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COMMISSION ELECTROTECHNIQUE INTERNATIONALE

ESSAIS D’ENVIRONNEMENT -

Partie 2-10: Essais — Essai J et guide:
Moisissures

AVANT-PROPOS

1) La Commission Electrotechnique Internationale (CEl) est une organisation mondiale de normalisation
composée de l'ensemble des comités électrotechniques nationaux (Comités nationaux de la CEl). La CEl a
pour objet de favoriser la coopération internationale pour toutes les questions de normalisation dans les
domaines de I'électricité et de I'électronique. A cet effet, la CEl — entre autres activités — publie des Normes
internationales, des Spécifications techniques, des Rapports techniques, des Spécifications accessibles au
public (PAS) et des Guides (ci-aprés dénommés "Publication(s) de la CEI"). Leur élaboration est confiée a des
comités d'études, aux travaux desquels tout Comité national intéressé par le sujet traité peut participer. Les
organisations internationales, gouvernementales et non gouvernementales, en liaison avec la CEl, participent
également aux travaux. La CEIl collabore étroitement avec I'Organisation Internationale de Normalisation (ISO),
selon des conditions fixées par accord entre les deux organisations.

2) Les décisions ou accords officiels de la CEl concernant les questions techniques représentent, dans la mesure
du possible, un accord international sur les sujets étudiés, étant donné que les Comités nationaux de la CEl
intéressés sont représentés dans chaque comité d’études.

3) Les Publications de la CEIl se présentent sous la forme de recommandations internationales et sont agréées
comme telles par les Comités nationaux de la CEIl. Tous les efforts raisonnables sont entrepris afin que la CEIl
s'assure de I'exactitude du contenu technique de ses publications; la CEl ne peut pas étre tenue responsable
de I'éventuelle mauvaise utilisation ou interprétation qui en est faite par un quelconque utilisateur final.

4) Dans le but d'encourager l'uniformité internationale, les Comités nationaux de la CEIl s'engagent, dans toute la
mesure possible, a appliquer de fagon transparente les Publications de la CEl dans leurs publications
nationales et régionales. Toutes divergences entre toutes Publications de la CEIl et toutes publications
nationales ou régionales correspondantes doivent étre indiquées en termes clairs dans ces dernieres.

5) La CEIl n’a prévu aucune procédure de marquage valant indication d’approbation et n'engage pas sa
responsabilité pour les équipements déclarés conformes a une de ses Publications.

6) Tous les utilisateurs doivent s'assurer qu'ils sont en possession de la derniére édition de cette publication.

7) Aucune responsabilité ne doit étre imputée a la CEIl, a ses administrateurs, employés, auxiliaires ou
mandataires, y compris ses experts particuliers et les membres de ses comités d'études et des Comités
nationaux de la CEI, pour tout préjudice causé en cas de dommages corporels et matériels, ou de tout autre
dommage de quelque nature que ce soit, directe ou indirecte, ou pour supporter les colts (y compris les frais
de justice) et les dépenses découlant de la publication ou de I'utilisation de cette Publication de la CEIl ou de
toute autre Publication de la CEl, ou au crédit qui lui est accordé.

8) L'attention est attirée sur les références normatives citées dans cette publication. L'utilisation de publications
référencées est obligatoire pour une application correcte de la présente publication.

9) L’attention est attirée sur le fait que certains des éléments de la présente Publication de la CEIl peuvent faire
I'objet de droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. La CEIl ne saurait étre tenue pour
responsable de ne pas avoir identifié de tels droits de propriété et de ne pas avoir signalé leur existence.

La Norme internationale CEIl 60068-2-10 a été établie par le comité d'études 104 de la CEl:
Conditions, classification et essais d’environnement.

Cette sixieme édition annule et remplace la cinquiéme édition parue en 1988. Cette édition
constitue une révision technique.

Les principaux changements par rapport a I’édition précédente sont listés ci-dessous:

— Deux champignons d’essai remplacés par deux autres

— Concentration des spores définie pour chaque champignon d’essai

— Suspension de spores dans une solution de sels minéraux (addition)

— Préconditionnement des spécimens par stockage en chaleur humide (exigence)
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INTERNATIONAL ELECTROTECHNICAL COMMISSION

ENVIRONMENTAL TESTING -

Part 2-10: Tests — Test J and guidance:
Mould growth

FOREWORD

1) The International Electrotechnical Commission (IEC) is a worldwide organization for standardization comprising
all national electrotechnical committees (IEC National Committees). The object of IEC is to promote
international co-operation on all questions concerning standardization in the electrical and electronic fields. To
this end and in addition to other activities, IEC publishes International Standards, Technical Specifications,
Technical Reports, Publicly Available Specifications (PAS) and Guides (hereafter referred to as “IEC
Publication(s)”). Their preparation is entrusted to technical committees; any IEC National Committee interested
in the subject dealt with may participate in this preparatory work. International, governmental and non-
governmental organizations liaising with the IEC also participate in this preparation. IEC collaborates closely
with the International Organization for Standardization (ISO) in accordance with conditions determined by
agreement between the two organizations.

