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病毒                功效                    悬液                     测试          每个人

EN14476：2013+A2：2019- 新型冠状病毒 (SARS-CoV-2)(COVID-19 病毒 )

这项研究是根据研究主任签发的签署的议定书和项目表进行的。（见附录一）

Clinell Universal Wipes，批号： MFB-020419-A，Microbac 实验室于 2020 年

5 月 18 日收到样品，并分配 DS 编号为 K660

英国伽玛卫生消毒用品有限公司

2 Regal Way Watford, WD244YL, UK

本试验原则上符合欧洲标准 EN14476:2013+A2:2019。
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测试摘要

标题：

研究设计：

目标：

试验材料：

送检公司：





项目编号： 903-103
最后报告 2：VIRUCIDALE FFICCACY 暂停试验 EN14476：2013+A2：2019- 新型冠状病毒 (SARS-CoV-2)(COVID-19 病毒 )

试验条件

试验病毒株：

严重急性呼吸综合征相关冠状病毒 2(SARS-CoV-2)(COVID-19 病毒 ) 即新冠病毒，

病毒株为 USA-WA1/2020，来源：BEI 资源，NR52281

宿主细胞：

Vero E6 细胞，来源：ATCC CRL-1586

有效成分：

二癸基二甲基氯化铵，苯扎氯铵，苯氧乙醇

试验条件贮存条件：

阴凉，在环境室温下测试

产品外观： 

湿巾

中和剂：

试验前细胞毒性评价和病毒灭活定量悬浮试验 :

小牛血清 (NCS)（试验前细胞毒性评价）

稀释培养基： 

MEM 培养基 +2%NCS

接触时间：

30 秒；60 秒（病毒定量悬液灭活试验 )

60 秒 ( 试验前细胞毒性评价）
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试验条件（续）

试验温度：

20±1° C( 实际：20° C)（试验前细胞毒性评价和病毒定量悬液灭活试验）。

干扰条件：

3g/100mL 牛血清白蛋白 (BSA)+3mL/100mL 红细胞 ( 反应混合物中的最终浓度：3g/L 

BSA+3mL/L 红细胞 )（“污染条件”）

稀释度测试：

整洁 ( 即用型产品 )

培养基和试剂：

MEM+2%NCS

D/E Broth

NCS

MEM+5%NCS

3g/100mL 牛血清白蛋白 (BSA)+3mL/100mL 红细胞 (10 倍干扰物质，污染条件 )
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试验日期和机构

本试验的实验室阶段是在 Microbac 实验室进行， 实验室位于 105  Carpenter Drive, Sterling, VA 

20164。 试验前细胞毒性评价于 2020 年 6 月 15 日开始，于 2020 年 6 月 17 日结束。 病毒灭活试

验于 2020 年 7 月 9 日开始，2020 年 7 月 17 日结束。 研究主任于 2020 年 6 月 15 日签署了协议书。 

试验完成日期是研究主任签署最终报告的日期。

协议的所有更改或修订都有记录，由研究主任签署，保证协议的时效性。

要保存的记录

所有测试数据、协议、协议修改、测试材料记录、最终报告和 Microbac 实验室之间的通信、送检

产品将存放在 Microbac 实验室， 实验室位于 105  Carpenter Drive, Sterling, VA 20164，或存放

在现场以外的受控的机构。
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实验设计概述

接种准备：

用 VeroE6 细胞感染制备了库存病毒。 培养物在感染后几天在 -60-90° C 处冷冻。冷冻

解冻后，离心制备游离细胞库。 然后，库存病毒被均分并存储在 -60° C 或以下，直到

用于测试。 病毒库存在 MEM+5%NCS 中稀释 1.67 倍，然后用于测试。

试验产品制备：

测试了一种浓度的测试物质：整洁 ( 即用型产品 )

