дополнительные 10 мл раствора NaOH.  Рекомендуется использовать общий объем раствора NaOH не более 70 мл.
e)
Раствор доводят водой до конечного объема 1000 мл (5.2.2.2) и хранят при комнатной температуре.

5.2.2.16
Натрия бикарбонат (8,8 % раствор)
Растворяют 8,8 г бикарбоната натрия в воде (5.2.2.2), доводят объем до 100 мл и стерилизуют 
в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a). Хранят при температуре (4 ±1) °C.

5.2.2.17
Среда для культивирования клеток
Для культивирования клеток должна быть выбрана подходящая среда в соответствии с требованиями, установленными банком клеток.

5.2.2.18
Бульон M17
Используется для хранения штамма бактерии-хозяина (Lactococcus lactis) и размножения фагов молочнокислых бактерий, содержит: 
Пептон соевый (из соевой муки)





5,00 г
Полипептон (из казеина и тканей животных)


5,00 г
Порошок мясного  экстракта






5,00 г
Дрожжевой экстракт






 
       2,50 г
D (+) – лактоза








       5,00 г
Аскорбиновая кислота







0,50 г
ß-глицерофосфат натрия





     
     19,00 г
Магния сульфат гептагидрат, 7 H2O




0,25 г
Вода по 5.2.2.2








  1000 мл
Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a). После стерилизации показатель pH среды должен быть равен 7,0 ± 0,2.
5.2.2.19
Агар M17 (нижний слой агара)
Нижний слой агара для подсчета зон лизиса («бляшек»), обусловленных действием одиночных патогенных частиц бактериофагов в газоне бактерий-хозяев.

Добавляют 15 г агара к 1 000 мл бульона M17 (5.2.2.18). Растворяют агар кипячением при постоянном перемешивании.
Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)). После стерилизации показатель pH среды 
должен быть равен (7,0 ± 0,2), измерение проводят при 20 °C. После охлаждения агара до (47 ± 1) °C добавляют 10 мл стерильного исходного раствора CaCl2 концентрацией 1 моль/л по 5.2.2.21. Осторожно перемешивают и наливают 15 мл - 18 мл агара в чашки Петри (5.3.2.10).

5.2.2.20
Агар поверхностного слоя (верхний слой агара, мягкий агар)
Для подсчета бактериофагов: растворяют 6,5 г агара в 1 000 мл бульона M17 (5.2.2.18) и нагревают до кипения при постоянном перемешивании. Дозируют расплавленный агар в пробирки (по 2,5 - 3 мл 
в каждую пробирку).
Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)).

Для получения четких зон лизиса («бляшек»), обусловленных действием фагов, в газоне клеток бактерий-хозяев должен использоваться только хорошо известный агар, который определен поставщиком для подсчета фагов двухслойным методом.
5.2.2.21
Исходные растворы CaCl2 (1 моль/л и 0,05 моль/л)
Растворяют 110,99 или 5,55 г безводного CaCl2 в воде (5.2.2.2) и доводят до 1 000 мл для получения исходных растворов концентрацией 1 моль/л или, соответственно, 0,05 моль/л. Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)).

5.2.2.22
Восстановленное обезжиренное молоко
Готовят восстановленное обезжиренное молоко (содержание жира: 15 г/л) следующим образом:
-
порошок обезжиренного молока, гарантированно не содержащий антибиотиков и добавок, 
восстанавливают из расчета 100 г порошка на 1 л воды (5.2.2.2);
-
стерилизуют 30 мин при температуре (105 ± 3)°С [или 5 мин при температуре от 115 °С 
до 118 °С ].

Примечание — Неразбавленное восстановленное обезжиренное молоко используют для хранения бактерий-хозяев (5.2.4 и 5.9).
Для получения рабочего раствора с объемной долей 10 % разбавляют 1 часть восстановленного обезжиренного молока 9 частями воды (5.2.2.2), которая требуется как дополнительное мешающее вещество при испытании суспензии фагов (см. EN 13610).
Восстановленное обезжиренное молоко с объемной долей 10 % (10 г молочного порошка 
на 1 л воды) хранят в холодильнике (5.3.2.8) в течение не более 1 мес.
Конечная концентрация восстановленного обезжиренного молока для проведения испытания 
(см. EN 13610) должна составлять 1 % по объему (1 г молочного порошка на 1 л воды).
5.2.2.23
Бульон на основе буферного раствора, древесного угля, дрожжевого экстракта (BCYE) для Legionella
Состав бульона BCYE:
-
дрожжевой экстракт (бактериологический)


                                                         10,0 г;
-
активированный древесный уголь




                                                            2,0 г;
-
α-кетоглутарат, соль монокалия



                                                                    1,0 г;
-
буферный раствор АСЕS (N-(2-ацетамидо)-2-аминоэтансульфоновая кислота)

10,0 г;

-
калия гидроксид (KOH) (гранулы)



                  
                                             2,8 г;

-
L-цистеина гидрохлорид моногидрат




                                                    0,4 г;
-
железа (III) пирофосфат [Fe4 (P2O7)3]



    
                                                    0,25 г;

-
вода по 5.2.2.2. 






                                                              до 1 000,0 мл.

Приготовление BCYE
a) Растворы цистеина и железа
Готовят свежие растворы гидрохлорида L-цистеина и пирофосфата железа (III) путем добавления 0,4 г и 0,25 г к 10 мл воды (5.2.2.2) соответственно. Стерилизуют каждый раствор путем мембранной фильтрации (5.3.2.16). Хранят в чистых стерильных сосудах при (20 ± 3) °C не более трех 
месяцев.
b)
 Буферный раствор АСЕS
Добавляют гранулы АСЕS к 500 мл воды (5.2.2.2) и растворяют, выдерживая на водяной бане при температуре от 45 °C до 50 °C. В отдельные 480 мл воды (5.2.2.2) добавляют все гранулы гидроксида калия и растворяют при осторожном встряхивании. Для приготовления буферного раствора АСЕS смешивают два этих раствора.
Примечание — Буферный раствор АСЕS может вызвать денатурацию дрожжевого экстракта, если не будет соблюдаться следующая последовательность действий.
с)
Конечная среда
К 980 мл буферного раствора АСЕS последовательно добавляют древесный уголь, дрожжевой экстракт и α-кетоглутарат. Готовят раствор гидроксида калия (KOH) концентрацией 0,1 моль/л путем растворения 5,6 г гранул в 1 л воды (5.2.2.2). Готовят раствор серной кислоты (H2SO4) концентрацией 0,1 моль/л, осторожно добавляя 5,3 мл H2SO4 к 1 л воды (5.2.2.2). По мере необходимости, для доведения показателя pH до 6,9 ± 0,2 используют растворы гидроксида калия концентрацией 0,1 моль/л или серной кислоты концентрацией 0,1 моль/л. После автоклавирования охлаждают до (47 ± 2) °C в водяной бане (5.3.2.2).
В асептических условиях добавляют растворы L-цистеина и пирофосфата железа (III) и между 
добавлениями хорошо перемешивают.
Показатель pH конечной среды должен составлять (6,9 ± 0,2) при температуре 20 °C.  
Необходимо избегать длительного нагревания во время стерилизации и нагревания до очень высокой температуры, поскольку это может повлиять на питательные свойства среды BCYE. Изменение ингредиентов среды от серии к серии (особенно α-кетоглутарата) может также повлиять на эффективность среды. Поэтому важно проверять качество каждой свежеприготовленной серии среды на ее способность поддерживать рост тест-микроорганизма в течение трех дней после инкубации. Данная способность оценивается количественно, используя известные количества облигатных Legionella или путем прямого сличения с предыдущими сериями.
5.2.2.24
Агар на основе буферного раствора, древесного угля, дрожжевого экстракта (BCYE) для Legionella
Относительно приготовления основной среды см. 5.2.2.23. После доведения рН до (6,9 ± 0,2) добавляют 15 г/л агара бактериологического и автоклавируют.

