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前言
本文件按照GB/T 1.1-2020 《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
本文件修改采用ISO 18259:2014《眼科光学 接触镜护理产品 镜片盒内的接触镜护理产品及接触镜受到细菌和真菌挑战的评估方法》。
本文件与ISO 18259:2014的技术差异及原因如下：
——用规范性引用的GB/T 11417.4替换了ISO 18369-3，两个文件之间的一致性程度为非等效，以适应我国的技术条件，增加可操作性。

——用规范性引用的YY/T 0719.3-2009替换了ISO 14729，两个文件之间的一致性程度为修改采用，以适应我国的技术条件，增加可操作性。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由国家药品监督管理局提出。
本文件由全国光学和光子学标准化技术委员会医用光学和仪器分技术委员会（SAC/TC 103/SC 1）归口。
本文件起草单位：浙江省医疗器械检验研究院。
本文件主要起草人：陈靖云、丁一忱、高娜娜。
眼科光学 接触镜护理产品 镜片盒内的接触镜护理产品及接触镜受到细菌和真菌挑战的评估方法
1 范围

本文件描述了一种抗微生物效力终点法，来确定用于消毒的接触镜护理液、镜片盒和水凝胶镜片的相容性。本文件确立了一种用抗微生物效力终点法来评估用于消毒的护理液与接触镜及镜片盒相容性的操作程序。当存在镜片盒和/或镜片时，抗菌剂的微生物效力将根据标签说明中规定的浸泡步骤进行评估。
本文件适用于接触镜护理产品。
本文件不适用于氧化系统。
2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该注日期对应的版本适用于本文件；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 11417.4 眼科光学 接触镜 第4部分：试验用标准盐溶液（GB/T 11417.4-2012, ISO 18369-3:2006, NEQ）
YY/T 0719.3-2009 眼科光学  接触镜护理产品  第3部分:微生物要求和试验方法及接触镜护理系统（ ISO 14729-2001, MOD）
ISO 18369-1 眼科光学 接触镜 第1部分：词汇、分类系统和推荐的标识规范（Ophthalmic optics - Contact lenses - Part 1: Vocabulary, classification system and recommendations for labelling specifications）
注：GB 11417.1-2012（含2022年第1号修改单）  眼科光学 接触镜 第1部分：词汇、分类和推荐的标识规范（ISO 18369-1:2006, MOD）
3 术语和定义
   ISO 18369-1界定的术语和定义适用于本文件。
4 原则
在镜片及镜片盒配合使用的护理液中接入有机物试验菌后，在不同时间点，评估试验溶液的抗微生物效力。除另有规定，应使用新的镜片和新的镜片盒。本试验将模拟由接触镜配戴者操作引起的微生物污染。

将一个镜片放置在一个镜片盒孔内，在每个镜片上接入1.0×105~1.0×106 cfu的试验菌；试验菌和镜片接触3min~10 min，在每个镜片盒孔内加入适宜体积（至少2ml）的护理液。为了评估镜片盒和镜片对护理液的抗微生物活性的影响，将接种镜片在护理液中浸泡不同的时间（标注的浸泡周期、24h、7d以及标注的镜片盒内最长储存期）。为每个时间点应准备一组独立的镜片盒，每个试验条件应评估三个平行孔。可评估额外时间点。

应对各种类型镜片进行评估，例如Ⅰ、Ⅳ、Ⅴ类镜片。应在被推荐与护理液配合使用的镜片盒内加入最少量的护理液进行评估。
应使用YY/T 0719.3-2009规定的五种试验菌。

评估所有时间点的对数减少值。

由该方法获得的数据宜与防腐剂的摄入和释放数据一起进行评估（ISO 11986）。
5 原理

本研究是为模拟在推荐的浸泡和储存时间内由接触镜配戴者操作引起微生物污染而设计的。
6 方法

6.1 概述
除镜片盒外，本试验所用的培养基、试验菌、试验菌维护、试验器材等见YY/T 0719.3-2009。
6.2 试验程序
6.2.1 试验所用的镜片类型应具代表性，例如低含水非离子型镜片（Ⅰ类）、高含水离子型镜片（Ⅳ类）和具代表性的硅水凝胶镜片（Ⅴ类），试验中所用的护理液适合所选的镜片。选用-3.00D的镜片。除另有规定外，试验所用的镜片应是新的、未使用过的。

