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1　 范围

本标准规定了用Phi-X174噬菌体悬浮液为挑战菌株，对口罩材料进行病毒过滤效率的测试方法。
本标准适用于对口罩材料有病毒过滤效率评价要求的膜状或片状过滤材料。
2　 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 6682-2008 分析实验用水规格和试验方法
3　 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。
3.1
病毒 virus
无独立的代谢系统，只能在活的宿主细胞内复制的具有感染性的微小生物。
3.2
噬菌体 bacteriophage
能感染细菌的一种病毒。

注：本试验方法中，噬菌体即指Phi-X174。Phi-X174对人类不是致病病毒，但可用于模拟对人类有致病性的病毒。
3.3
溶解 lysis

整个细菌细胞裂解或破坏。
注：本试验方法中，大肠杆菌作为宿主细胞因Phi-X174侵入而引起溶解。
3.4
噬菌斑 plaque

（病毒学）理论上由单个活病毒感染、溶解宿主细胞而形成的清晰可见区域。

注：本试验方法中，噬菌斑即指琼脂层上E. coli C的菌落中的清晰可见区域，理论上是单个存活的Phi-X174感染和溶解细菌的结果。
3.5
 空斑形成单位 plaque-forming unit；PFU
通过感染和溶解琼脂上层的细菌而产生噬菌斑的病毒粒子。
3.6
替代微生物 surrogate microbe
用于模拟对人类有致病性的其他微生物的微生物。
注：本试验方法中，替代微生物即指噬菌体Phi-X174，用于模拟HCV、HBV和HIV。
3.7

    病毒过滤效率 Viral Filtration Efficiency；VFE
在规定流量下，口罩材料对含病毒悬浮粒子滤除的百分数。
4 测试方法

4.1测试原理
使带有一定浓度病毒的气溶胶，以一定流速穿过样品，通过测定穿透样品前、后气溶胶中的病毒数量，计算该样品对病毒的过滤效率。
4.2 仪器和实验试剂

4.2.1 病毒过滤效率测试设备1)（见图1）：采用超声雾化器制备测试用病毒气溶胶。调试设备，使气溶胶产生的速率为6mL/min，所产生的气溶胶微粒直径在（0.5~6）μm之间，确保90%的微滴直径小于4.2μm，并使微滴平均直径约为3μm。雾化器与样品的连接方式可使气溶胶从上至下撞击水平放置的样品，气溶胶通过样品后即进入气体采样器。用大约30mL无菌蛋白胨水来收集穿过样品的病毒颗粒。空气采样器的出口通过单独的管道与气体流量表相连接来控制气体流速。经过气泵抽吸，气体以28.5L/min的速度进入整个测试系统。在实验开始前，所有能与病毒气溶胶接触的系统部件均应经121℃高压灭菌20min。

图1测试设备示意图

①——超声雾化器

②——样品

③——空气采样器

④——气量表

⑤——气泵
4.2.2 其他设备

4.2.2.1 气源：能提供（20.0～22.0）kPa的气压。

4.2.2.2 培养箱：能保持温度在（36±1）℃。

4.2.2.3 水浴锅：能获得（45±2）℃的温度。

4.2.2.4 涡流混匀器。

4.2.2.5 冰箱：能维持温度在（5±3）℃。

4.2.2.6 压力蒸汽灭菌器：能维持温度在（121±1）℃，绝对压力在（214±7）kPa。

4.2.2.7 计时器，准确度至少为1s。

_____________
1) 测试设备可采用符合本标准规定的等效设备。

4.2.2.8 振荡器。
4.2.2.9  pH计，精度至少为0.1pH单位。

4.2.2.10 接种环。

4.2.2.11 分光光度计：能在640nm处测量吸光度。

4.2.2.12 离心机：具有10 000r/min加速度。

4.2.2.13  0.22µm过滤膜。
4.2.3  实验制剂
4.2.3.1噬菌体营养肉汤（Phi-X174）

胰蛋白胨               8g

氯化钾                 5g

氯化钙                 0.2g

蒸馏水（最终定容至）1 000mL

灭菌后，pH值为7.3±0.2。

4.2.3.2 下层琼脂

琼脂                   15g

营养肉汤               8g

氯化钾                 5g

蒸馏水   （最终定容至）1 000mL
氯化钙                 1mL（高压灭菌后加入）。

制备1mol/L的氯化钙溶液并经高压蒸汽灭菌。

灭菌后，pH值为7.3±0.2。
4.2.3.3 上层琼脂

琼脂                   7g

营养肉汤               8g

氯化钾                 5g

蒸馏水   （最终定容至）1 000mL

氯化钙                 1mL（高压灭菌后加入）。

制备1mol/L的氯化钙溶液并经高压蒸汽灭菌。

灭菌后，pH值为7.3±0.2。

4.2.3.4  0.1%无菌蛋白胨水

4.2.3.5 噬菌体Phi-X174(ATCC 13706-B1)，浓度至少为1.0×108PFU/mL。

4.2.3.6 大肠杆菌（ATCC 13706）

4.2.3.7 纯水 GB/T 6682-2008 3级水
4.3 预处理
每一测试样品应在温度为（21±5）℃，相对湿度为（60±10）%的环境中放置至少24h。

