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3
МЕЖГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ
	
ОБУВЬ И ДЕТАЛИ ОБУВИ 
Качественный метод испытаний для оценки противогрибковой активности (тест на рост)
Footwear and footwear components. Qualitative test method                                            to assess antifungal activity (growth test)


                                                                                       Дата введения 

ОСТОРОЖНО — Методы испытаний, указанные в настоящем стандарте, требуют использования микрогрибков. Эти испытания должны проводиться только в помещениях, оборудованных системой защиты от микроорганизмов, и лицами, имеющими подготовку и опыт в применении микробиологических методов.
[bookmark: _Toc17479206][bookmark: _Toc491198742][bookmark: _Toc511662567][bookmark: _Toc511665727][bookmark: _Toc54713932][bookmark: _Toc69463893]1 Область применения 
[bookmark: _Hlk222136559]Настоящий стандарт устанавливает метод испытаний (тест на рост) для качественной оценки противогрибковой активности обуви и деталей обуви, подвергшихся воздействию нитевидных микрогрибков.
Настоящий стандарт применим только к обуви и ее деталям, которые заявлены как обладающие противогрибковым (антимикотическим) или противомикробным действием.
2 Нормативные ссылки 
В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие стандарты. Для датированных ссылок используют только указанное издание ссылочного стандарта. Для недатированных ссылок – последнее издание (включая все изменения).
[bookmark: _Hlk224212610][bookmark: _Hlk222141517]ISO 7218, Microbiology of food and animal feed —  General requirements and guidance for microbiological examinations (Микробиология пищевых продуктов и кормов для животных. Общие требования и рекомендации по микробиологическим исследованиям)
ISO 11133, Microbiology of food, animal feed and water— Preparation, production, storage and performance testing of culture media (Микробиология пищевых продуктов, кормов для животных и воды. Подготовка, производство, хранение и  испытание эффективности  питательных сред)
ISO 16187, Footwear and footwear components — Test method to assess antibacterial activity (Обувь и детали обуви. Метод испытания для оценки антибактериальной активности)
ISO 19952, Footwear —Vokabulary (Обувь — Словарь)
3   Термины и определения
В настоящем стандарте применяются термины и определения, приведенные в стандарте ISO 19952, а также нижеследующие.
ИСО и МЭК поддерживают терминологические базы данных, используемые в целях стандартизации, по следующим адресам:
— ИСО: платформа онлайн-просмотра доступна по адресу https://www.iso.org/obp
—       МЭК: Electropedia доступна по адресу https://www.electropedia.org/
3.1 противогрибковая активность, антимикотическая активность: Эффективность материала или отделки, используемых для предотвращения или подавления роста микрогрибков, для снижения количества микрогрибков или для уничтожения микрогрибков
3.2    контрольная проба: Материал, идентичный исследуемому материалу, но без противогрибковой обработки
4 Проведение испытаний
Испытуемые и контрольные пробы обуви инокулируют суспензией смешанных спор, выбранных испытательных штаммов плесневых форм или одним тестовым штаммом в соответствии с конкретной заявкой.
Противогрибковая эффективность качественно определяется визуальной оценкой роста грибков по прошествии указанного или согласованного инкубационного периода.
5 Безопасность
Обращение с потенциально опасными микроорганизмами требует высокой степени технической компетентности и может регулироваться действующим национальным законодательством и нормативными актами. Такие испытания должны проводиться только персоналом, обученным микробиологическим методам.
	Примечание – Следует руководствоваться национальными сводами правил личной гигиены, дезинфекции и стерилизации.
Лица, проводящие испытание, должны ознакомиться с IEC 60068-2-10:2005+AMD1:2018, Приложением A и ISO 7218.
6 Аппаратура
		6.1   Общие положения
Многоразовая стеклянная и пластиковая посуда может быть заменена одноразовой, если она имеет соответствующие технические характеристики.
Следует использовать обычное микробиологическое лабораторное оборудование в соответствии с ISO 7218 и, в частности, следующее.
		6.2      Биологический защитный бокс.
		6.3	Микробиологический инкубатор, способный поддерживать температуру (28 ± 2) °C и относительную влажность (85 ± 5) %.
		6.4	Автоклав, способный поддерживать температуру (121 ± 2) °C и давление (103 ± 5) кПа, для влажной стерилизации, используемый в соответствии с ISO 7218.
		6.5	Вихревой миксер.
		6.6	рН-метр, с точностью ± 0,1 единиц рН.
		6.7	Лабораторная центрифуга, 2000 г.
		Примечание – 2000 г. ≈ 4000 об/мин.
		6.8	Микроскоп, увеличение не менее × 20 (лучше увеличение × 50).
		6.9	Стеклянные шарики, от 2 мм до 3 мм в диаметре, для приготовления суспензии грибковых спор.
		6.10	Стекловата или медицинская марля (двойной слой), для приготовления суспензии грибковых спор.
		6.11	Банки с широким горлом с крышкой, 500 см3, пригодные для использования в автоклаве (6.4).
		6.12	Сушильный шкаф, для сухой стерилизации.
		6.13	Весы, с точностью до ± 0,01 г.
		6.14	Спектрофотометр, имеющий возможность проводить измерения на длине волны от 500 нм до 700 нм, или нефелометр Макфарланда.
		6.15	Чашки Петри стерилизованные, изготовленные из стекла или пластика, диаметром от 90 мм до 100 мм или от 55 мм до 60 мм.
		6.16	Пипетки, имеющие наиболее подходящий объем для каждого применения.
		6.17	Сетка, для оценки роста грибков, каждый квадрат которой имеет размер (5 × 5) мм или которая делит поверхность испытуемой пробы на 100 равных по размеру квадратов.
7 Реагенты и питательные среды
7.1	Общие требования
Реагенты, используемые в испытаниях, должны быть аналитического качества и/или быть пригодны для микробиологических целей.
Для приготовления питательных сред следует использовать обезвоженные продукты, имеющиеся в продаже. Необходимо строго следовать инструкциям производителя по приготовлению этих продуктов.
Подготовка, производство и испытание питательных сред должны проводиться в соответствии с ISO 11133.
7.2	Вода
Вода, используемая в испытаниях, должна быть аналитического качества для приготовления микробиологических питательных сред, свежедистиллированная и/или ионообменная и/или ультрафильтрованная и/или отфильтрована методом  обратного осмоса (ОО).
В ней не должно быть никаких токсичных или ингибирующих микроорганизмы веществ.
7.3	Среда на основе солодового экстракта и агара (СЭА)