试验前测细胞毒性评价：

在一次试验操作中，10 倍干扰物质 1.0mL 与 1.0mL 的 DM 混合，加入 8.0mL 的试验物质， 

用振荡器混合。 反应混合物保持接触时间为 20° C。 在接触时间后，取 1.0mL 的反应混

合物与 1.0mL 冰冷的中和剂混合进行中和。 这个中和后的样品被进一步稀释到 1：10， 1：

30，1：100，1：300 和 1：1000。

病毒定量悬液试验：

在一次试验操作中，1.0mL 的 10 倍干扰物质与 1.0mL 病毒悬浮液的混合，小心地避免接

触到稀释管的上部。 然后，加入 8.0mL 的试验物质，用振荡器混合。 然后将反应混合

物保持在 20° C 的接触时间。 在接触时间后，取 1.0mL 的反应混合物与 1.0mL 冰冷的

中和剂混合进行中和。  该中和后样品在 30 分钟内用冰凉 DM 进一步稀释到 1：300。

感染力鉴定：

将样品的选定稀释液接种到平板上，每个孔 0.05mL，每稀释 8 孔或每稀释 160 孔 ( 大

容量样品 )，并在 36±2° C 与 5%±3% 的 CO2 孵育。 
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实验设计概述（续）

用病毒性细胞病变效应 (CPE) 检测试验和对照组的残留感染性病毒。病毒在细胞内增

殖引起细胞变性、死亡裂解的作用称病毒的细胞病变效应。 在 36±2° C 和 5%±3% 的

CO2 下孵育 8 天，取出、读取和记录测试产物特异性细胞毒性效应和 / 或病毒性细胞病

变效应 (CPE)。

病毒恢复对照 (VRC)：

此对照试验较长接触时间结束时执行。 在一次试验操作中，1.0mL 的 10 倍干扰物质与

1.0mL 的病毒悬浮液混合，小心地避免接触到稀释管的上部。 然后，加入 8.0mLDM，

用振荡器旋混合。 取 1.0mL 的反应混合物与 1.0mL 冰冷的中和剂混合进行中和。 其余

样品在 20° C 处保持较长的接触时间，然后以与上述相同的方式中和。

中和剂有效性 (NEC)、细胞毒性 (CT) 和病毒干扰 (VI) 控制：

这种对照是用较长的接触时间对每种试验物质进行测试的。 在一次试验操作中，1.0mL

的 10 倍干扰物质与 1.0mL 的 DM 混合，小心地避免接触到稀释管的上部。 然后，加

入 8.0mL 的试验物质，用振荡器混合。 然后将反应混合物在 20° C 保持较长的接触时

间。 在接触时间后，取 1.0mL 的反应混合物与 1.0mL 冰冷的中和剂混合进行中和。 这

种 PNS 在 30 分钟内用冰凉 DM 进一步稀释至 1：300。

中和剂的有效性：4.5mL的后淬火样品加入0.5mL的库存病毒，并在冰浴中保存30 分钟。 

这被认为是 10-1 稀释。 选择的稀释液接种到宿主细胞上，即“接种 / 孵育”。

细胞毒性：选择稀释液接种到宿主细胞上，即“接种 / 孵育”。
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实验设计概述（续）