5.2.2.25
Солевой раствор Паже (криозащитный раствор для Legionella)
Состав солевого раствора:
-
хлорид натрия (NaCl)




  0,120 г;
-
сульфат магния (MgSO4 x 7H20)

  0,004 г;
-
хлорид кальция (CaCl2 x 2H20)

  0,004 г;
-
натрия гидрофосфат (Na2HPO4)              0,142 г;
-
калия дигидрофосфат (KH2PO4)

   0,136 г;
-
вода (5.2.2.2) 




        до 1 000,0 мл.
Стерилизуют в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a)).
Для обеспечения точного приготовления рекомендуется готовить солевой раствор Паже объемом 
10 л и дозировать малыми объемами требуемое количество для автоклавирования. Возможной альтернативой является приготовление концентрированных растворов солей порознь для разбавления, когда они потребуются.
5.2.3 
Клеточные культуры
5.2.3.1
Хранение клеточных культур
a) Для хранения должны использоваться активно растущие клеточные культуры (фаза логарифмического роста). Клеточную культуру выращивают в среде для культивирования клеток (5.2.2.17) 
с 10%-ной добавкой FCS (5.2.2.13). Аспирируют питательную среду из флакона и промывают клетки раствором PBS, используя от 5 мл до 10 мл в случае флакона с площадью поверхности роста 75 см2.
 Аспирируют раствор PBS (5.2.2.12) и пипеткой переносят 5 мл раствора трипсина-ЭДТА (5.2.2.10) 
(при 37 °C) на монослой во флаконе. В случае клеток RAW 264.7 трипсинизация не проводится, так как это культура макрофагов, растущая как на поверхности, так и без контакта с поверхностью. Обработка трипсином приводит к уменьшению чувствительности клеток к мышиному норовирусу. Инкубируют при 37 °C в течение 2-5 мин. Ударяют боковой стенкой флакона о ладонь руки, чтобы содействовать отслаиванию клеток. Ждут до тех пор, пока не произойдет отслаивание клеток. Некоторые клеточные линии, например, RAW 264.7 могут быть отделены от поверхности флакона только путем соскабливания (скребком для клеток). Добавляют 5 мл среды для культивирования клеток (5.2.2.17) с 10%-ной добавкой FCS (5.2.2.13), используя пипетку вместимостью 10 мл и энергично промывают флакон, чтобы отделить все остающиеся клетки от дна флакона и разъединить клетки. Затем переносят суспензию клеток в центрифужную пробирку. Отбирают образец суспензии для подсчета и затем центрифугируют (5.3.2.14) при центробежном ускорении от 100 gN до 150 gN в течение 5 мин. Удаляют надосадочную жидкость и ресуспендируют            клетки в достаточном количестве раствора FCS (5.2.2.13) с добавлением от 6 % до 10 % ДМСО (5.2.2.8) для получения конечной концентрации от 1×106 до 2×106 клеток/мл. Суспензию дозируют в криофлаконы (приблизительно по 1,8 мл/на каждый флакон).

b) Помещают пробирки в лед на короткий промежуток времени: процедуру замораживания начинают не позже чем через 5 мин. Клетки должны замораживаться медленно (со скоростью -1°C/мин). Это проще делать, используя программируемую камеру охлаждения. Если программируемая камера охлаждения отсутствует, переносят пробирки со льда в предварительно охлажденную коробку с термоизоляцией (или в завернутую в вату коробку) (5.3.2.13) и выдерживают 2 ч в морозильной камере (5.3.2.13) при температуре минус (22,5 ± 2,5) °C. Затем помещают в морозильную камеру при температуре минус 
(80 ± 10) °C на один или два дня. После этого переносят флаконы в низкотемпературную морозильную камеру (5.3.2.13) для длительного хранения при минус 196 ° C (жидкий азот).
5.2.3.2
Приготовление новых клеточных культур
a)
Извлекают флакон (5.2.3.1, перечисление b)) из жидкого азота и быстро размораживают в водяной бане при 37 °C. Избегают полного погружения. 
b)
Переносят суспензию в центрифужную пробирку вместимостью 15 мл, добавляют 5 мл среды для культивирования клеток (5.2.2.17) с 10%-ной добавкой FCS (5.2.2.13) и центрифугируют (5.3.2.14) при 
100 gN в течение 5 мин. Удаляют надосадочную жидкость, ресуспендируют  клетки в 5 мл среды для культивирования клеток с 10% добавкой FCS и высевают их в новый флакон (5.3.2.15), содержащий 
от 10 до 15 мл среды для культивирования клеток с 10%-ной добавкой FCS. В случае флакона с площадью поверхности роста 75 см² используют от 15 до 22 мл питательной среды. Инкубируют при 37 °C (5.3.2.3).
c)
Клетки можно пересевать при кратности 1:3 или более высокой с несколькими пассажами (иногда до 40), перед тем как потребуется их утилизация и взятие новой аликвоты из запасов, хранящихся в жидком азоте.

Для пересева из флакона аспирируют питательную среду и промывают клетки раствором PBS (5.2.2.12). В случае флакона с площадью поверхности роста 75 см² используют от 5 до 10 мл раствора. Аспирируют раствор PBS и пипеткой переносят 5 мл раствора трипсина-ЭДТА (5.2.2.10) (при 37 °C) на монослой во флаконе. Инкубируют при 37 °C от 2 до 5 мин. Ударяют боковой стенкой флакона о ладонь руки, чтобы способствовать отслаиванию клеток. Ждут до тех пор, пока не произойдет отслаивание клеток. Некоторые клеточные линии, например, RAW 264.7 могут быть отделены от поверхности флакона только путем соскабливания (скребком для клеток). Добавляют 5 мл среды для культивирования клеток (5.2.2.17) с 10%-ной добавкой FCS (5.2.2.13), используя пипетку вместимостью 10 мл, и энергично промывают флакон, чтобы отделить все остающиеся клетки от дна флакона и разъединить клетки. Берут аликвотную часть клеток в зависимости от количества засеваемых флаконов и переносят их в свежеприготовленную среду для культивирования клеток (5.2.2.17) с 10%-ной добавкой FCS (5.2.2.13) в новом флаконе (от 15 до 22 мл на флакон с площадью поверхности роста 75 см²).

d)
Клеточные культуры должны регулярно контролироваться на отсутствие микоплазмы и посторонних вирусов. Все клеточные линии в установленном порядке должны подвергаться скринингу на отсутствие микоплазмы, используя высокочувствительный метод, например, ПЦР. Источником контаминации микоплазмой могут быть компоненты питательных сред (в большинстве случаев, эмбриональная бычья сыворотка), персонал лаборатории и клеточные культуры (перекрестная контаминация). Согласно литературным источникам в 90 - 95% случаев посторонние организмы были идентифицированы как M. orale, M. hyorhinis, M. arginini, M. fermentans, M. hominis или Acholeplasma laidlawii. Рекомендуется приобретать клеточные культуры у надежных банков клеток, так как основной источник контаминации микоплазмой находится вне лаборатории. Одним из способов обнаружения микробной контаминации клеточной культуры является ее выращивание без антибиотиков. В этом случае контаминацию можно легко обнаружить по помутнению или изменению цвета среды для культивирования клеток, по изменению морфологии или дефектам роста клеток.

5.2.3.3
Пассажи
Исходная клеточная линия должна происходить из официальной коллекции клеточных культур (например, АТСС). Аликвоты первого пассажа замораживают и хранят при температуре < минус 196 °C. Они представляют собой рабочий банк клеток (РБК). Этот рабочий банк клеток называют «нулевым рабочим пассажем». Для посева на чашки допустимо использовать клетки до 30-го пассажа включительно при отсчете от нулевого рабочего пассажа.
Первичные клетки можно использовать в низших пассажах. 

5.2.4
Штаммы бактерий-хозяев для фагов молочнокислых бактерий (Lactococcus lactis)
5.2.4.1
Исходная культура бактерий-хозяев
Засевают Lactococcus lactis подвида lactis F 7/2 (DSM 4366) (объемная доля 1 %) в бульон M17 
по 5.2.2.18 и инкубируют при 30 °C в течение 24 ч (5.3.2.3).
Высевают жидкую культуру с объемной долей 1 % в обезжиренное молоко по 5.2.2.22, инкубируют 
в течение 2 ч при (30 ± 1) °C (5.3.2.3) и хранят данную исходную культуру бактерий-хозяев в обезжиренном молоке в холодильнике (5.3.2.8). Через каждые две недели проводят выращивание исходной культуры при температуре (30 ± 1) °C в течение ночи и повторяют процедуру получения свежей исходной культуры.
Если необходимо длительное хранение, культуры в обезжиренном молоке хранят в морозильнике при температуре минус (19 ± 1) °C или при более низкой температуре.
Альтернативой является использование лиофилизированных культур и восстановление их согласно рекомендациям поставщика, либо высев Lactococcus lactis подвида lactis F 7/2 (DSM 4366) на разлитый 
в чашки Петри или скошенный в пробирках M17-агар (5.2.2.19) и хранение данной исходной культуры 
в холодильнике (5.3.2.8).
5.2.4.2
Рабочая культура бактерий-хозяев
Для приготовления рабочей культуры бактерий-хозяев делают пересев бактерии из исходной культуры (5.2.4.1) в бульон M17 (5.2.2.18) и инкубируют при температуре (30 ± 1) °C (5.3.2.3). Используют посевной материал c объемной долей 1 %, взятый из жидкой культуры, или петлю бактерий, взятую со скошенного в пробирках или разлитого в чашки Петри M17-агара.