7.3.1	Состав
Солодовый экстракт	30,0 г
Соевый пептон	3,0 г
Агар	15,0 г
Вода	1000 см3
7.3.2	Приготовление
Смесь компонентов перемешивают и доводят pH до (5,5 ± 0,2) при комнатной температуре. Нагревают с перемешиванием на электроплитке или на кипящей водяной бане до полного растворения компонентов, стерилизуют при температуре (121 ± 2) °C в течение 15 мин в автоклаве (6.4) с насыщенным водяным паром. Охлаждают и тщательно взбалтывают раствор, затем вливают по 25 см3 в каждую стерильную чашку Петри. Дают охладиться и затвердеть.
	Примечания
           1 Картофельно - декстрозный агар (КДА) также может служить полноценной средой для роста микрогрибков. Питательная среда КДА стандартного состава доступна для приобретения.
	2 Питательная среда СЭА стандартного состава доступна для приобретения.
7.4	Физиологический раствор (раствор хлорида натрия)
7.4.1	Состав
Хлорид натрия (NaCl), CAS RN®[footnoteRef:1]): 7647-14-5	8,5 г [1: ) Регистрационный номер® CAS (CAS RN®) является товарным знаком корпорации CAS. Эта информация предоставлена для удобства пользователей данного документа и не является со стороны ИСО рекомендацией названного продукта. Могут быть использованы эквивалентные продукты, если замена приводит к тем же результатам.] 