对于病毒干扰：在适当数量的抽吸宿主细胞平板中加入 0.05mL 的 PBS 和 0.05mL 的最

低非细胞毒性稀释的样品，在 36±2° C 与 5%±3% 的 CO2 中预处理 60 分钟。 在此吸

附期之后，将样品从含有宿主细胞的平板中去除，得到 0.05mL/ 孔、梯度稀释范围为

10-3 至 10-8 挑战病毒的稀释液，并添加到宿主细胞单层中（每个浓度稀释 8 孔）。

病毒库存效价对照 (VST)：

病毒库用于稀释培养基中连续稀释 10 倍。

细胞活力对照 (CVC)：

这种对照是为了证明宿主细胞仍然存活，并证实在整个潜伏期内使用的培养基的无菌性。

在 8 孔宿主细胞中加入 0.05mL 的 DM，并以与试验样品相同的方式孵育

大容量 (LV)：

本样品用于提高测定的灵敏度。 用“Neat”浓度的病毒定量悬浮试验的 PNS 接种 160 孔

宿主细胞平板。

接种 / 孵育：

每个样品被用来在 DM 中制造十倍的系列稀释液。 每孔 0.05mL 的浓度稀释液接种于 8

孔或160孔（仅适用于大容量样品）上，并在宿主细胞平板上孵育8天， 36±2°C，5%±3%

的 CO2。
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有效测定的标准

如果满足以下标准，测试将可用于评估测试结果。

病毒诱导的细胞病变效应 (CPE) 与试验产物诱导的细胞毒性效应（如果有的话）是可区

分的。

在病毒干扰试验中，经中和处理的测试产品与经 pbs 处理的单层膜之间的滴度差≤ 1.0 

log10。

NEC 与 VST 的滴度差≤ 0.5 log10。

在细胞活力对照中未检测到病毒，并在潜伏期结束时观察到病毒是健康的，没有被感染。

试验病毒悬液滴度至少为 108 TCID50 或 至少具有允许测定的浓度至少有 4 个对数值的

病毒滴度。 产品溶液的细胞毒性不影响宿主细胞的生存能力，在稀释的试验混合物中，

这是必要的，以证明减少 4.0-log10 的病毒。

产品评估标准

根据 EN14476：2013+A2：2019 指南，如果滴度超过细胞毒性水平，则测试产品通过测试。

协议修正 / 偏差协议修正

协议修正

见附录一。

协议偏差

在进行本研究期间，没有发生任何已知的程序偏离研究协议或相关 SOP 的情况。
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效价和 95% 置信区间的计算

TCID50/mL 测定 , 使用以下公式的 Spearman- Karber 方法：

病毒库用于稀释培养基中连续稀释 10 倍。

注：

m    = 有一半孔受感染的稀释倍数与测试体积的对数

xk       = 在所有培养物中诱导感染的最小剂量的对数 

d       = 稀释因子的对数

pi       = 稀释时阳性结果的比例 i

∑pi   =p 的和 i （从稀释倍数最高开始，产生 100% 的感染 )

用 0.05 mL 的样品接种量转换为 TCID50/ml。

报告每个样本的病毒滴度 ±95% 置信区间。 标准偏差 σm 使用以下公式计算：

注：

df    = 稀释因子的对数

pi     = 稀释 i 时阳性结果的比例

σm   = 标准偏差

n i   = 稀释时复制的数量 i

表示从第 k 次稀释开始的稀释量之和 , 95% 的置信区间为 m ± 1.963σm/2。
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效价和 95% 置信区间的计算（续） 

采用以下方法（泊松分布）进行效价计算：

当一个样本含有低浓度的病毒时，有一个离散的概率，如果只对样本中的一小部分进行病毒测试，

那么由于病毒在整个样本中的随机分布，该分数将测试为阴性。 分析的样本不含有传染性病毒的概

率 p 用：p= (V-v)/V  。表示 y 其中 V 是容器的总体积，v 是被测试分数的体积，y 是随机分布在样

本中的传染性病毒的绝对数量。 如果 V 相对于 v 足够大， 泊松分布可以近似 p：

其中 c 为感染性病毒浓度，v 为总样本量。 如果所有孔均为阴性，则认为该过程后的病毒滴度小于

或等于此值。 样品测定的总体积为 v=v’nd，其中 v’是井中的测试体积，n 是每个样品的孔数，d 是

样品稀释度。
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结果

结果见表 1-6

 log10 减少因子 (LRF) 的计算方法如下：

Log10 降低因子 = 初始病毒载量 (Log10) - 结束病毒载量 (Log10)

病毒载量的测定方法如下 :

表 1

预试验细胞毒性控制 - 小牛血清

表 2

预试验细胞毒性对照 -D/E 培养
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Clinell Universal Wipes