По истечении 16-24 ч готовят вторую субкультуру путем пересева с первой субкультуры в бульон M17 (с объемной долей посевного материала 1 %) и инкубируют в течение 16 - 24 ч при температуре 
(30 ± 1) °C.

Таким же образом может быть получена третья субкультура путем пересева со второй субкультуры. Вторая и/или третья субкультура являются рабочими культурами
Если нет возможности приготовить вторую субкультуру в определенный день, для последующего пересева может использоваться субкультура возрастом 48 ч при условии, что данная субкультура после 
2-х часовой инкубации при (30 ± 1) °C хранилась в холодильнике (5.3.2.8). В таких случаях, перед выполнением рабочей процедуры готовят еще один пересев и инкубируют в течение 16-24 ч. Четвертую 
субкультуру не используют.
5.3 Оборудование и стеклянная посуда

5.3.1
Общие положения

Вся стеклянная посуда и части оборудования, контактирующие с питательными средами, реагентами или пробой, за исключением тех, которые поставляются в стерильном состоянии, подлежат стерилизации одним из следующих методов:

a)
горячим паром, в автоклаве (5.3.2.1, перечисление a));

b)
сухим жаром, в воздушном стерилизаторе (5.3.2.1, перечисление b)).

5.3.2
Обычное оборудование4 для микробиологической лаборатории, в том числе указанное ниже:

5.3.2.1
Оборудование для стерилизации (паровой и суховоздушной)
a)
в случае паровой стерилизации: автоклав, способный поддерживать температуру ([image: image3.png]12179



 °C в течение минимального времени выдержки, равного 15 мин; в зависимости от конкретной ситуации допустимо использовать другие комбинации «время/температура».

b)
в случае стерилизации сухим жаром: стерилизатор с горячим воздухом, способный поддерживать температуру ([image: image5.png]1807%)



 °C в течение минимального времени выдержки, равного 30 мин, ([image: image7.png]1703%)



 °C в течение минимального времени выдержки, равного 1 ч или ([image: image9.png]1603%)



 °C в течение минимального времени выдержки, равного 2 ч.

5.3.2.2
Водяные бани, регулируемые, способные поддерживать температуру (20 ± 1)°C, (37 ± 1)°C и (45 ± 1)°C,  если используется метод глубинного посева.

5.3.2.3
Инкубатор, с возможностью установки температуры на (36 ± 1) °C или на (37 ± 1) °C (для бактерий (включая Legionella), микобактерий и вирусов) или на (30 ± 1) °C (для грибов и штаммов бактерий-хозяев для фагов молочнокислых бактерий Lactococcus lactis). В случае микобактерий и эукариотических клеточных культур рекомендуется CO2-инкубатор (95% - воздух, 5% - CO2) с температурой 
(36 ± 1) °C. В случае микобактерий, если CO2-инкубатор не используется, засеянные чашки должны быть защищены от высыхания с помощью изолирующей пленки или упаковывания их в полиэтиленовые пакеты.

5.3.2.4
pH-метр, с погрешностью не более ± 0,1 единицы pH при (20 ± 1) °C. Для измерения pH агаризованных сред должен использоваться прокалывающий или плоский мембранный электрод (5.4.2).

5.3.2.5
Пористый стеклянный фильтр, пористость от 40 до 100 мкм [29].

5.3.2.6
Электромеханический перемешиватель, например, смеситель типа Vortex®5.

5.3.2.7
Пинцет или проволока.

5.3.2.8
Холодильник, с возможностью установки температуры на (5 ± 3) °C.

5.3.2.9
Градуированные пипетки, с номинальной вместимостью 10; 1 и 0,1 мл. Могут использоваться калиброванные автоматические пипетки.

5.3.2.10
Чашки Петри, диаметром от 90 до 100 мм.

5.3.2.11
Стеклянные или керамические шарики диаметром от 3 до 4 мм.

5.3.2.12
Мерные колбы.

5.3.2.13
Оборудование для замораживания тест-микроорганизмов, при температуре 
минус 20 °C, минус 70 °C и минус 196 °C (жидкий азот), включая криофлаконы (5.3.2.19) с номинальной вместимостью от 0,5 до 2,0 мл.

5.3.2.14
Центрифуга с центробежным ускорением от 100 до 4000 gN.

5.3.2.15
Флаконы для использования при культивировании клеточных культур, например, с площадью поверхности посева 25 см², 75 см²
5.3.2.16
Оборудование для мембранной фильтрации, изготовленное из материала, совместимого
 с фильтруемыми веществами, с фильтродержателем, который имеет объем как минимум 50 мл и пригоден для использования фильтров диаметром от 47 до 50 мм и размером пор 0,22 мкм для стерилизации жидких материалов и реактивов. В случае с бактериофагами используют одноразовые мембранные фильтры (с размером пор 0,45 мкм).
Используемый источник вакуума должен обеспечивать равномерную скорость фильтрования.

5.3.2.17
Бокс биологической безопасности, класса 2 или более высокого класса, для выращивания клеточных культур и вирусов 
5.3.2.18
Спектрофотометр для измерения оптической плотности бактериальных суспензий для определения скорости лизиса клеток, например, на длине волны 620 нм.

5.3.2.19
Криофлаконы
5.4 Процедура консервации тест-микроорганизмов – Общие положения

5.4.1
Обращение с лиофилизированными/замороженными тест-микроорганизмами, полученными из музея культур

Для восстановления лиофилизированных (вирусы поставляются в большинстве случаев в замороженном состоянии) образцов тест-микроорганизмов  должны применяться процедуры, описанные 
в 5.5-5.9. В особых случаях, когда это невозможно или не целесообразно, необходимо следовать рекомендациям поставщика.

5.4.2
Выбор процедуры инкубации, агаризованной среды и клеточной культуры/клеточной линии

Применяют всегда одинаковую процедуру инкубации (температура, время инкубации и тип инкубатора (5.3.2.3) и используют тот же агар, клеточную культуру/клеточную линию и/или штамм бактерий-хозяев, которые регламентированы в соответствующем стандарте для приготовления рабочих культур/испытуемых суспензий (например, «N») тест-микроорганизмов.

Примечание — В большинстве стандартов CEN/TК 216 данная информация приводится в 5.4.1.

5.5
 Процедура консервации бактерий (включая Legionella, аэробные спорообразующие бактерии, за исключением микобактерий и бактериальных спор) и дрожжей 
5.5.1
Восстановление лиофилизированных тест-микроорганизмов
Проводят регидратацию порошка лиофилизированного образца тест-микроорганизма, используя 
в качестве суспензионной среды приблизительно 1,0 мл TSB (5.2.2.3) в случае с бактериями, бульона ВСYЕ (5.2.2.23) в случае с Legionella или MEB (5.2.2.4) в случае с дрожжами. Ожидают 30 мин, чтобы произошла регидратация. Разбавляют данную суспензио, используя приблизительно 5,0 мл суспензионной среды (TSB для бактерий, бульон ВСYЕ для Legionella, MEB для дрожжей) и перемешивают (5.3.2.6) 
до достижения однородности, но не менее 30 с.

Засевают данной суспензией две чашки с агаром (5.4.2). Одну чашку засевают суспензией объемом не более 0,1 мл, а другую – одной петлей для получения единичных колоний. Проводят инкубацию обеих чашек с учетом указаний согласно 5.4.2. Остальную часть суспензии можно отправлять в отходы.