Вода                                                                            1000 см3
7.4.2	Приготовление
После тщательного перемешивания доводят pH до (6,9 ± 0,2) при комнатной температуре и стерилизуют при температуре (121 ± 2) °C в течение 15 минут.
7.5	Смачивающий агент (неионогенное поверхностно-активное вещество)
Смачивающий агент используют для сбора спор в суспензии испытуемых спор. Он не должен вступать в реакцию с другими реагентами и вызывать снижение или увеличение количества микрогрибков, например, полисорбат 80 (TWEEN 80),                   N-метилтаурид, Triton TM X-100[footnoteRef:2]) или эфир полигликоля и т.д. Следует использовать конечные концентрации 0,01 %. [2: ) TritonTM X-100 — торговое название продукта, поставляемого компанией SIGMA-ALDRICH. Эта информация предоставлена для удобства пользователей данного документа и не является рекомендацией со стороны ИСО названного продукта. Могут быть использованы эквивалентные продукты, если замена приводит к тем же результатам.] 

Примечание – Смачивающий агент (неионогенное поверхностно-активное вещество) может быть использован в испытании, когда испытуемые пробы имеют отделочный слой.
	7.6	Буферный раствор
7.6.1	Исходные компоненты буферного раствора
Дигидрофосфат калия (KH2PO4), CAS RN®1): 7778-77-0	          34,0 г
Вода	                             1000 см3
7.6.2	 Приготовление исходного буферного раствора
Помещают навеску дигидрофосфата калия в колбу объемом 1000 см3, добавляют 500 см3 дистиллированной воды, доводят pH до (7,2 ± 0,2) (при комнатной температуре) разбавленным раствором 0,01 моль/дм3 NaOH. Разбавляют до            1000 см3дистиллированной водой и хранят при температуре 4 °C не более 6 месяцев.
7.6.3	 Приготовление буферного раствора
Добавляют к 1 см3 исходного буферного раствора 0,08 г смачивающего агента (7.5), что соответствует 0,01 % и разводят до 800 см3 дистиллированной водой. После тщательного перемешивания стерилизуют при температуре (121 ± 2) °C в течение      15 минут.
Примечание – Смачивающий агент (7.5) можно не добавлять, если в нем нет необходимости.	
8    Микроорганизмы для испытаний
Используемый штамм должен быть указан в протоколе испытаний.
Виды штаммов, которые следует  использовать, перечислены в  таблице 1.
Если заявлены противогрибковые свойства в отношении плесневых грибков, можно проводить испытания на одном из видов Aspergillus sp. и Penicillium funiculosum, как в смешанной суспензии, так и по отдельности. Если заявлены противогрибковые свойства против дерматофитного грибка стопы, для испытаний следует использовать Trichophyton mentagrophytes.
Не следует  испытывать смешанную суспензию штаммов плесневых грибков и дерматофитов.
Эквивалентные продукты могут быть использованы, если доказано, что они приводят к тем же результатам.
Каждый микроорганизм следует испытывать отдельно.
Штаммы могут храниться в соответствии с инструкциями поставщика или          EN 12353.

Таблица 1 — Штаммы для испытаний

	Микрогрибкиа)
	Название
	WDCM No.
	CGMCC No.
	ATCC® No.c)

	Плесень/
Aspergillus sp.b)
	Aspergillus niger
или
Aspergillus brasiliensis
	00144 
или
00053
	CGMCC 3.4463 
или
CGMCC 3.5487
	ATCC® 6275TM или
ATCC® 16404TM

	Плесень/ Penicillium sp.
	Penicillium funiculosum
	00194
	CGMCC 3.3875
	ATCC® 9644TM

	Дерматофит
	Trichophyton mentagrophytes
	00191
	—
	ATCC® 9533TM

	Условные обозначения
WDCM: Всемирный центр данных по микроорганизмам
CGMCC: Китайский центр общей микробиологической коллекции культур
ATCC®: Американская коллекция типовых культур
Примечание – Другие микрогрибки (подходящие виды или другие подходящие штаммы) могут быть использованы после соответствующей валидации.
a) Штаммы для испытаний должны быть получены от агентств Всемирной федерации коллекции культур (WFCC). Виды микрогрибков и источники их поставки должны быть указаны в протоколе испытаний.
b) Следует выбрать один из штаммов Aspergillus ( либо A. Niger, либо A. brasiliensis).
c) ATTC является товарным знаком Американской коллекции типовых культур (American Type Culture Collection). ATCC® 6275TM, ATCC® 16404TM, ATCC® 9644TM и ATCC® 9533TM являются примерами подходящих продуктов, доступных в продаже. Эта информация предоставлена для удобства пользователей данного стандарта и не является одобрением этих продуктов  со стороны ISO.