2) The formal decisions or agreements of IEC on technical matters express, as nearly as possible, an international
consensus of opinion on the relevant subjects since each technical committee has representation from all
interested IEC National Committees.

3) IEC Publications have the form of recommendations for international use and are accepted by IEC National
Committees in that sense. While all reasonable efforts are made to ensure that the technical content of IEC
Publications is accurate, IEC cannot be held responsible for the way in which they are used or for any
misinterpretation by any end user.

4) In order to promote international uniformity, IEC National Committees undertake to apply IEC Publications
transparently to the maximum extent possible in their national and regional publications. Any divergence
between any IEC Publication and the corresponding national or regional publication shall be clearly indicated in
the latter.

5) IEC provides no marking procedure to indicate its approval and cannot be rendered responsible for any
equipment declared to be in conformity with an IEC Publication.

6) All users should ensure that they have the latest edition of this publication.

7) No liability shall attach to IEC or its directors, employees, servants or agents including individual experts and
members of its technical committees and IEC National Committees for any personal injury, property damage or
other damage of any nature whatsoever, whether direct or indirect, or for costs (including legal fees) and
expenses arising out of the publication, use of, or reliance upon, this IEC Publication or any other IEC
Publications.

8) Attention is drawn to the Normative references cited in this publication. Use of the referenced publications is
indispensable for the correct application of this publication.

9) Attention is drawn to the possibility that some of the elements of this IEC Publication may be the subject of
patent rights. IEC shall not be held responsible for identifying any or all such patent rights.

International Standard IEC 60068-2-10 has been prepared by IEC technical committee 104:
Environmental conditions, classification and methods of test.

This sixth edition cancels and replaces the fifth edition published in 1988. This edition
constitutes a technical revision.

The main changes with respect to the previous edition are listed below:

— Two test fungi replaced by two others

— Concentration of the spores defined for each test fungus

— Spores suspension in mineral salt solution additionally introduced
— Pre-conditioning of the specimens by damp heat storage prescribed
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— Production d’aérosols ultrasonores de la suspension de spores comme méthode d’inocu-
lation privilégiée (addition)

— Réduction de la durée d’incubation de 84 jours a 56 jours

— Extension du grade 2 de moisissures divisé en grade 2a et 2b

— Information détaillée sur les méthodes d’inoculation a I’Annexe B

— Annexe E: suppression du diagramme

Le texte de cette norme est issu des documents suivants:

FDIS Rapport de vote

104/365/FDIS 104/373/RVD

Le rapport de vote indiqué dans le tableau ci-dessus donne toute information sur le vote ayant
abouti a I'approbation de cette norme.

Cette publication a été rédigée selon les Directives ISO/CEI, Partie 2.

Elle a le statut d’'une publication fondamentale de sécurité conformément au Guide CEI 104.

Cette norme constitue la partie 2-10 de la CEI 60068 qui comporte les parties principales
suivantes, présentées sous le titre général Essais d'environnement:

Partie 1

Partie 2:
Partie 3:
Partie 4:
Partie 5:

Généralités

Essais

Documentations d'accompagnement et guide
Renseignements destinés aux rédacteurs de spécification

Guide pour la rédaction des méthodes d'essais

Le comité a décidé que le contenu de cette publication ne sera pas modifié avant la date de
maintenance indiquée sur le site web de la CEl sous «http://webstore.iec.ch» dans les

données relatives a la publication recherchée. A cette date, la publication sera

* reconduite;

* supprimée;

* remplacée par une édition révisée, ou
+ amendée.

Full document details: IEC 60068-2-10 2005
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— Supersonic aerosolization of the spores suspension as the preferred inoculation method
introduced

— Duration of incubation reduced from 84 days to 56 days

— Extent of mould growth grade 2 split into grade 2a and grade 2b
— Detailed information on methods of inoculation given in Annex B
— Annex E: flow-chart deleted

The text of this standard is based on the following documents:

FDIS Report on voting
104/365/FDIS 104/373/RVD

Full information on the voting for the approval of this standard can be found in the report on
voting indicated in the above table.

This publication has been drafted in accordance with the ISO/IEC Directives, Part 2.
It has the status of a basic safety publication in accordance with IEC Guide 104.