Отбирают пробу из чашки с единичными колониями для проверки чистоты и подлинности тест-микроорганизма в соответствии с 5.10. Одновременно продолжают процедуру в соответствии с 5.5.2.
5.5.2
Подготовка к хранению
a) Добавляют криозащитный раствор (5.2.2.5) на поверхность агара в одной или в обеих чашках 
(10 мл на чашку) и суспендируют клетки в этом растворе, используя стеклянный шпатель. Аспирируют суспензию клеток с поверхности агара и разбавляют криозащитным раствором (5.2.2.5) до 10 мл или более - в зависимости от количества, требуемого на один год. Перемешивают (5.3.2.6) в течение 30 с. 
В случае с Legionella вместо криозащитного раствора можно использовать воду (5.2.2.2) или солевой раствор Паже (5.2.2.25). В случае отсутствия роста на агаре можно засеять бульон BCYE (5.2.2.23), инкубировать (5.3.2.3) субкультуру на этом бульоне и осуществить подготовку к хранению согласно вышеописанной процедуре.

Вместо 10 мл можно использовать 5 мл на чашку для ресуспендирования с последующей аспирацией. Затем можно добавить еще 5 мл и провести повторное суспендирование и аспирацию суспензии.

b) Сразу же после перемешивания переносят пипеткой по 0,5 мл разбавленной суспензии (a) 
в криофлаконы (5.3.2.19). 

Альтернативный способ хранения – осаждение на поверхность шариков:
Пипеткой переносят 1 мл суспензии в криофлакон (5.3.2.19), содержащий два шарика (5.3.2.11). Встряхивают флакон для распределения суспензии по поверхности шариков. Выдерживают в течение 
30 мин при 20 °C. Удаляют избыток криозащитного раствора с помощью пипетки.

Рекомендуется готовить достаточное количество криофлаконов (5.3.2.19).
Примечание – Можно использовать имеющиеся в продаже шарики. 

c) Криофлаконы (5.3.2.19) хранят при температуре минус 70 °C или ниже (5.3.2.13) в течение не более 14 мес. Более длительные периоды хранения допустимы, если может быть подтверждена достаточная жизнеспособность тест-микроорганизмов. Продолжительность также зависит от результатов проверок на изменение чувствительности.

Следует отбраковывать все криофлаконы (5.3.2.19), если не подтверждена чистота или подлинность согласно требованиям 5.5.1 и 5.10. 
5.5.3
Приготовление  исходной культуры/рабочих культур

Размораживают криофлакон (5.3.2.19) [5.5.2, перечисление c)] или один шарик из криофлакона (извлеченный с помощью проволоки или пинцета (5.3.2.7)) при комнатной температуре. Данную суспензию или шарик высевают в чашку/чашки с агаром или на скошенный агар (5.4.2) и инкубируют (5.4.2). Используют данную культуру/данные культуры в качестве исходной и хранят в холодильнике в течение не более девяти недель (5.3.2.8) (Pseudomonas aeruginosa хранят не более шести недель). Используя исходную(ые) культуру(ы), можно готовить рабочие культуры согласно соответствующему стандарту. Полная процедура представлена в графической форме на рисунке В.1 для бактерий и на рисунке В.3 для дрожжей.

5.6
 Процедура консервации микобактерий

5.6.1
Восстановление лиофилизированных тест-микроорганизмов
Проводят регидратацию порошка лиофилизированного образца тест-микроорганизма, используя приблизительно 1,0 мл MADC (5.2.2.6) в качестве суспензионной среды и ожидают 30 мин, чтобы произошла регидратация. Разбавляют данную суспензию, используя приблизительно 5,0 мл суспензионной среды MADC (5.2.2.6) и перемешивают (5.3.2.6) до достижения однородности, но не менее 30 с.

Засевают данной суспензией две чашки с агаром (5.4.2). Одну чашку засевают суспензией объемом не более 0,1 мл, а другую – одной петлей для получения единичных колоний. Проводят инкубацию обеих чашек с учетом 5.4.2. Остальную часть суспензии можно отправлять в отходы.
Отбирают пробу из чашки с единичными колониями для проверки чистоты и подлинности тест-организма в соответствии с 5.10. Одновременно продолжают процедуру в соответствии с 5.6.2.

5.6.2 Подготовка к хранению
a) Добавляют MADC (5.2.2.6) на поверхность агара в одной или в обеих чашках (10 мл на чашку) 
и суспендируют клетки в этом растворе, используя стеклянный шпатель. Аспирируют суспензию клеток 
с поверхности агара и разбавляют бульоном MADC (5.2.2.6) до 10 мл или более - в зависимости от количества культуры, требуемой на один год. Перемешивают (5.3.2.6) в течение 30 с.

Для суспендирования и последующей аспирации суспензии вместо 10 мл можно использовать 5 мл на чашку. Затем можно добавить еще 5 мл и провести повторное суспендирование и аспирацию суспензии.

b) Сразу же после перемешивания переносят пипеткой по 0,5 мл разбавленной суспензии 
(перечисление a)) в криофлаконы. Количество может быть увеличено до 2,0 мл на криофлакон, если планируется готовить более 2 чашек с рабочей культурой (5.6.3).

Альтернативный способ хранения – осаждение на поверхность шариков:

Пипеткой переносят 1 мл суспензии в криофлакон (5.3.2.19), содержащий два шарика (5.3.2.11). Встряхивают флакон для распределения суспензии по поверхности шариков. Выдерживают в течение 
30 мин при 20 °C. Удаляют избыток криозащитного раствора с помощью пипетки.

Рекомендуется готовить достаточное количество криофлаконов (5.3.2.19).

c) Криофлаконы (5.3.2.19) хранят при температуре минус 70 °C или ниже (5.3.2.13) в течение 
не более 14 мес. Более длительные периоды хранения допустимы, если может быть подтверждена достаточная жизнеспособность тест-микроорганизмов. Продолжительность также зависит от результатов проверок на изменение чувствительности.

Следует отбраковывать все криофлаконы, если не подтверждена чистота или подлинность согласно требованиям 5.6.1 и 5.10. 

5.6.3
Приготовление рабочих культур

Размораживают криофлакон (5.3.2.19) [5.6.2 перечисление c)] или один шарик из криофлакона 
(извлеченный с помощью проволоки или пинцета (5.3.2.7)) при комнатной температуре. Данную суспензию или шарик высевают на агар в чашке/чашках или на скошенный агар (5.4.2). Проводят инкубацию (5.4.2). Используют данную культуру/данные культуры в качестве рабочей культуры и/или для приготовления дополнительных рабочих культур тест-микроорганизма согласно соответствующему стандарту. Исходные  культуры не готовят. Полная процедура представлена в графической форме на рисунке В.2.
5.7 Процедура консервации плесневых грибов (например, Aspergillus brasiliensis ) 
5.7.1
Восстановление лиофилизированных тест-микроорганизмов
Проводят регидратацию порошка лиофилизированного образца тест-микроорганизма, используя приблизительно 1,0 мл MEB (5.2.2.4) в качестве суспензионной среды и ожидают 30 мин, чтобы произошла регидратация. Разбавляют данную суспензио, используя приблизительно 5,0 мл суспензионной среды MEB (5.2.2.4) и перемешивают (5.3.2.6) до достижения однородности, но не менее 30 с.

Засевают данной суспензией две чашки с агаром (5.4.2). Одну чашку засевают суспензией объемом не более 0,1 мл, а другую – одной петлей для получения единичных колоний. Проводят инкубацию обеих чашек с учетом 5.4.2. Остальную часть суспензии можно отправлять в отходы.

Отбирают пробу из чашки с единичными колониями для проверки чистоты и подлинности тест-микроорганизма в соответствии с 5.10. Одновременно продолжают процедуру в соответствии с 5.7.2.
5.7.2 Подготовка к хранению
a) Добавляют раствор полисорбата 80 (5.2.2.7) на поверхность агара в одной или в обеих чашках (10 мл на чашку) и отделяют конидии - споры бесполого размножения грибов (формируемые экзогенно 
на верхушке гифы) в этот раствор, используя стеклянный шпатель или стеклянные шарики (5.3.2.11). Переносят суспензию в колбу и осторожно встряхивают вместе с 5 г шариков (5.3.2.11) в течение 1 мин.

Фильтруют суспензию через пористый стеклянный фильтр (5.3.2.5) напрямую или посредством сосудов в центрифужные пробирки. Центрифугируют фильтрованную суспензию при 2 000 gN (5.3.2.14) 
в течение 20 мин. Удаляют надосадочную жидкость. Суспендируют конидии в 10 мл или более криозащитного раствора (5.2.2.5) - в зависимости от количества, требуемого на один год. Перемешивают (5.3.2.6) в течение 30 с.