		9	Приготовление суспензии спор для испытаний
9.1	Используют штаммы в течение 4 поколений.
9.2	Споры микрогрибков инокулируют на поверхность среды СЭА (7.3) или на поверхность стандартной среды КДА и инкубируют при температуре (28 ± 2) °C до тех пор, пока поверхность не покроется спорами микрогрибков (примерно от                     1 до 2 недель для Aspergillus sp./Penicillium sp. и от 2 до 3 недель для Trichophyton sp.).
9.3     В каждую пробирку или чашку Петри для культивирования помещают 5 мл физиологического раствора (7.4) и  нетоксичный смачивающий агент (7.5), который можно добавить в конечной концентрации 0,01 %. Аккуратно соскребают поверхность спорообразующей культуры стерильной инокуляционной петлей и помещают ее в пробирку или чашку Петри для получения водной суспензии спор. Аккуратно встряхивают пробирку или чашку Петри, чтобы диспергировать споры в жидкости. Споры промывают и помещают в стерильную коническую колбу объемом 125 см3, содержащую 10 - 15 стерильных стеклянных шариков (6.9).
Повторяют эту процедуру с той же чашкой Петри дважды. Встряхивают коническую колбу для получения однородной суспензии спор. Суспензию спор каждой грибковой культуры фильтруют не менее двух раз через четыре тонких слоя медицинской марли или через стекловату (6.10) для удаления фрагментов мицелия, кусочков агара и разделения слипшихся спор.
Асептически центрифугируют отфильтрованную суспензию спор при относительной центробежной силе 2000 г в течение 1 мин и сливают верхний слой жидкости. Остаток суспензируют в 20 см3 физиологического раствора (pH 7,4) и снова центрифугируют. Повторяют промывку спор не менее трех раз этим методом и проверяют под микроскопом отсутствие фрагментов мицелия.
Суспензию спор разбавляют буферным раствором (7.6), доводят концентрацию до 1,0 × 106 спор на см3 или до 5,0 × 106 спор на см3 с помощью счетной камеры или спектрофотометра (6.14). Можно применить другие подходящие методы для определения концентрации спор.
9.4	Повторяют эти операции с каждым исследуемым микрогрибком. Для испытания плесневых грибков при использовании смешанной суспензии спор смешивают в равных пропорциях суспензию Aspergillus sp. и суспензию Penicillium sp., содержащих одинаковое количество спор, чтобы получить готовую к инокуляции смешанную суспензию спор. Следует использовать свежеприготовленную суспензию спор или суспензию спор, хранящуюся в холодильнике при температуре от 2 °C до       8 °C в течение 4 дней после приготовления.
Суспензию Trichophyton mentagrophytes не смешивают с какими-либо другими микрогрибковыми суспензиями.
		10	Подготовка испытуемых проб
10.1	Общие требования
Следует испытывать только те детали обуви или материалы, которые заявлены как противогрибковые. Если обувь целиком заявлена, как обладающая  противогрибковыми свойствами, ее основные детали, в том числе верх, подкладка, стелька, носок, подошва, должны быть испытаны отдельно.
В случае, когда только один материал детали заявлен как противогрибковый, он должен быть испытан отдельно, если это возможно. В противном случае испытанию подлежит вся деталь.
Площадь поверхности каждой испытуемой пробы должна составлять не менее 80 % площади поверхности детали или материала. Если площадь поверхности одного материала составляет менее 80 %, следует взять два основных материала, используемых в составе детали.
Испытуемые пробы могут быть получены непосредственно из обуви или из ее деталей и материалов до изготовления обуви.
10.2	Испытуемые и контрольные пробы
Для проведения испытаний площадь испытуемых проб должна составлять около 1 600 мм2, а толщина менее 5,0 мм. Площадь и вес должны быть указаны в протоколе испытания. Если используется более крупная испытуемая проба, то объем микрогрибковой суспензии следует пропорционально увеличить.
Если уменьшить толщину испытуемых проб не представляется возможным (например, детали обуви более толстые и не могут быть отделены или отрезаны без изменения своих критических свойств, таких как морфология поверхности, которая может повлиять на то, как грибки взаимодействуют с поверхностью), толщина должна быть указана в протоколе испытаний.
В качестве контрольных проб используют материал, идентичный исследуемому материалу, но без противогрибковой обработки. Если такого материала нет, в качестве контрольных проб можно использовать стерилизованную фильтровальную бумагу.