This standard forms Part 2-10 of IEC 60068 which consists of the following major parts, under
the general title Environmental testing:

Part 1: General and guidance

Part 2: Tests

Part 3: Supporting documentation and guidance

Part 4: Information for specification writers

Part 5: Guide to drafting of test methods

The committee has decided that the contents of this publication will remain unchanged until

the maintenance result date indicated on the IEC web site under "http://webstore.iec.ch" in
the data related to the specific publication. At this date, the publication will be

* reconfirmed;

* withdrawn;

» replaced by a revised edition, or
* amended.
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ESSAIS D’ENVIRONNEMENT -

Partie 2-10: Essais — Essai J et guide:
Moisissures

1 Domaine d’application

La présente partie de la CEI 60068 fournit une méthode d’essai pour déterminer I'importance
des moisissures supportées par les produits électrotechniques et la maniére dont une
moisissure peut compromettre la performance et les autres propriétés correspondantes du
produit.

Etant donné que les conditions de moisissures comprennent une humidité relative élevée,
I’essai est applicable aux produits électrotechniques destinés au transport, au stockage et a
I'utilisation dans des conditions humides sur une période d’au moins quelques jours.

2 Références normatives

Les documents de référence suivants sont indispensables pour l'application du présent
document. Pour les références datées, seule I'édition citée s'applique. Pour les références
non datées, la derniére édition du document de référence s'applique (y compris les éventuels
amendements).

ISO/CEI 17025:1999, Prescriptions générales concernant la compétence des laboratoires
d’étalonnage et d’essais

ISO 846:1997, Plastiques — Evaluation de I'action des micro-organismes
MIL-STD-810 F:2000, Méthode 508.5 Fungus (champignons)

Laboratory Biosafety Manual 2nd Ed., WHO 1993, ISBN 92 4 1544503

3 Description générale

Le présent essai a pour objet I'inoculation des produits électrotechniques avec une sélection
de spores de moisissures, suivie par une période d’incubation dans des conditions favorables
a la germination de spores et a la croissance de moisissures.

Deux variantes d’essai sont proposées. La variante 1 préconise une inoculation du spécimen
avec les spores de moisissures sans substances nutritives, tandis que la variante 2 prescrit
I'inoculation avec les spores de moisissures en suspension dans une solution nutritive qui
entretient la croissance de moisissures.

Il est conseillé d’utiliser des méthodes d’essais tels que spécifiés pour les plastiques dans
I'ISO 846 afin d’évaluer la vulnérabilité aux dommages par moisissures des matériaux de
construction utilisés.

NOTE Il est recommandé que les laboratoires de microbiologie testant les produits techniques soient accrédités
conformément a I'lSO/CEI 17025. Pour de plus amples informations, voir I’ Annexe F.
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ENVIRONMENTAL TESTING -

Part 2-10: Tests — Test J and guidance:
Mould growth

1 Scope

This part of IEC 60068 provides a test method for determining the extent to which
electrotechnical products support mould growth and how any mould growth may affect the
performance and other relevant properties of the product.

Since mould growth conditions include high relative humidity, the test is applicable to
electrotechnical products intended for transportation, storage and use under humid conditions
over a period of some days at least.

2 Normative references

The following referenced documents are indispensable for the application of this document.
For dated references, only the edition cited applies. For undated references, the latest edition
of the referenced document (including any amendments) applies.

ISO/IEC 17025:1999, General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories

ISO 846:1997, Plastics — Evaluation of the action of microorganisms
MIL-STD-810 F:2000, Method 508.5 Fungus

Laboratory Biosafety Manual 2nd Ed., WHO 1993, ISBN 92 4 1544503

3 General description

This test covers the inoculation of electrotechnical products with a selection of mould spores
followed by a period of incubation under conditions which promote spore germination and the
growth of mould.

Two variations of the test are given. Variant 1 specifies inoculation of the specimen with the
mould spores without nutrients whereas variant 2 specifies the inoculation with the mould
spores suspended in a nutritive solution which supports mould growth.

It is advisable to use testing procedures such as specified for plastics in ISO 846 to assess
the vulnerability to damage by mould growth of the constructional materials used.

NOTE Laboratories for microbiological testing of technical products should be accredited in accordance with
ISO/IEC 17025. See further Annex F.

Documents

Document Sharing Hub

Full document details: IEC 60068-2-10 2005


http://avadocuments2026.com/doc/iec-60068-2-10-2005
http://avadocuments2026.com/doc/iec-60068-2-10-2005

- 10 - 60068-2-10 O CEI:2005

Les spécimens assemblés peuvent se couvrir d’'une contamination de surface sous forme de
poussieres, d’éclaboussures, de dépdts nutritifs ou de graisses volatiles condensées. Cela
peut étre causé par I'exposition a I'air des produits lors de leur stockage, de leur utilisation ou
de leur transport ou de leur manipulation sans couverture protectrice. Cette contamination de
surface peut étre responsable de la formation d'importantes colonies fongueuses qui risquent
de continuer a croitre et de provoquer des dégats plus grands. Une évaluation des effets
d’une telle contamination peut étre obtenue par I'application de la variante d’essai 2.