Для суспендирования и последующей аспирации взвеси вместо 10 мл можно использовать 5 мл криозащитного раствора на чашку. Затем необходимо добавить еще 5 мл и провести повторное суспендирование и аспирацию суспензии.
b) Сразу же после перемешивания переносят пипеткой по 0,5 мл разбавленной суспензии 
(перечисление a)) в криофлаконы. 

Альтернативный способ хранения – осаждение на поверхность шариков:

Пипеткой переносят 1 мл суспензии в криофлакон (5.3.2.19), содержащий два шарика (5.3.2.11). Встряхивают флакон для распределения суспензии по поверхности шариков. Выдерживают в течение 
30 мин при 20 °C. Удаляют избыток криозащитного раствора с помощью пипетки.

Рекомендуется готовить достаточное количество криофлаконов (5.3.2.19).

c) Криофлаконы (5.3.2.19) хранят при температуре минус 70 °C или ниже (5.3.2.13) в течение не более 14 мес. Более длительные периоды хранения допустимы, если может быть подтверждена достаточная жизнеспособность тест-микроорганизмов. Продолжительность также зависит от результатов проверок на изменение чувствительности.

Следует отбраковывать все криофлаконы, если не подтверждена чистота или подлинность согласно требованиям 5.7.1 и 5.10. 

5.7.3
Приготовление исходной культуры/рабочих культур

Размораживают криофлакон (5.3.2.19) [5.7.2, перечисление c)] или один шарик из криофлакона 
(извлеченный с помощью проволоки или пинцета (5.3.2.7)) при комнатной температуре. Данную суспензию или шарик высевают на агар в чашке/чашках или на скошенный агар (5.4.2) и инкубируют. Используют данную культуру/данные культуры в качестве исходной и хранят в холодильнике (5.3.2.8) в течение не более девяти недель. Используя исходную(ые) культуру(ы), можно готовить рабочие культуры согласно соответствующему стандарту. Полная процедура представлена в графической форме на рисунке В.4.

5.8 Процедура консервации вирусов (за исключением фагов молочнокислых бактерий)

5.8.1
Восстановление замороженного вируса

Вирусные суспензии готовят из замороженного эталонного вируса, полученного из коллекций культур. Для размножения вирусов используют подходящую линию клеток, которая дает высокие титры патогенных вирусов (5.2.3). Все работы с вирусами и/или клеточными культурами должны выполняться в соответствующих боксах биологической безопасности (5.3.2.17).

Для размножения вирусов должны использоваться клеточные культуры при оптимальном качестве монослоя для системы вирус/клетка. Среду для выращивания клеточной культуры удаляют. Монослой клеток промывают один раз PBS (5.2.2.12).

Замороженный штамм вируса размораживают при комнатной температуре или на водяной бане при температуре 37 °C. Разбавляют штамм вируса в соответствующей питательной среде в таком соотношении, при котором суспензия будет иметь оптимальное значение множественности заражения (MOI). Значение MOI зависит от системы вирус/клетка и может быть получено у организации-держателя банка вирусов. Необходимо предпринимать меры, препятствующие высыханию монослоя. Для этого монослой должен быть полностью покрыт вирусной суспензией или же клетки необходимо встряхивать во время инкубации. Из флакона с соответствующим монослоем удаляют среду для культивирования клеток и засевают клетки разбавленным вирусным материалом. Культуру инкубируют при 37 °C приблизительно 1 ч для обеспечения адсорбции вирусов. По истечении инкубационного периода к монослою добавляют среду для культивирования клеток (5.2.2.17) с 2 %-ной добавкой FCS (5.2.2.13), при этом культура остается в инкубаторе (5.3.2.3) на необходимый период времени. После размножения вирусов культуры замораживают/размораживают 3 раза для разрушения клеток, используя поочередно баню с сухим льдом в этаноле [31] и водяную баню при 25°C либо морозильную камеру при минус 80 °C и водяную баню при 25 °C. Клеточный дебрис отделяют путем центрифугирования при 400 gN (5.3.2.14) в течение 15 мин и отправляют в отходы.

5.8.2 Подготовка к хранению исходной вирусной суспензии
Вирусную суспензию, полученную путем размножения вирусного штамма, делят на аликвоты приблизительно по 1,0 мл и хранят в морозильной камере (5.3.2.13) при температурах ниже минус 70 °C. Исходная вирусная суспензия должна храниться в условиях, обеспечивающих ее стабильность при температуре ниже минус 70 °C [т.е. в жидком азоте (5.3.2.13) или в сверхнизкотемпературных морозильных камерах].
Одну аликвоту суспензии используют для проверки на подлинность, см. 5.10.

5.8.3
Приготовление испытуемой вирусной суспензии
Размораживают исходную вирусную суспензию при комнатной температуре и сразу же засевают на подходящую клеточную культуру. При необходимости, вирусную суспензию можно хранить в ледяной бане в течение не более 30 мин.

Относительно процедуры см. 5.8.1.

Альтернативой могут быть непосредственно субкультуры, полученные по 5.8.1. Аликвоты вирусной суспензии могут быть использованы для посева на другие клеточные культуры с целью получения дополнительных вирусных суспензий для проведения испытаний или для хранения (5.8.2). В последнем случае перед замораживанием должна проводиться проверка подлинности.

В целях безопасности в случае вакцинного штамма вируса полиомиелита допускается получать только 10 пассажей из исходного посевного вируса, а в случае всех других вирусных штаммов это настоятельно рекомендуется.

Полная процедура представлена в графической форме на рисунке В.5.

5.9 Процедура консервации бактериофагов

5.9.1
Восстановление замороженных бактериофагов

Суспензии бактериофагов готовят из замороженных исходных образцов бактериофагов, полученных из коллекции культур. Вирусы размножаются, используя подходящие бактерии-хозяева (5.2.4), 
которые дают высокие титры частиц патогенных бактериофагов (5.2.4).

В пробирку, к 0,1 мл рабочей культуры бактерии-хозяина [культура возрастом 16 ч - 24 ч, выращенная в бульоне M17 (5.2.4.2)] добавляют 0,1 мл фаголизата. Обогащают образец раствором CaCl2 до концентрации 10 ммоль/л путем добавления 0,05 мл стерильного раствора CaCl2 (5.2.2.21) с концентрацией 50 моль/л. Быстро перемешивают (5.3.2.6) и инкубируют (5.3.2.3) в течение 
10 мин при комнатной температуре (т. е. при температуре (20,5 ± 0,5) °C), чтобы обеспечить адсорбцию фага на бактериальных клетках.

Добавляют в пробирку 10 мл бульона M17 (нагретого до (30 ± 1) °C), быстро перемешивают и инкубируют (5.3.2.3) при (30 ± 1) °C до тех пор, пока не произойдет лизис клеток. Рост бактерий-хозяев (то есть мутность) и лизис клеток должен отслеживаться невооруженным глазом или, что более предпочтительно, путем измерения оптической плотности культуры подходящим спектрофотометром (5.3.2.18) при определенной длине волны (например, 620 нм).

Готовят в пробирке контрольную пробу таким же образом, но вместо фаголизата используют 0,1 мл бульона M17 (5.2.2.18). Сравнивают мутность в пробирке с испытуемой пробой и в пробирке с контрольной пробой.

После лизиса бактерии-хозяина в пробирке с испытуемой пробой, содержащей фаг, фильтруют надосадочную жидкость, содержащую фаг, через мембранный фильтр (5.3.2.16) с диаметром пор         0,45 мкм.

Хранят исходный фаг при температуре (6 ± 2) °C до использования.
5.9.2
 Подготовка к хранению
В течение периода до 30 мес достаточно хранить лизаты бактериофага при 4 °C без криозащитного средства после стерилизации методом мембранной фильтрации. В случае более длительного хранения используют глицерин [31] в качестве криозащитного средства.

Раствор глицерина концентрацией от 85 % до 88 % стерилизуют в автоклаве 
(5.3.2.1, перечисление a)) и аликвоту 0,5 мл добавляют к 4,5 мл лизата бактериофага, отфильтрованного через мембранный фильтр (5.3.2.16) с размером пор 0,45 мкм. Вирусную суспензию дозируют по 1,0 мл 
в криофлаконы (5.3.2.19) и хранят в морозильной камере (5.3.2.13) при температурах ниже минус 20 ° C. 