Для каждого материала или детали обуви отбирается не менее трех испытуемых и трех контрольных проб для каждого испытания.
10.3	Предварительная обработка испытуемых и контрольных проб.
Предварительная обработка испытуемых и контрольных проб является необязательной и должна проводиться только в случае необходимости из-за высокой микробной нагрузки (загрязнения и т.д.).
Если применяются методы стерилизации, то они должны быть подробно описаны и не должны влиять на противогрибковые свойства или сам материал.
Примечание –  Испытуемые  и контрольные пробы могут быть стерилизованы в автоклаве (6.4) при температуре (121 ± 2) °C и давлении 103 кПа в течение 15 мин или с помощью ультрафиолетовых лучей (ультрафиолетовая лампа, размещенная на расстоянии 300 мм от испытуемых проб, 100 000 мкВт·с/см2, с каждой стороны в течение одного часа соответственно) или другими подходящими методами стерилизации.
		11	Проведение испытаний
11.1	Инокуляция затвердевших агаровых пластин
На каждую чашку Петри с агаром наносят пипеткой 100 мкмм3 суспензии спор, суспензии одного или нескольких плесневых грибков или дерматофитов (9.4) и равномерно распределяют по поверхности.
11.2	Расположение испытуемых и контрольных проб
Помещают испытуемые и контрольные пробы как можно ровнее на затвердевшую среду, избегая любого контакта проб со стенками чашек Петри. Используют по одной испытуемой или контрольной пробе на каждую чашку Петри.
Если предполагается, что испытуемые и контрольные пробы могут приподняться над питательной средой, их прижимают грузами.
11.3	Инокуляция испытуемых и контрольных проб
Суспензию спор равномерно распределяют, нанося пипеткой необходимое количество на каждую испытуемую и контрольную пробу. Проверяют, чтобы вся поверхность была увлажнена суспензией спор.
Для абсорбирующих материалов объем инокулята составляет около 0,5 см3, а для неабсорбирующего материала – около 0,1 см3. В протоколе испытания должен быть указан объем инокулята для каждой испытуемой пробы.
Классификация абсорбирующих и неабсорбирующих материалов должна соответствовать ISO 16187.
11.4	Инкубация
Накрывают и инкубируют инокулированные испытуемые и контрольные пробы при температуре (28 ± 2) °C и относительной влажности воздуха (85 ± 5) % в течение 4 недель или дольше, или короче (минимум 2 недели) по договоренности между заинтересованными сторонами.
11.5	Контроль жизнеспособности спор
Контрольные пробы инкубируют при температуре (28 ± 2) °C и относительной влажности (85 ± 5) % в течение 7 дней для плесневых грибов и 14 дней для дерматофитов.
После инкубации на открытой поверхности всех трех контрольных проб должен наблюдаться обильный рост грибков, после чего суспензия спор будет считаться пригодной для использования.
При отсутствии такого роста суспензия спор считается непригодной, и испытание повторяют.
11.6	Оценка роста микрогрибков
Оценку роста микрогрибков на испытуемых пробах производят визуально. После инкубационного периода рост микрогрибков на поверхности испытуемых проб следует сначала осмотреть без увеличительного прибора, а затем, при необходимости, под микроскопом.
Результаты визуальной оценки для каждой испытуемой пробы оценивают с точки зрения противогрибковой активности в соответствии с пунктом 12.
Рост грибков на испытуемых и контрольных пробах следует оценивать еженедельно, оценка роста в конце инкубационного периода является  обязательной.
Отсутствие роста подтверждается микроскопическим наблюдением с увеличением не менее × 20 (для наблюдения следует использовать увеличение × 50 и более). В протоколе испытаний должно быть указано увеличение микроскопа, использованного для подтверждения наблюдения.
Стандартная продолжительность инкубационного периода составляет 21 день для плесневых грибов и 28 дней для дерматофитов. Испытание может быть завершено раньше, если в испытуемых пробах наблюдается два или более положительных результата. В протоколе испытаний должна быть указана фактическая продолжительность инкубационного периода.
		12	Оценка результатов
Результаты интенсивности роста грибков на каждой испытуемой пробе выражают в соответствии со схемой оценки, приведенной в таблице 2.