En raison des difficultés inhérentes au maintien des conditions requises dans une trés grande
etuve, un matériel composite de taille importante sera généralement essayé élément par
élément. Le prix de I'essai s’en trouvera ainsi diminué, car plusieurs éléments peuvent avoir
une construction tellement similaire qu’il ne sera nécessaire d’en essayer qu’un seul.

4 Risques auxquels est exposée la santé des investigateurs

Des spores de moisissures viables sont requises pour cette procédure d’essai, et les
conditions ambiantes doivent favoriser la croissance de moisissures.

En conséquence, il est essentiel d’étudier les annexes contenues dans la présente norme
avant de manipuler les cultures de moisissures ou d’entreprendre les phases de I'essai
décrites ultérieurement.

Annexe A Dangers encourus par le personnel
Annexe B Méthodes d’inoculation

Annexe C Mesures de sécurité recommandées
Annexe D Procédures de décontamination

Le Laboratory Biosafety Manual, 274 Ed., World Health Organization 1993,
ISBN 92 4 1544503 contient des informations générales de base sur la sécurité des
installations traitant des champignons.

5 Description des variantes d’essai

5.1 Variante d’essai 1

Aprés une période d’incubation de 28 jours déterminant

- l'importance de la croissance de moisissures par examen visuel;

- les détériorations physiques provoquées par la croissance de moisissures;

- dans le cas de croissances de moisissures, l'effet sur le fonctionnement et/ou les
propriétés électriques si cela est prescrit dans la spécification particuliére.

La période d’incubation doit étre portée a un total de 56 jours avant vérification de la fonction
et/ou mesure des propriétés électriques si cela est prescrit dans la spécification particuliére.

5.2 Variante d’essai 2

Aprés une contamination simulée avec des substances nutritives suivie par une période
d’incubation de 28 jours déterminant

- limportance de la croissance de moisissures par examen visuel;

- les détériorations physiques provoquées par la croissance de moisissures;

- Jl'effet de croissances de moisissures sur le fonctionnement et/ou les propriétés
électriques si cela est prescrit dans la spécification particuliere.
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Surface contamination in the form of dusts, splashes, condensed volatile nutrients or grease
may be deposited upon assembled specimens. This can be brought about by storage and use
or transport with the product exposed to the atmosphere or handled without protective
covering. This surface contamination can cause an increased colonization by fungi and may
lead to greater growth and damage. An assessment of the effect of such contamination can
be given by the application of test variant 2.

Due to the difficulty of maintaining the necessary conditions in a very large chamber, a large
composite equipment will normally be tested as a number of sub-units. This will in any case
minimize the cost of the test since several sub-units may be so similar in construction that
only one of them need be tested.

4 Health hazards to operators

This test procedure requires the use of viable mould spores and the application of ambient
conditions which promote mould growth.

Therefore before any attempt is made to handle mould cultures, or to carry out steps of the
test subsequently described, it is important that the annexes of this standard be studied.

Annex A Danger to personnel

Annex B Inoculation methods

Annex C Recommended safety precautions
Annex D Decontamination procedures

Laboratory Biosafety Manual, 2"d Ed., World Health Organization 1993, ISBN 92 4 1544503
includes general background reading on safety in facilities dealing with fungi.

5 Description of the test variants

5.1 Test variant 1
After a 28 days incubation period determine

- the extent of mould growth by visual inspection;

- the physical damage caused by mould growth;

- in the case of mould growth the effect on functioning and/or electrical properties if
required in the relevant specification.

The incubation period shall be extended to a total of 56 days before checking the function
and/or measuring electrical properties if required in the relevant specification.

5.2 Test variant 2

After a simulated contamination with nutrients followed by a 28 days incubation period
determine

- the extent of mould growth by visual inspection;
- the physical damage caused by mould growth;

- the effect of the mould growth on functioning and/or electrical properties if required in the
relevant specification.
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La résistance superficielle du spécimen sera réduite par application des substances nutritives
pour la simulation de la contamination sans croissance de moisissures. Cet effet doit étre pris
en considération si la fonction est vérifiée et/ou si les propriétés électriques sont mesurées.

Du fait de I'application de substances nutritives, des croissances de moisissures existeront et
un effet fongique doit donc étre considéré.

6 Réactifs et matériaux

6.1 Cultures ou spores — Fourniture et conditions

Les champignons suivants doivent étre utilisés pour effectuer I'essai (voir le Tableau 1). La
nature de I'attaque que I'on peut attribuer a chaque champignon est donnée a titre indicatif.
Mais les spores de toutes les cultures doivent étre utilisées ensemble dans une suspension
mélangée quelle que soit la nature du spécimen.