5.9.3 Приготовление рабочих суспензий бактериофагов
Криофлаконы (5.3.2.19) с замороженной вирусной суспензией быстро размораживают, например, держа в руках, и используют для посева на подходящие бактериальные штаммы-хозяева.
Относительно приготовления рабочих суспензий бактериофагов см. 5.9.1. Альтернативой могут быть непосредственно субкультуры, полученные по 5.9.1.
Оставшиеся аликвоты вирусной суспензии могут использоваться для размножения вируса с использованием других бактерий-хозяев или оставаться для хранения (5.9.1).

5.10 Проверка чистоты и подлинности тест-микроорганизмов
5.10.1
Общие положения
Проверки должны проводиться при подготовке к хранению и через определенные интервалы времени в течение срока хранения замороженных тест-микроорганизмов. В случае с вирусами требуется только проверять подлинность. См. 5.10.4.
5.10.2
Информация об источнике штамма

Учитывая, что происхождение и история штамма могут быть переменной, которая существенно влияет на результаты испытаний из-за различий в чувствительности/резистентности, в протоколе рекомендуется указываться следующее:

-
в случае штамма из коллекции: полное наименование коллекции, номер партии в коллекции 
и конкретное обозначение, например, MRSA (метициллинрезистентный золотистый стафилококк);
-
в случае изолята: происхождение (биопроба, проба воды,...), номер партии в лабораторной коллекции. Лаборатории рекомендуется запрашивать материалы по идентификации на уровне вида и хранить их. Аналогичная рекомендация действует, если декларируется использование конкретного вида (например, MRSA, MDR).

Для сохранения неизменности характеристик штаммов применяют общие требования, установленные в настоящем стандарте. В случае особых микроорганизмов, т. е. анаэробов, микроаэрофилов, применяют требования, адаптированные к специфике данных микроорганизмов и хранят в лаборатории всю информацию об источнике штамма.

5.10.3
Чистота

Чистота тест-микроорганизмов (за исключением вирусов) должна проверяться путем их выделения на одной или в нескольких чашках с агаром (5.4.2) и наблюдения в микроскоп после окрашивания по Грамму или какого-либо иного окрашивания. Использование вирусных суспензий и клеточных культур 
с бактериальной или грибковой контаминацией должно быть исключено за счет проверки соответствующим методом, например, методом микроскопии. В случае каких-либо сомнений относительно чистоты определенной культуры, данную культуру рекомендуется отбраковать и не использовать для 
испытания.
5.10.4
Подлинность
Подлинность тест-микроорганизма должна проверяться в соответствии с методами идентификации, признаваемыми на данный момент времени, например, используя метод твердофазного иммуноферментного анализа со специфичными антисыворотками или метод ПЦР в случае 
с вирусами.
5.11 Документирование

5.11.1
Общие положения

Для каждого тест-микроорганизма должна быть задокументирована следующая информация:

5.11.2
Лиофилизированный тест-микроорганизм/замороженные вирусы

a) название коллекции культур, где был приобретен лиофилизированный 
тест-микроорганизм/замороженный вирус;

b) таксономическое название и регистрационный номер;

c) дата получения;

d) номер партии, присвоенный поставщиком.

5.11.3
Криофлаконы с замороженным тест-микроорганизмом

a) дата восстановления замороженного образца;

b) количество криофлаконов, приготовленных из данной партии [5.5.2, перечисление b)); 
5.6.2, перечисление b)); 5.7.2, перечисление b))] и их код, присвоенный лабораторией (например, дата);

c) криозащитный раствор (5.2.2.5), если используемый раствор отличается от того, который установлен в настоящем стандарте, и информация, подтверждающая его эквивалентность.

5.11.4
Исходные культуры

a)
дата приготовления исходной культуры;

b)
маркировка исходной культуры.
5.11.5
Проверка чистоты и подлинности
a)
сведения о методах, используемых для проверки чистоты и подлинности тест-микроорганизма;

b)
даты проведения проверок и полученные результаты. 
5.11.6
Хранение задокументированной информации

Задокументированная информация по 5.11.2–5.11.5 должна храниться в испытательной лаборатории в течение не менее 5 лет.
Приложение A
(Справочное)
Тест-микроорганизмы. Обозначения коллекций культур и соответствующие 
им стандарты CEN/TК 216

А.1
Бактерии (за исключением микобактерий и спорообразующих бактерий)
А.1.1
Enterobacter cloacae
Коллекции культуры:
CIP 104674, DSM 6234

Стандарты CEN/TК 216:
[3],[11]
А.1.2
Enterococcus hirae
Коллекции культуры:
ATCC 10541, CIP 58.55, DSM 3320, NCIMB 8192

Стандарты CEN/TК 216:
[3], [7], [11], [13], [17], [19], [23], [24]
А.1.3
Enterococcus faecium

Коллекции культуры:

ATCC 6057, DSM 2146

Стандарты CEN/TК 216:

[13],[24]
А.1.4
Escherichia coli (1)
Коллекции культуры:
ATCC 10536, CIP 54.127, DSM 682, NCTC 10418, NCIMB 8879

Стандарты CEN/TК 216:
[3], [11]
А.1.5
Escherichia coli (2) K12

Коллекции культуры: NCTC 10538, DSM 11250, CIP 54.117, NCIMB 10083, NCDO 1984, IFO 3301, NBRC 3301

Стандарты CEN/TК 216:
[4],[5], [13], [24]
А.1.6
Lactobacillus brevis
Коллекции культуры:
DSM 6235, CIP 103474

Стандарты CEN/TК 216:
[3], [11]
А.1.7
Legionella pneumophila, подвид Pneumophila

Коллекции культуры:
NCTC 11192, ATCC 33152, CIP 103854, DSM 7513, JCM 7571, CCUG 9569

Стандарты CEN/TК 216:
[9]
А.1.8
Proteus hauseri
Коллекции культуры: ATCC 13315, CIP 58.60, NCIMB 4175, NCTC 4175, DSM 30118, IFO 3851, NBRC 3851

Стандарты CEN/TК 216:
[7], [17]
Относительно Proteus vulgaris см. "Proteus hauseri"

А.1.9
Pseudomonas aeruginosa
Коллекции культуры:
ATCC 15442, CIP 103467, DSM 939, NCIMB 10421

Стандарты CEN/TК 216:
[1], [3], [7], [11], [13], [17], [19], [23], [24]
А.1.10 Salmonella enterica - подвид enterica, серотип typhimurium
Коллекции культуры:
ATCC 13311, CIP 58.58, NCTC 74, DSM 5569

Стандарты CEN/TК 216:
[3], [11]
Относительно Salmonella typhimurium см. "Salmonella enterica"

А.1.11
Staphylococcus aureus - подвид aureus
Коллекции культуры:
ATCC 6538, CIP 4.83, DSM 799, NCTC 10788, NCIMB 9518

Стандарты CEN/TК 216:
[1], [3], [7], [11], [13], [17], [19],[23], [24]
Относительно Steptococcus faecalis см. "Enterococcus hirae"
А.2
Микобактерии
А.2.1
Mycobacterium avium - подвид avium
Коллекции культуры:
ATCC 15769, DSM 44157, CIP 105415

Стандарты CEN/TК 216:
[14], [16], [21]
А.2.2
Mycobacterium terrae
Коллекции культуры:
ATCC 15755, DSM 43227, CIP 104321

Стандарты CEN/TК 216:
[16], [21]
А.3
Спорообразующие бактерии 

А.3.1
Bacillus cereus
Коллекции культуры:
CIP 105151

Стандарты CEN/TК 216:
[12], [15], [28]
А.3.2
Bacillus subtilis - подвид spizizenii
Коллекции культуры: DSM 347, NCTC 10400, CIP 52.62, CCM 19999, IAM 1069, 
NCIB 8054

Стандарты CEN/TК 216:
[12], [15], [28]
A.3.3
Clostridioides difficile (ранее “Clostridium difficile") R027
Коллекции культуры:
NCTC 13366, DSM 27147

Стандарты CEN/TК 216:
[28]
А.3.4Clostridium sporogenes
Коллекции культуры:
CIP 79.39, ATCC 19404

Стандарты CEN/TК 216:
[12]
A.4
Грибы (плесени и дрожжи)

 А.4.1
Aspergillus brasiliensis (ранее "A. niger”) (плесень)

Коллекции культуры:
ATCC 16404, UMIP 1431.83, DSM 1988, CECT 25746, 
CBS 733.88, NCTC 2275, CMI 149007, NCPF 22756, BCCM/MUCL 30113, BCCM/IHEM 3961