Таблица 2 — Схема оценки роста микрогрибков

	Наблюдаемый рост микрогрибков на испытуемых пробах
	Оценка противогрибковой активности
	Интерпретация

	Отсутствие роста (под микроскопом [увеличение не менее, х 20])
	0
	Материал устойчив к росту гриб-ков

	Следы роста (четко видны под микроскопом и покрывают менее 10 % поверхности испытуемой пробы)
	1
	Материал обладает некоторой устойчивостью к росту грибков

	Слабый рост (покрывают до 10 % поверхности испытуемой пробы)
	2
	Материал обладает ограничен-ной устойчивостью к росту грибков

	Средний рост (покрывают до 60 % поверхности испытуемой пробы)
	3
	Материал обладает незначи-тельной устойчивостью к росту грибков

	Сильный рост (покрывают более 60 % поверхности испытуемой пробы)
	4
	Материал не обладает устой-чивостью к росту грибков


Для повышения точности оценки на испытуемую пробу накладывается сетка (6.17), позволяющая определить процент поверхностного роста.
Если визуальная оценка испытуемых проб из одной партии варьируется в пределах двух баллов по шкале, испытание следует повторить
Было установлено, что цветные фотографии являются полезным дополнением к визуальному осмотру и их следует, по возможности, включать в протокол испытаний. Однако, в зависимости от вида и цвета испытуемой пробы не всегда понятно, что на ней видно и, например, спорообразующие грибки Aspergillus на черной велюровой коже трудно распознать на фотографиях, поэтому фотографии следует включать в протокол испытаний. При необходимости такие изображения могут быть представлены для уточнения даже вне контекста протокола испытаний.
Возможно полезно зафиксировать, обусловлен ли наблюдаемый рост мицелия с образованием или без него конидиеносцев, то есть спорообразованием. При оценке следует учитывать все виды роста, независимо от наличия или отсутствия спорообразования.
13	Протокол испытаний
[bookmark: undefined]Протокол испытаний должен содержать следующую информацию:
a) ссылка на настоящий стандарт;
b) вся информация, необходимая для полной идентификации обрабатываемых испытуемых проб, например, расположение, площадь, вес;
c) подготовка испытуемой пробы, в том числе методы предварительной обработки, если они применялись (например, метод стерилизации);
d) виды, серийные номера исследованных штаммов для различных материалов;
e) объем инокулята для каждой испытуемой пробы;
f) поверхностно-активное вещество (смачивающее средство) и его концентрация, добавленное в инокулят;
g) использованный инкубационный период;
h) оценка противогрибковой активности различных материалов или деталей обуви;
i) увеличение используемого микроскопа;
j) дата проведения испытания;
k) любые отклонения от этого метода.
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Приложение ДА
(справочное)
Сведения о соответствии ссылочных международных стандартов 
ссылочным  межгосударственным стандартам

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

	ISO 7218
	IDT
	ГОСТ ISO 7218-2015 «Микробиология пищевых продуктов и кормов для животных. Общие требования и рекомендации по микробиологическим исследованиям».

	ISO 11133
	IDT
	ГОСТ ISO 11133-2016 «Микробиология пищевых продуктов, кормов для животных и воды. Приготовление, производство, хранение и определение рабочих характеристик питательных сред» 

	ISO 16187
	
	  *

	ISO 19952
	
	*

	* Соответствующий межгосударственный стандарт отсутствует. До его принятия рекомендуется использовать перевод на русский язык международного стандарта.

П р и м е ч а н и е — В настоящей таблице использовано следующее условное обозначение степени соответствия стандартов:
      - IDT – идентичный стандарт.
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