Les cultures ou les spores lyophilisées doivent étre obtenues par une collection de cultures
mycologiques reconnue. Elles doivent étre livrées dans des boites avec la date d’inoculation
de la culture sur les boites.

Un certificat doit confirmer la conformité de la culture avec le champignon et le numéro
d’origine comme spécifié dans le Tableau 1 et/ou a ’Annexe E.

Les cultures et les spores lyophilisées doivent étre stockées et manipulées conformément aux
recommandations de l'organisme fournisseur et des exigences correspondantes de la
présente norme. Lors de la préparation d’une culture par le laboratoire d’essai a partir d’'une
culture de souche ou de spores lyophilisées, la date d’inoculation doit étre marquée sur le
tube de culture.

Tableau 1 — Champignons d’essai

N° Nom Origine N°3) Attaque sur Note
1 Aspergillus niger ATCC 6275 nombreux matériaux n2
2 Aspergillus terreus ATCC 10690 matériaux en plastique n2
3 Chaetomium globosum ATCC 6205 cellulose n2
4 Hormoconis resinae DSM 1203 |U’bl’lflal’1tS a base -

d’hydrocarbures
5 Paecilomyces variotii ATCC 18502 plastiques et cuir n2
6 | Penicillium funiculosum ATCC 36839 nombreux matériaux M2
spécialement les textiles
7 Scopulariopsis brevicaulis ATCC 36840 caoutchouc n2
8 | Trichoderma virens ATCC 9645 cellulose, textiles 2)

et plastiques

) Egalement spécifié dans I'ISO 846.

2) Egalement spécifié dans la MIL-STD-810 F, Tableau 508.5-I.

3)  Voir également I’Annexe E.

Les cultures doivent étre utilisées pour la préparation de la suspension de spores d’essai
lorsqu’elles sont bien sporulées.
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The surface resistance of the specimen will be reduced by application of nutrients for
simulation of contamination without any mould growth. This effect should be considered if
checking the function and/or measuring electrical properties.

Due to the application of nutrients, mould growth will exist; failing this, a fungicidal effect shall
be considered.

6 Reagents and materials

6.1 Cultures or spores — Supply and conditions

The following fungi shall be used for performing the test (see Table 1). The nature of the
attack to be expected from each fungus is indicated for guidance. The spores of all cultures,
however, shall be used together in a mixed suspension whatever the nature of the specimen.

The cultures or freeze-dried spores shall be obtained from a recognized mycological cultures
collection. They shall be supplied in containers with the date of inoculation of the culture
thereon.

A certificate shall confirm the accordance of the culture with the fungus and strain number as
specified in Table 1 and/or Annex E.

Cultures and freeze-dried spores shall be handled and stored in accordance with the
recommendations of the supplier and the relevant requirements of this standard. Preparing a
culture by the test laboratory from a stock culture or from freeze-dried spores the date of
inoculation shall be marked on the culture tube.

Table 1 — Test fungi

No. Name Strain No. 3 Attacks Note

1 Aspergillus niger ATCC 6275 many materials N2

2 Aspergillus terreus ATCC 10690 plastic materials 02

3 Chaetomium globosum ATCC 6205 cellulose 02

4 Hormoconis resinae DSM 1203 Ihydrocarbon based -
ubricants

5 Paecilomyces variotii ATCC 18502 plastics and leather N2

6 | Penicillium funiculosum ATCC 36839 many materials h2)
especially textiles

7 Scopulariopsis brevicaulis ATCC 36840 rubber 02

8 | Trichoderma virens ATCC 9645 cellulose, textiles 2)
and plastics

3} Also specified in ISO 846.
3) Also specified in MIL-STD-810 F, Table 508.5—I.
See also Annex E.

Cultures shall be used for preparing the test spore suspension when they are well sporulated.
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On l'atteint dans la plupart des cas aprés une période d’incubation de 7 a 14 jours a (29 £ 1) °C.

NOTE Le fournisseur des cultures ou des spores lyophilisées peut recommander d’autres conditions pour
développer la culture.

Si les cultures ne sont pas appelées a étre utilisées immédiatement, elles doivent étre
stockées dans un réfrigérateur a une température comprise entre 5 °C et 10 °C pendant une
période ininterrompue ne dépassant pas six semaines. Les cultures utilisées pour préparer la
suspension doivent avoir au moins 14 jours mais pas plus de 28 jours a partir de la date
d’inoculation indiquée sur la boite.

Le bouchon du récipient ne doit étre retiré qu’au début de la préparation de la suspension de
spore. Une seule suspension doit étre effectuée a partir d’'une boite ouverte.