应在被推荐与护理液配合使用的镜片盒内加入最少量的护理液进行评估。除另有规定外，试验所用的镜片盒应是新的、未使用过的且未经预处理的。为每个时间点、每种镜片类型，准备三个镜片盒孔，用于样品试验；另外，为每个时间点准备不含镜片的对照镜片盒。因此，仅考虑一个时间点、一种试验菌（5种试验菌中任一种），为了评估一种镜片盒、一种护理液和一种镜片类型，共需6个镜片盒孔（3个孔用于试验，3个孔用于对照）；如果对每种试验菌在4个时间点进行评估，则至少需要24个镜片盒孔。可评估额外时间点。

如果一次试验中评估的镜片类型多于1种，每个试验菌只需一组对照镜片盒。

应按照附录A的规定用有机物制备试验菌。

6.2.2 无菌操作，从无菌包装中取出新的、未使用过的镜片，用无菌纱布吸干镜片。镜片进行试验之前，将每个镜片在≥10mL的盐溶液中浸泡24±1h，或将镜片从泡罩包装（或PP包装）中取出直接使用。盐溶液配方详见GB/T 11417.4。
6.2.3准备好用于试验和对照的镜片盒，并打开盖子。无菌操作，将浸泡在盐溶液中的镜片取出，用无菌纱布吸干镜片，在每个试验孔内放置一个镜片，凹面朝上。另准备三个不放镜片的镜片盒孔作为对照。
注意宜保持镜片凹面形状。
6.2.4 在试验孔和对照孔中各接入0.10 mL有机物菌液，每个孔最终菌落计数在1.0×105~1.0×106cfu之间。轻轻地将菌液分散到试验孔内镜片的凹面上和对照孔的孔内，然后盖上盖子。
6.2.5 使试验菌与试验镜片接触3~10min，然后无菌地将已知体积的护理液轻轻加入到试验和对照镜片盒孔内，让镜片完全浸没在溶液中。除另有规定外，每个孔应至少加入2mL。此时请勿摇动镜片盒，以免污染盖子。
6.2.6接种后，盖紧镜片盒盖子，然后将其放置在20-25℃。应用校准过的仪器对温度进行监测，并记录。
宜注意小心移动接种后的镜片盒，以免污染盖子。
6.2.7检查每个试验菌的接种量。取一个无菌管，加入与试验孔内护理液等体积的PBST，然后加入0.1ml的菌液。涡旋混匀，将接种后的PBST取1.0 mL连续稀释后进行平皿计数，重复三次。
6.2.8取样时间点至少包括：最短模拟浸泡时间±10 min、24 h±1h、7d±0.25d以及被建议的镜片最长储存时间±0.25d，可评估额外时间点。如果模拟时间点小于30min，样品应在+30s内完成取样。应在每个时间点均对试验孔和对照孔内的溶液进行取样。每个镜片盒孔仅在一个时间点取样一次。每个取样点按下列程序进行：

6.2.8.1确保每个孔是盖紧的。
6.2.8.2使镜片盒孔垂直于涡旋仪表面（垂直握住接种后的镜片盒，使其与涡旋仪表面接触），取样前剧烈涡旋至少30s。
6.2.8.3无菌操作，小心地将镜片上的液体摇到镜片盒孔内，立即取走镜片并丢弃。
6.2.8.4无菌操作，用无菌移液管从涡旋后的镜片盒孔内立即吸取1 mL试液，用9 mL验证过的中和剂进行稀释。
6.2.8.5用验证过的中和剂进行连续稀释。在进行下一步稀释前，充分混匀每个稀释管。静置使中和完全。中和条件应基于YY/T 0719.3-2009的恢复生长培养基对照试验。
6.2.8.6若配方中的抗微生物成分未被充分地灭活或中和，则用经验证的膜过滤法除去。
注：选择合适的程序，见YY/T 0719.3-2009附录B。
6.2.9 对适宜稀释级的稀释液，用恢复生长培养基（如细菌用TSA，霉菌和酵母菌用SDA）来测定活菌数，重复三次（除另有规定）。