Стандарты CEN/TК 216:
[2], [6],
[8], [10], [11], [20], [24]
А.4.2
Candida albicans (дрожжи)

Коллекции культуры:
ATCC 10231, UMIP 48.72, DSM 1386, CBS 6431, NCTC 3179, BCCM/IHEM 3731

Стандарты CEN/TК 216:
[2], [6],
[8], [10], [11], [20], [23], [24]
А.4.3
Saccharomyces cerevisiae (1) (дрожжи)

Коллекции культуры:
ATCC 9763, DSM 1333, CBS 5900

Стандарты CEN/TК 216:
[6], [11]
А.4.4
Saccharomyces cerevisiae (2) вариант diastaticus (дрожжи)

Коллекции культуры:
DSM 70487, BCCM/MUCL 27817

Стандарты CEN/TК 216:
[6], [11]
A.5

Вирусы
А.5.1
Аденовирус, тип 5, штамм Adenoid 75

Коллекции культуры:


ATCC VR-5

Рекомендуемая клеточная линия:
HeLa (ATCC® CCL-2™)

Стандарты CEN/TК 216:


[18], [25], [26]
А.5.2
Энтеровирус E (бычий энтеровирус, тип 1), штамм LCR 4 (ранее “Бычий энтеровирус, тип 1 (ECBO)")

Коллекции культуры:


ATCC VR-248

Рекомендуемая клеточная линия:
клетки MDBK (ATCC CCL-22)

Стандарты CEN/TК 216:


[22]
А.5.3
Кошачий короновирус (Альфакоронавирус 1), штамм Munich (FeCoV)

Коллекции культуры:



 Friedrich-Loeffler-Institut
Рекомендуемая клеточная линия:
линия клеток кошачьей почки, CRFK (ATCC CCL-94)

Стандарты CEN/TК 216:



[27]
A.5.4
Минутный вирус мышей (Протопарвовирус грызунов 1) (ранее "Мышиный парвовирус, минутный вирус мышей, штамм Crawford")

Коллекции культуры:


ATCC VR-1346

Рекомендуемая клеточная линия:
клетки A9 (ATCC CCL-1.4)

Стандарты CEN/TC 216:


[18], [26]
A.5.5
Мышиный норовирус, штамм S99 Berlin
Рекомендуемая клеточная линия:
клетки RAW 264.7 (ATCC TIB-71)

Стандарты CEN/TC 216:


[18], [25], [26]
А.5.6
Полиовирус, тип 1, штамм Sabin LSc-2ab

Коллекции культуры:



NIBSC 01/528

Рекомендуемая клеточная линия:
клетки HeLa
Стандарты CEN/TК 216:



[18]
A.5.7
Свиной парвовирус (Протопарвовирус копытных I), штамм NADL-2 (PPV)

Коллекции культуры:


ATCC VR-742, Friedrich-Loeffler-Institut

Рекомендуемая клеточная линия:  Линия клеток свиной почки, клетки PK-15 (ATCC CCL-33) или клетки 
ST (ATCC CRL-1746)

Стандарты CEN/TC 216:


[27]
A.5.8
Вирус коровьей оспы, модифицированный штамм вируса коровьей оспы Ankara (MVA)

Коллекции культуры:


ATCC VR-1508

Рекомендуемая клеточная линия:
Клетки BHK-21 (ATCC CCL-10)

Стандарты CEN/TC 216:


[18], [25], [26]
A.5.9
Вирус коровьей оспы, штамм Elstree
Коллекции культуры:


ATCC VR-1549

Рекомендуемая клеточная линия: Клетки BHK-21 (ATCC CCL-10) или клетки Vero (ATCC CCL-81)

Стандарты CEN/TC 216:


[18], [25], [26]
А.6

Бактериофаги
A.6.1
Lactococcus lactis подвид lactis bacteriophage P008

Коллекции культуры:
DSM 10567

Стандарты CEN/TК 216:
EN 13610
A.6.2
Lactococcus lactis подвид lactis bacteriophage P001

Коллекции культуры:
DSM 4262

Стандарты CEN/TК 216:
EN 13610
Приложение В
(Справочное)
Представление процедур консервации в графической форме

[image: image10.emf]
Рисунок B.1 – Консервация бактерий (за исключением микобактерий и Legionella sp.). См. 5.5

[image: image11.emf]
Рисунок B.2 – Консервация микобактерий. См. 5.6

[image: image12.emf]
Рисунок B.3 – Консервация дрожжей. См. 5.5

[image: image13.emf]
Рисунок B.4 – Консервация плесеней. См. 5.7
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EN 14561 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative carrier test for the evaluation of bactericidal activity for instruments used in the medical area — Test method and requirements (phase 2, step 2) (Средства дезинфицирующие химические и антисептики. Количественный метод испытания с использованием носителя для оценки бактерицидной активности средств для медицинских инструментов. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 2)).

[20]
EN 14562 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative carrier test for the evaluation of fungicidal or yeasticidal activity for instruments used in the medical area — Test method and requirements (phase 2, step 2) (Средства химические дезинфицирующие и антисептические. Количественный метод испытания с использованием носителя для оценки фунгицидной или противодрожжевой активности средств для медицинских инструментов. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 2)).

[21]
EN 14563 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative carrier test for the evaluation of mycobactericidal or tuberculocidal activity of chemical disinfectants used for instruments in the medical area — Test method and requirements (phase 2, step 2) (Средства химические дезинфицирующие и антисептические. Количественный метод испытания с использованием носителя для оценки микобактерицидной или туберкулоцидной активности химических дезинфицирующих средств для медицинских инструментов. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 2)).

[22]
EN 14675 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative suspension test for the evaluation of virucidal activity of chemical disinfectants and antiseptics used in the veterinary area — Test method and requirements (Phase 2, step 1) (Средства химические дезинфицирующие и антисептические. Количественный суспензионный метод испытания для оценки вирулицидной активности химических дезинфицирующих и антисептических средств, используемых в ветеринарии. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 1)).

[23]
EN 16615 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative test method for the evaluation of bactericidal and yeasticidal activity on non-porous surfaces with mechanical action employing wipes in the medical area (4- field test) — Test method and requirements (phase 2, step 2) (Средства химические дезинфицирующие и антисептические. Количественный метод испытания для оценки бактерицидной и противодрожжевой активности на непористой поверхности с механическом воздействием с использованием салфеток, используемых в медицине (метод 4-х сегментов). Метод испытания и требования (фаза 2, этап 1)).

[24]
EN 16616 Chemical disinfectants and antiseptics — Chemical-thermal textile disinfection — Test method and requirements (phase 2, step 2) (Средства дезинфицирующие химические и антисептики. Химическая и термическая дезинфекция текстиля. Метод испытаний и требования (фаза 2, этап 2)).

[25]
EN 16777 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative non-porous surface test without mechanical action for the evaluation of virucidal activity of chemical disinfectants used in the medical area — Test method and requirements (phase 2/step 2) (Средства химические дезинфицирующие и антисептические. Количественный метод испытания на непористой поверхности для оценки вирулицидной активности химических дезинфицирующих средств, используемых в медицине. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 2)).

[26]
EN 17111 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative carrier test for the evaluation of virucidal activity for instruments used in the medical area — Test method and requirements (phase 2, step 2) « Средства химические дезинфицирующие и антисептические. Количественный метод испытания с использованием носителя для оценки вирулицидной активности средств для медицинских инструментов. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 2)».

[27]
EN 17122 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative non-porous surface test for the evaluation of virucidal activity of chemical disinfectants and antiseptics used in the veterinary area — Test method and requirements — Phase 2, step 2 (Средства химические дезинфицирующие и антисептические. Количественный метод испытания на непористой поверхности для оценки вирулицидной активности химических дезинфицирующих и антисептических средств, используемых в ветеринарии. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 2)).

[28]
EN 17126 Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative suspension test for the evaluation of sporicidal activity of chemical disinfectants in the medical area — Test method and requirements (phase 2, step 1) (Средства химические дезинфицирующие и антисептические. Количественный суспензионный метод испытания для оценки спороцидной активности химических дезинфекционных средств, используемых в медицине. Метод испытания и требования (фаза 2, этап 1)) 

[29]
ISO 4793
Laboratory sintered (fritted) filters — Porosity grading, classification and designation (Фильтры лабораторные спекшиеся (пористые). Класс пористости, классификация и обозначение).

[30]
      European Pharmacopoeia. (EP edition 1997 suppl. 2000): Water for injections (Европейская фармакопея (выпуск EP 1997 доп. 2000). Вода для инъекций).