6.2 Préparation d’une suspension de spores
6.2.1 Généralités

La suspension est d’abord préparée dans de I'eau distillée stérilisée a laquelle on aura ajouté
0,05 % d’'un agent mouillant. On a constaté que I'utilisation d’un agent & base de taurine-
méthyle-N ou de dioctylsulfosuccinate de sodium est appropriée. L’agent mouillant ne doit pas
contenir de substances susceptibles de stimuler ou d’inhiber la croissance des moisissures.

10 ml du mélange eau/agent mouillant sont versés doucement dans chaque culture. Un fil de
platine ou de nichrome doit étre stérilisé par chauffage au rouge dans une flamme, puis
refroidi. Ce fil doit étre utilisé pour gratter légérement la surface de la culture de fagcon a
libérer les spores.

Le liquide doit étre agité doucement pour disperser les spores sans détacher les fragments
mycéliens. La suspension doit étre ensuite transvasée lentement et filtrée a travers une
couche mince de laine de verre stérile ou a travers un entonnoir de microfiltration a
dimensions de pores de 40 ym a 100 ym dans un tube centrifugeur stérilisé

La suspension de spores filtrée doit étre centrifugée et le liquide surnageant doit étre rejeté.
Le résidu doit étre remis en suspension dans au moins 10 ml d’eau distillée stérilisée et étre
centrifugé a nouveau. Les spores doivent étre lavées de cette maniére trois fois de suite.

6.2.2 Préparation pour la variante d’essai 1

Diluer le résidu de spores final de chaque culture dans un volume

e de solution de sels minéraux conformément a 6.3 mais sans saccharose si la spécification
particuliere prescrit un examen visuel uniquement (voir 5.1);

- d’eau distillée stérilisée si la spécification particuliére prescrit de vérifier la fonction ou de
mesurer les propriétés électriques (voir 5.1);

en réglant la concentration de spores a 1x 108 & 2 x 106/m| déterminée a l'aide d’une
chambre de comptage ou par turbimétrie.

Mélanger des volumes égaux des suspensions uniques suffisants pour la procédure
d’inoculation appropriée afin d’obtenir une suspension de spores mélangées finale préte pour
I'inoculation. La suspension de spores dans la solution de sels minéraux doit étre utilisée
dans les 48 h qui suivent la préparation. La suspension de spores dans l'eau distillée
stérilisée doit étre utilisée dans les 6 h qui suivent la préparation.

NOTE Préparer des volumes totaux d’environ 100 ml pour I'inoculation par pulvérisation ou d’environ 500 ml pour
I'inoculation par badigeonnage ou immersion par exemple.
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This is reached in most cases after a 7 to 14 days incubation period at (29 £ 1) °C.
NOTE The supplier of cultures or freeze-dried spores may recommend other conditions to develop the culture.

If the cultures are not for immediate use, they shall be stored in a refrigerator at a
temperature between 5 °C and 10 °C, for a continuous period of not more than six weeks
commencing not earlier than 14 days and not later than 28 days from the date of inoculation
given on the container.

The lid of the container shall not be opened once the preparation of the spore suspension has
started. Only one suspension shall be made from the opened container.

6.2 Preparation of spore suspension
6.2.1 General

The suspension is first prepared in sterilized distilled water, to which has been added a
wetting agent with a concentration between 0,005 % and 0,01 %. An agent based on N-
methyl-taurine or on dioctyl-sodium sulphosuccinate has been found to be suitable. The
wetting agent shall not contain substances which support or inhibit mould growth.

10 ml of the water containing the wetting agent shall be added gently to each culture.
A platinum or nichrome wire shall be sterilized by heating to red heat in a flame and allowed
to cool. This wire shall be used to gently scrape the surface of the culture to liberate spores.

The liquid shall be slightly agitated to disperse the spores without detaching mycelial
fragments and the suspension shall be gently decanted and filtered through a thin layer of
sterile glass wool or through a micro filter funnel with a pore size from 40 um to 100 ym into a
sterilized centrifuge tube.

The filtered spore suspension shall be centrifuged and the supernatant liquid shall be
discarded. The residue shall be re-suspended in not less than 10 ml of sterilized distilled
water and centrifuged again. The spores shall be washed in this manner three times.

6.2.2 Preparation for test variant 1
Dilute the final spore residue of each culture in a volume of

- mineral salt solution in accordance with 6.3 but without sucrose (saccharose) if the
relevant specification prescribes visual inspection only (see 5.1);

- sterilized distilled water if the relevant specification prescribes checking the function or
measuring electrical properties (see 5.1);

that adjusting the spore concentration to 1 x 106 to 2 x 108/ml determined with a counting
chamber or by turbimetry.