4.4  试验步骤
4.4.1 噬菌体悬浮液的制备程序

菌体悬浮液的制备的程序如下：

a) 将10mL～25mL噬菌体营养肉汤（4.2.3.1）加入装有250mL 三角瓶中，用接种环将大肠杆菌接种于该营养肉汤中，在温度为（36±1）℃，转速为（225±25）r/min的条件下培养过夜；
b) 用100mL新鲜制备的噬菌体营养肉汤将上述培养过夜的细菌培养液1：100稀释，置于1L的三角瓶中。在温度为（36±1）℃，转速为（225±25）r/min的条件下培养。大约3小时后，细菌增殖至浓度为（3±1）×108CFU/mL，与此对应的在分光光度计上测得的640nm下的培养液吸光度为0.3～0.5。

c) 将5mL～10mL噬菌体Phi-x174接种到上述细菌培养液（4.4.1b）中，使噬菌体的浓度为1.0×109 PFU/mL。确保噬菌体个数与细菌个数之比在0.1和2.0之间。

d) 将接种后细菌培养液在（36±1）℃培养，剧烈震荡1h~5h，直至细菌裂解。当培养液640nm下的吸光度不再下降时可认为细菌完全裂解。

e) 将培养液在10 000r/min下离心20min以去掉细胞碎片。将上层液倒入一干净的试管中。

f) 将含有噬菌体的悬浮液用0.22µm的膜过滤，以纯化噬菌体溶液。

g) 测定噬菌体溶液的浓度并（5±3）℃保存。此时测得的噬菌体浓度一般在（5.0±2）×1010 PFU/mL的范围内。

h) 将噬菌体培养液稀释至测试所需的浓度以制得噬菌体挑战悬浮液。

4.4.2 试验程序
雾化器的液体容器中加入30mL检测用噬菌体挑战悬浮液。噬菌体浓度通过4.4.1所述方法进行双重控制，使其为1.0×107 PFU/mL。每次测试前，用空气灌注整个系统45s后，开启超声雾化器，超声雾化器工作15s后关闭。为保证所有产生的气溶胶完全被吸附在样品的滤芯上，系统还要继续用空气灌注4min。该步骤能提供足够的时间使病毒颗粒尽可能地通过样品。试验样品组、阳性对照组测试各重复三次。
4.4.3试验液的定量测试
将试验样品组试验液梯度稀释至10-3，阳性对照组稀释液梯度稀释至10-7，用下述程序定量测试试验液中噬菌体的数目：

a) 移取2.5mL融化的无菌上层琼脂培养基到已灭菌的试管中，并保持上层琼脂培养基温度在（45±2）℃；

b) 将盛有上层琼脂培养的试管从热源上移走，迅速加入0.5mL稀释后的试验液，以制备接种管。

c) 每个接种管中加入100µL过夜放置的大肠杆菌培养物；

d) 将试管充分混匀，倒在下层琼脂培养基平板的表面上；

e) 每个试验样品和对照样品收集来的试验液，均制备2个平板；

f) 让琼脂凝固，并在（36±1）℃培养，直至产生肉眼清晰可见的噬菌斑，通常至少需6h。

g）培养后，计数出现30个~300个噬菌斑平皿上的噬菌斑数（PFU），若最小稀释倍数的噬菌斑数＜30，则按实际数量记录，若无噬菌斑，则噬菌斑记为“＜1”。
5  结果计算
按公式1计算病毒过滤效率结果：
VFE=
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式中：
VFE——病毒过滤效率，%；
c——阳性对照组试验液2个平板噬菌斑计数平均值，pfu；

T——试验样品组试验液2个平板噬菌斑计数平均值，pfu；
分别计算3个试验样品的病毒过滤效率。
6  试验报告

报告应至少包括下列内容：
a）引用本标准的说明；

b) 试验材料信息（制造商、供应商、批号、材质及到样日期）；

c）样品的预处理条件（例如，温度、相对湿度）；
d）试验菌种名称、编号及浓度； 

e）单次测试结果；

f）试验人员和试验日期；

g）任何偏离本标准的情况。
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