[31]
European Pharmacopoeia. (EP edition 1997): Glycerol, Ethanol 96 %; Phenol red (Европейская фармакопея (выпуск EP 1997). Глицерин, этанол 96%, феноловый красный).
 УДК 661.163:57.083.1(083.74)(476)
МКС 11.080.20; 71.100.35
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Альтернатива





Лиофилизиро-ванный  тест-микроорганизм








* пример, см. соответствующий стандарт





TSА = Триптон-соевый агар (пример)





TSB = Триптон-соевый бульон





Скошенный агар





Хранение при 2ºС - 8ºС: не более 9 недель (Pseudomonas aeruginosa: 6 недель)





инкубация 24 ч при 37ºС *








Размораживание и посев





или:





Криофлакон с шариками








   Криофлакон








1 шарик








или





Хранят при минус 70ºС или при более низкой температуре





Удаляют суспензию





Криофлакон





Криофлакон с 2 шариками


Оставляют на 30 мин при 20ºС








1 мл суспензии





или





0,5 мл суспензии





Перемешивают 30 с





10 мл или более крио-


защитного раствора








Этап 2: аспирируют и переносят в раствор





Проверка чистоты и подлинности





Этап 1: ресуспендируют  (10 мл на чашку)





  При проверке:


:








После:








инкубация 24 ч при 37ºС *








Максимум 0,1 мл  








Петля суспензии для получения единичных колоний





Переме-шивают не минее 


30 с





Приблизительно5,0 мл TSB





Разбавляют 


суспензию  региратированных гранул





Приблизительно 1,0 мл TSB (как суспензионная среда)





(гранулы)





Приготовление исходной культуры





Подготовка


к хранению








Восстановление  лиофилизированных бактерий


Регидратация гранул примерно с 1,0 мл TSB








     После





Лиофилизиро-ванный тест-микроорганизм








Альтернатива





* пример, см.соответствующий стандарт 





Инкубация 21 день 36ºС *








Вторая субкультура








Первая субкультура








МСО = Агар Миддлбрука и Кона 7H10 с 10%-ной добавкой ОADC (пример)





MADC = Бульон Миддлбрука 7H9 с 10%-ной добавкой ADC и глицерином





Скошенный агар





Приведенные в качестве примера


(Если допускается вторая субкультура, см. соответствующий стандарт)





Инкубация 21 день 36ºС *








Размораживание и посев





или:





Криофлакон с шариками








   Криофлакон








1 шарик








или:





Хранят при минус 70ºС или при более низкой температуре





Удаляют суспензию





Криофлакон





Криофлакон с 2 шариками


Оставляют на 30 мин при 20ºС








1 мл суспензии





или





0,5 мл суспензии





Перемешивают 30 с





10 мл или более MADC








Этап 2: аспирируют и переносят в раствор





Проверка чистоты и подлинности





Этап 1: ресуспендируют �(10 мл на чашку)





  При проверке:


:








После:








инкубация 21 день 36ºС *








Максимум 0,1 мл  








Петля суспензии для получения единичных колоний





Переме-шивают не менее 30 с








Приблизительно


5,0 мл MADC





Разбавляют 


суспензию регидрати-


рованных гранул





Приблизительно 1,0 мл MADC(как суспензионная среда)





(гранулы)





Приготовление �исходной культуры





Подготовка 


к хранению








Восстановление лиофилизированных микобактерий


Регидратация гранул     примерно с 1,0 мл MADC








Разбавляют 


суспензию регидрати-


рованных гранул





  Лиофилизиро- ванный тест-микроорганизм








Криофлакон с 2 шариками


Оставляют на 30 мин при 20ºС








Альтернатива





* пример, см. соответствующий стандарт





TSА = Агар с экстрактом солода (пример)





МЕВ = Бульон с экстрактом солода





Скошенный агар





Хранение при 2ºС - 8ºС: 


не более 9 недель 





инкубация 48 ч при 30ºС *








Размораживание и посев





или:





Криофлакон с шариками








   Криофлакон








1шарик








или





Хранят при минус 70ºС или при более низкой температуре





Удаляют суспензию





Криофлакон





1 мл суспензии





или





0,5 мл суспензии





Пере-мешивают 30 с





10 мл или более крио


защитного раствора








Этап 2: аспирируют и переносят в раствор





Проверка чистоты и подлинности





Этап 1: ресуспендируют


 (10 мл на чашку)





               При проверке:


:








После:








инкубация 48 ч при 30ºС *








Максимум 0,1 мл  








Петля суспензии для получения единичных колоний





Переме-шивают не менее 30 с





Приблизительно 5,0 мл MEB





Приблизительно �1,0 мл MEB (как суспензионная среда)





(гранулы)





Приготовление исходной культуры





Подготовка 


к хранению








Восстановление лиофилизированных дрожжей


Регидратация гранул примерно с 1,0 мл MEB








Криофлакон





Альтернатива





Лиофилизиро-ванный тест-микроорганизм








или:





Размораживание и посев





  1 шарик








  Криофлакон с шариками








или:





Приготовление �исходной культуры





    Криофлакон





* пример, см. соответствующий стандарт





TSА = Агар с экстрактом солода (пример)	





МЕВ = Бульон с экстрактом солода





Скошенный агар








Инкубация 9…11 дней при 30ºС *








Хранение при 2ºС - 8ºС: 


не более 9 недель 








Хранят при минус 70ºС или при  более низкой температуре





Удаляют суспензию





Криофлакон с 2 шариками


Оставляют на 30 мин при 20ºС








1 мл  суспензии


суспензии





10 мл или более криозащитного раствора





Перемешивают 30 с





или





0,5 мл супензии





  


2.   Суспендируют конидии








Удаляют надосадочную жидкость








Центрифуги-


руют при 2000 gN 20 мин





Центрифужная пробирка (или другой сосуд)








Пористый фильтр





Осторожно встряхивают 


1 мин


:








Этап 2: аспирируют и переносят в раствор





5 г шариков


в 10 до 20 мл раствора


:








Проверка чистоты и подлинности





Раствор полисорбата 80





Этап 1: ресуспендируют (10 мл на чашку)





После:  инкубация 9…11 дней �30ºС *








Петля суспензии для получения        единичных колоний








100 мкл  








Пере-меши-вают не менее 


30 с





Приблизительно.�5,0 мл MЕВ





Приблизительно 1,0 мл MЕВ (как суспензионная среда)





Разбавляют 


суспензию регидрати-


рованных гранул





Фильтруют через


:








(гранулы)





Подготовка к хранению








Восстановление  лиофилизированных    плесеней


Регидратация гранул примерно с 1,0 мл MЕВ








Промывают клеточный монослой 


РВS один раз











Инкубация


1 ч 37°С











Инкубация


3-5 дней








Высоко-


скоростное центрифугирование








Подготовка к хранению





Готовят клеточную культуру





Удаляют питательную среду











Высевают вирус вирус





Приготовление исходной культуры





Инфицированная клеточная культура

















Замораживание-размораживание





3 раза











Дозирование по 1,0 мл в криофлаконы 





Замораживание-размораживание





Хранят как минимум при минус 70 °С в течении короткого периода времени


при минус 196 °С в случае длительного периода времени











Добавляют среду для �культивирования клеток �+ 2 % FCS











Хранят при �минус 70°С


или при         минус 196°С 





Высевают новую клеточную культуру 








�         Данная информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и не означает одобрение этого продукта. Допускается использовать соответствующие продукты других изготовителей, если будет подтверждено, что при их использовании будут получены такие же результаты.


2 Данная информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта и не означает одобрение этого продукта. Допускается использовать соответствующие продукты других изготовителей, если будет подтверждено, что при их использовании будут получены такие же результаты.


3 Фильтры Millipore® и Seitz® являются примерами подходящих коммерческих продуктов. Данная информация приведена для пользователя в целях пояснения и не означает, что данный продукт является наиболее предпочтительным.


4 Допустимой альтернативой многоразовой стеклянной посуде является стерильное одноразовое оборудование


5 Vortex® является примером подходящего серийно изготавливаемого продукта. Данная информация приведена для пользователя в целях пояснения и не означает, что данный продукт является наиболее предпочтительным.


. 


6 Последние научные исследования показали, что эти два штамма более чувствительны к некоторым типам активных веществ по сравнению со штаммами из АТСС и DSM и поэтому их не следует использовать.
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