Blend equal volumes of the single suspensions sufficient for the relevant inoculation
procedure to obtain the final mixed spore suspension ready for inoculation. Spore suspension
in mineral salt solution shall be used within 48 h after preparation. Spore suspension in
sterilized distilled water shall be used within 6 h after preparation.

NOTE Prepare total volumes of about 100 ml for inoculation by spraying or of about 500 ml for inoculation by
painting or dipping.
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6.2.3 Préparation pour la variante d’essai 2

Diluer le résidu de spores final de chaque culture dans un volume de solution nutritive
conformément a 6.3 en réglant la concentration de spores a 1 x 106 a 2 x 108/ml déterminée
a l'aide d'une chambre de comptage ou par turbimétrie.

Mélanger des volumes égaux des suspensions uniques suffisants pour la procédure
d’inoculation appropriée afin d’obtenir une suspension de spores mélangées finale préte pour
I'inoculation. Utiliser la suspension de spores dans les 6 h qui suivent la préparation.

NOTE Voir 6.2.2.

6.3 Bandes de controle

Les bandes de contrble nécessaires a cet essai doivent consister en des bandes de papier-
filtre blanc stérilisé ou en tissu de coton non traité.

La solution nutritive nécessaire a la préparation des bandes de contrdle doit consister en une
solution des réactifs suivants dans de I'eau distillée.

Réactifs g/l

Phosphate dihydrogéné de potassium (KH,PO,) 0,7
Phosphate hydrogéné de dipotassique (K,HPO,) 0,3

Sulfate de magnésium (MgSQ, - 7 H,O) 0,5
Nitrate de sodium (NaNO;) 2,0
Chlorure de potassium (KCI) 0,5
Sulfate ferreux (FeSO4 - 7 H,O) 0,01
Saccharose 30,0

Le pH doit étre compris entre 6,0 et 6,5 a 20 °C. On doit I'ajuster avec du NaOH 0,01 molaire,
si nécessaire. La solution doit étre stérilisée dans un autoclave a (120 = 1) °C pendant
20 min.

Immédiatement avant I'inoculation (voir 11.2), les bandes de contréle doivent étre saturées
par la solution nutritive retirées de cette solution et égouttées.

7 Description de I'appareillage d’essai

71 Inoculation par pulvérisation
Il convient d’utiliser de préférence un appareillage a aérosol ultrasonore comme ceux utilisés

pour les traitements thérapeutiques par inhalation en liaison avec une chambre d’inoculation
de sécurité (voir ’'Annexe B).

7.2 Incubation des spécimens de petites dimensions

Des récipients de verre ou de plastique munis de couvercles doivent étre utilisés pour mettre
ou suspendre les éprouvettes et les bandes de contrdle.

Le récipient doit avoir une taille et une forme telles qu’il puisse contenir en permanence un
volume d’eau suffisant pour maintenir a I'intérieur une humidité relative supérieure a 90 %.
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6.2.3 Preparation for test variant 2

Dilute the final spore residue of each culture in such a volume of nutritive solution in
accordance with 6.3 adjusting the spore concentration to 1 x 106 to 2 x 106/ml determined
with a counting chamber or by turbimetry.

Blend equal volumes of the single suspensions sufficient for the relevant inoculation
procedure to obtain the final mixed spore suspension ready for inoculation. Use the spore
suspension within 6 h after preparation.

NOTE See 6.2.2.

6.3 Control strips

The control strips called for in the test shall consist of strips of pure white filter paper or
untreated cotton textile.

The nutritive solution called for in preparing the control strips shall consist of a solution of the
following reagents in distilled water.

Reagent g/l
Potassium dihydrogen phosphate (KH,PO,) 0,7
Dipotassium hydrogen phosphate (K,HPO,) 0,3
Magnesium sulphate (MgSO, - 7 H,0) 0,5
Sodium nitrate (NaNO,) 2,0
Potassium chloride (KCI) 0,5
Ferrous sulphate (FeSO, - 7 H,O) 0,01
Sucrose (saccharose) 30,0

The pH shall be 6,0 to 6,5 at 20 °C. It shall be adjusted with 0,01 molar NaOH if needed.
The solution shall be sterilized in an autoclave at (120 + 1) °C for 20 min.

Immediately before inoculated (see 11.2), the control strips shall be saturated by the nutritive
solution, removed from it and allowed to drain free of drips.

7 Description of test apparatus

71 Inoculation by spraying

Preferably a supersonic aerosol apparatus, as used for therapeutic treatment by inhalation,
should be used in connection with a safety inoculation chamber (see Annex B).

7.2 Incubation of small specimens

Containers of glass or plastic with lids provided with devices for putting on or suspending the
specimens and control strips shall be used.