Clinell Universal Wipes

1:10

1:30

1:100

1:300

1:1000

1:10

1:30

1:100

1:300

1:1000

* 稀释是指国家统计局的稀释倍数。

* 稀释是指国家统计局的稀释倍数。

观察到细胞毒性

观察到细胞毒性

观察到细胞毒性

未观察到细胞毒性

未观察到细胞毒性

观察到细胞毒性

观察到细胞毒性

观察到细胞毒性

未观察到细胞毒性

未观察到细胞毒性

稀释 *

稀释 *

很整洁

很整洁

第 13 页 ( 合计 15 页 )





表 3

滴度结果 - 测试

表 4

细胞毒性对照

表 5

病毒干扰对照
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病毒库存效价对照

理论负载（病毒恢复对照 ) b

理论负荷 b

细胞活力对照

n/a

n/a

n/a

6.68   ±   0.20

5.38   ±   0.20

3.20   ±   0.20

5.80   ±   0.17

5.43   ±   0.18

6.43   ±   0.18

       

7.10   ±   0.17

6.73   ±   0.18

6.43   ±   0.18

       

T=0

T= 结束

60 秒

30 秒

60 秒

10

10

n/a

10

10

2

2

n/a

300

300

-

10

10

-

2

300

6.68   ±   0.20

6.68   ±   0.20   

未检测到病毒；细胞存活；培养基无菌

病毒回收对照 (VRC)

中和剂有效性对照 (NEC) c

Clinell Universal Wipes

Clinell Universal Wipes

 ≤ -0.43  *

≤ -0.43  *

 ≤ 3.05  *

≤ 3.05  *

a 体积校正考虑了样品接触后时间的中和和淬火。
b 基于病毒原液滴度 (6.68 Log10 TCID50/mL) 减去 Log10( 体积 x 体积修正 )
c 4.5 mL 的淬火后的样品加入 0.5 mL 的储存病毒，通过振荡器混合，并在冰浴中保持 30 分钟。 N/A 即不适用

* 没有发现病毒；理论效价是根据泊松分布确定的。

注 1：VST 和 NEC 之间的病毒负荷差异为 0.50 ≤对数 10  TCID50.

注 2：当“滴定”样品中没有检测到病毒时，使用“大容量”作为输出负载，因为大容量具有较低的检测极限 (LOD)。    当在“滴定”样品中

检测到病毒时，滴定作为输出负载，因为滴定更准确。

* 中和后淬火样品 (PNS) 被认为是未稀释的 (100) 
结论：中和试验物质对未蜕皮无明显细胞毒性

结论：中和试验物质对未蜕皮无明显细胞毒性

样本

Clinell Universal Wipes

稀释 *

100

细胞毒性控制

未观察到细胞毒性

                       样本                            接触时间                                                     滴度                数量         数量              病毒负荷                               
(Log10 TCID50 /m L)       (mL)          更正 *        (Log10 TCID50 /m L) 

样本

Clinell Universal Wipes

PBS

滴度差

0.13

n/a

滴度

5.43   ±   0.18

6.43   ±   0.18

       

(Log10 TCID50 /m L)  
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                       滴度                数量         数量              病毒负荷                               
(Log10 TCID50 /m L)       (mL)          更正 *        (Log10 TCID50 /m L) 
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结论

根据 EN 14476:2013+A2 2019 标准，如果病毒滴度降低大于 4 个 log，超过细胞毒性水平，则

所测样品通过灭活病毒定量悬液法测试。如所述，当新冠病毒（SARS-CoV-2）暴露于被测样品

（Clinell Universal Wipes）30 秒和 60 秒 (20±1℃ ) 后，新冠病毒滴度减少 log10 ≥ 4.05±0.17, 符合

EN14476 灭活病毒的标准。

结果（续）

表 2

预试验细胞毒性对照 -D/E 培养
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样本

Clinell Universal Wipes

Clinell Universal Wipes

接触时间

30 秒

60 秒

7.10   ±   0.17 

7.10   ±   0.17 

≤  3.05

≤  3.05

≥ 4.05  ±  0.17

≥ 4.05  ±  0.17

(Log10 TCID50 )      (Log10 TCID50 )      (Log10 TCID50 )      
初始滴度 终末滴度 减少滴度

说明：以英文检测报告为准，中文译文仅供参考