若用膜过滤法消除或中和抗微生物成分，在相应的培养基上培养滤膜。

若用倾注平皿法，保持倾注前的琼脂培养基低于50℃。

必要时，用于活菌计数的琼脂培养基也可含抗微生物灭活剂或中和剂。
6.2.10在30℃～35℃培养细菌恢复生长平皿；在20℃～25℃或30℃～35℃培养酵母菌恢复生长平皿；在20℃～25℃培养霉菌恢复生长平皿。应确定细菌、酵母菌、霉菌的最佳恢复生长培养时间。最短培养时间基于恢复生长培养基对照试验（按YY/T 0719.3-2009）。记录计数平皿上的所有活菌数（cfu）。

培养期间，宜定期观察平皿，以防出现由于过度生长而无法计数的现象。

细菌和酵母菌的可计数平皿是指30 cfu/皿-300 cfu/皿；霉菌的可计数平皿是指8 cfu/皿 -80 cfu/皿，仅在100或10−1稀释级的平皿上观察到菌落的除外。观察不到菌落的情况也应记录，例如当某个样本在某个时间点的所有稀释级的平皿上只有零菌落的时候，记录为“0”或者“NR”（无恢复生长）。
6.2.11计算6.2.10可计数平皿上的菌落平均数。

6.2.12计算每个平行孔的试验样品的平均菌浓度cfu/ml及log减少值。

6.2.13计算每个试验样品的3个平行孔的平均对数减少值。

7.性能要求

本文件提供了风险评估数据，但并不代替YY/T 0719.3-2009的要求。
附录A
（规范性）
有机物试验菌的制备

A.1 试剂或材料
A.1.1有机物微生物

非指定菌株酿酒酵母（S.c.）。

A.1.2 培养基和试剂

A.1.2.1 不含有氯化钙和氯化镁的DPBS：200 mg/l KCl、200 mg/l KH2PO4、8000 mg/l NaCl和2160 mg/l Na2 HPO4∙7H2O。
A.1.2.2沙氏葡萄糖琼脂（SDA）斜面。

A.1.2.3热灭活牛血清。

A.1.3 试验设备

常用的实验室设备：无菌移液管、拭子、试管、培养皿（90~100mm× 20mm）等，培养箱，用于分光光度法测定菌液浓度、菌落计数及离心的适宜设备。

A.2热杀酵母菌的制备

在20℃~25℃，用SDA斜面培养酿酒酵母42h~48h。用DPBS收集SDA斜面上的酿酒酵母，离心，轻轻地移去上清液，加入新的DPBS，再次离心，用DPBS重悬。把浓度调到1×107cfu/ml~1×108 cfu/ml，在100℃±2℃热杀10min。对热杀酵母菌无需进一步操作。使用前，冷藏（2℃~8℃）保存。

A.3 有机物的制备

A.3.1 使用时，取一份热杀酵母菌（A.2），在不超过5000хg、最长时间30min下离心，去掉上清液，加入等量的热灭活牛血清，将热杀酵母菌重悬。

举例：如果取上述1ml热杀酵母菌离心，则用1ml热灭活牛血清来重悬此热杀酵母菌。

A.3.2 稀释1ml上述有机物至9ml DPBS，即为制备的有机物。

A.4有机物试验菌的制备

按YY/T 0719.3-2009中6.2，制备各个试验菌。收集培养菌后，可用离心法进行洗脱。细菌悬液可用过滤（如3μm~5μm孔径）制得单细胞分散液。用DPBS将试验菌悬液的浓度调至1×107 cfu/ml~1×108 cfu/ml，用分光光度计测得。离心使试验菌沉淀成球状，轻轻地移去上清液，用制备的有机物（A.3.2）重悬。试验时，如用平皿计数法来测定每种菌液的实际浓度（cfu/ml）。制备的菌液在室温下最长保存时间仅2h，无需冷藏。
参考文献
[1] ISO 11986, Ophthalmic optics — Contact lenses and contact lens care products — Determination of preservative uptake and release.

[2] Mowrey-McKee M., Borazjani R., Collins G., Cook J., Norton S. A New Method for Evaluationof Compatibility of Contact Lenses and Lens Cases with Contact Lens Disinfecting Solutions. Eye Contact Lens. 2011, 38 (1) pp. 53–62.
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