The container shall be of such size and shape as to expose a sufficient surface area of free
water in the base at all times in order to maintain a value of relative humidity greater than
90 % within it.
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Les dispositifs pour le montage ou la suspension doivent étre tels que les spécimens et les
bandes de contréle ne soient & aucun moment en contact avec I’eau ni aspergés.

Les récipients doivent étre placés dans une chambre maintenant une température uniforme
dans I’'espace de travail comprise entre 28 °C et 30 °C pour I'incubation des spécimens et des
bandes de contréle. Les variations périodiques de la température dues a l'action du
régulateur ne doivent pas dépasser 1 °C/h.

7.3 Incubation des spécimens de grandes dimensions

Une chambre de chaleur humide de taille appropriée doit étre utilisée pour les spécimens
d’incubation trop grands pour les récipients prévus en 7.2. La chambre doit étre munie d’'une
porte a fermeture hermétique pour éviter qu’'un échange d’air ne se produise avec le
laboratoire ou elle se trouve.

L’humidité relative dans I'espace de travail doit étre maintenue a une valeur supérieure a
90 %. L’eau de condensation provenant des parois latérales ou de la partie supérieure de la
chambre ne doit pouvoir en aucun cas tomber sur les spécimens et les bandes de contréle.
La température dans I'espace de travail doit étre uniforme et comprise entre 28 °C et 30 °C.
Les variations périodiques de la température dues a l'action du régulateur ne doivent pas
dépasser 1 °C/h.

Pour obtenir ’humidité requise et maintenir une température uniforme a l'intérieur de I'espace
de travail, une circulation forcée d’air peut étre nécessaire. La vitesse du déplacement d’air
ne doit pas dépasser 1 m/s a la surface du ou des spécimens.

8 Sévérités

La sévérité pour chaque variante d’essai est déterminée par la durée de I'incubation.

Variante d’essai 1 — séveérité 1 28 jours
— sévérité 2 56 jours

comme l'exige la spécification particuliére.

Variante d’essai 2 — sévérité 28 jours
9 Examens initiaux

Les spécimens doivent étre examinés visuellement et soumis aux vérifications électriques et
meécaniques prescrites par la spécification particuliére.

10 Préconditionnement

10.1 Nettoyage

Les spécimens doivent étre utilisés pour I'essai dans le méme état qu’a la livraison. lls ne
doivent normalement pas subir de lavage spécial.

Si la spécification particuliere le prescrit, on doit laver la moitié du lot des spécimens dans de
I’éthanol ou de 'eau déminéralisée contenant un détergent; cette procédure sera suivie d’un
rincage a I'’eau déminéralisée exempte de détergent et I'autre moitié doit demeurer dans le
méme état qu'a la livraison. De cette fagon, toute croissance de moisissures due a I'utilisation
de matériaux impropres dans la construction du spécimen pourra étre distinguée de celle
résultant d’'une contamination de surface.
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The devices for putting on or suspending shall be such as to ensure that specimens and
control strips are not allowed to touch or to be splashed by the water.

The containers shall be placed in a chamber maintaining a uniform temperature throughout
the working space within the range of 28 °C to 30 °C for incubating the specimens and control
strips. Any periodic cycling of temperature due to action of the thermostat shall not exceed
1 °C/h.

7.3 Incubation of large specimens

A suitable humidity chamber shall be used for incubation specimens too large for the
containers specified in 7.2. The humidity chamber shall have a well sealed door to prevent
exchange of atmosphere between its interior and the laboratory.

The relative humidity within the working space shall be maintained at a value greater than
90 %. No condensed water from the walls or roof of the chamber shall be allowed to fall on
the specimens and control strips. The temperature throughout the working space shall be
maintained uniformly within the range of 28 °C to 30 °C. Any periodic cycling of the
temperature due to action of the thermostat shall not exceed 1 °C/h.

In order to achieve the specified humidity and temperature uniformly throughout the working
space it may be necessary to use forced air circulation within it. The flow rate shall not
exceed 1 m/s over the surface of the specimen(s).

8 Severities
The severity for each test variant is determined by the duration of the incubation.

Test variant 1 — severity 1 28 days
—severity 2 56 days

as required in the relevant specification.

Test variant 2 — severity 28 days

9 Initial examinations

The specimens shall be visually inspected and shall be electrically and mechanically checked
as required by the relevant specification.

10 Pre-conditioning

10.1 Cleaning

The specimens shall be used for the test in the “as received” condition. Normally, they shall
not be submitted to any special cleaning.

If prescribed by the relevant specification half of the lot of specimens shall be cleaned by
washing with ethanol or demineralized water containing a detergent followed by rinsing with
demineralized water free of detergent and the other half shall remain in the “as received”
condition. By this means any mould growth caused by the use of unsuitable materials in
construction of the product can be distinguished from that due to surface contamination.
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