TCVN TIEUCHUANQUOC GIA

l

TCVN 8106 : 2009
ISO/TS 26844 : 2006

Xuét ban 1an 1

S(’A VA SAN PHAM S(A -
XAC DINH DU’ LUONG KHANG SINH —
PHEP THU PHAN TAN TRONG. ONG NGHIEM

Milk and milk products -

Determination of antimicrobial residues - Tube diffusion test

HA NOI - 2009



TCVN 8106 : 2009

L&i néi dau
TCVN 8106 : 2009 hoan toan tvong dwong voéi ISO/TS 26844 : 2006:

TCVN 8106 : 2009 do Ban ky thuat tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F12
Stra va sdn phdm sira bién, soan, Téng cuc Tiéu chudn Do lvdng Chéat
lveng de nghi, B6 Khoa hoc va Céng nghé céng bé.
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Sira va san phdm sira - Xac dinh dw lwgng khang sinh -
Phép thir phan tan trong 6ng nghiém

Milk and milk products — Determination of antimicrobial residues —

Tube diffusion test

1 Phamvi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phép thir tac nhan (rc ché vi sinh vat @& phat hién cac loai khang sinh trong sira

va cac san pham sa.

Phwong phap nay cé thé ap dung cho sira nguyeén ligu, stra d& xt li nhiét va stra bét hoan nguyén.
2 Tai lidu vién din

Cac tai ligu vién ddn sau rét can thiét cho viéc 4p dung tiéu chudn nay. D&i véi cac tai liéu vién din ghi
na&m cong bd thi 4p dung phién ban duwoc néu. D6i véi cac tai lidu vién dan khong ghi nam cong bd thi
ap dung phién ban méi nhat, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu cé).

TCVN 4884 (ISO 4833), Vi sinh vét trong thuc phdm va thic &n chan nuéi — Phuong phap dinh lvgng
vi sinh vét trén dia thach — Ky thuat dém khuén lac & 30 d6 C

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vét trong thyre phdm va thic &n chdn nudi - Yéu ciu chung va hudng

dan kiém travi sinh vét.

ISO 13969, Milk and milk products — Guidelines for a standardized description of microbial inhibitor
tests (Sta va san phdm s¥a — Huong dén mé ta chudn phép thir nghiém tac nhan trc ché vi khudn)

ISO 18330, Milk and milk products - Guidelines for the standardized description of immunoassays or
receptor assays for the detection of antimicrobial residues (Sra va sén phdm sira — Huong dén mo ta
chuan thir nghiém mién dich hodc thir nghiém thy cam dé phat hién dv luwgng khéng sinh)
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3 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chuan nay s dung cac thuat ngl va dinh nghfa sau day:

3.1
Chét khang sinh (antimicrobial substances)
Céc chat thay (rc ché khi thir nghiém theo quy trinh quy dinh trong tiéu chuén nay.

3.2
Gidi han phat hién (limits of detection)
Mdrc ndng 86 ma tai d6 sé phan trdm xac dinh mau duwong tinh dwec phat hién.

viDy 95%.

4 Nguyén tic

Mau sira dwoc cho vao 2 dng nghiém dwng moi tredng thach co chiva Geobacillus stearothermophilus
ATCC 10149 (twong ty chiing C953 cua NIZO). Cac éng nghiém nay khac nhau vé pH, chét bé sung
va khang sinh bd tro. Cac vi sinh vat sinh trudng binh thuwrdng khi dwoc U &m sé lam thay déi chat chi
thi pH, 1am déi mau thach tr d6 tia sang vang. Néu trong sira c6 chira cac chét lam (rc ché sy sinh
trudng cla vi sinh vat thi chéat chi thi pH sé gilr nguyén mau 4o tia.

Ong nghiém A (pH 7,0; chira chloramphenicol) ¢6 46 nhay dwgc tang ré rét véi du lgng tetracycline,
con 6ng nghiém B (pH 8,0, chira trimethoprim) nhay véi duv lwgng beta-lactam, macrolide,.

aminoglycaside, sulfonamide va trimethoprim.

§ Visinh vat thir nghiém, moi trirong nudi céy, dung dich chudn va mau kiém chirng

Chi str dung cac thudc thir tinh khiét phan tich va nwdc cét hodc nuwédc da loai khoang hodc nwéc c6 do
tinh khiét trong duong, trir khi cé quy dinh khac.

5.1 Visinh vat thi nghiém

Dung huyén phii Geobacillus stearothermophilus ATCC 10148 (twong ty ching C953 cia NIZO) U da
didu chinh dé co thé dém dwoc khoang 5 000 000 don vi hinh thanh khuan lac trén mililit (xem Phy luc B
vé cach chuan bi). Kiém tra chét lwong ctia m&i mé mai cla huyén phu vi sinh vat bang cach xac dinh

a6 nhay déi véi cac dung dich chuan néu trong Bang 1.

" Huyén phi Geobacillus stearothermophifus ATCC 10149 hodc ching C953 cta NIZO la vi du vé mdt san pham co6 ban san.
Théng tin nay dua ra tao thudn tién cho ngudi sir dung tiéu chuén nay, SO khéng &n dinh phai s dyng san pham trén.
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Bang 1 - Cac dung dich chudn ding d8 thir dd nhay ciia huyén phua vi sinh vat thir nghiém

Dung dich chuén | Gl s
ng/kg
Benzylpenicillin (Penixillin-G) 2
Sulfadiazine 150
Neomycin 30
Erythromycin 10
Oxytetracycline 100

Tién hanh kiém tra v&i cac dung dich chuén va sira kiém chirng trong 5 1&n theo quy trinh mé ta trong
Didu 9. Xac dinh d5 nhay cta huyén phu vi sinh vat the nghiém dbi voi benzylpenicillin va
oxytetracycline voi éng A (5.2.5) va dd nhay déi véi sulfadiazine, neomycin va erythromycin véi éng B

(5.2.6). T4t ca cac 6ng nghiém trén phai thu duwoc két qua duong tinh.

5.2 M6i treedng nubi cdy

‘P& ting dd tai lap cla phwong phap, nén s dung cac thanh phan co bdn khd hodc méi trwdng hoan
chinh khé khi chudn bi méi tredng nudi cAy. Tién hanh theo huéng dan clia nha san xuét,

5.2.1 MOoi trwong co ban

5.2.1.1 Thanh phin

Casein trypton 504
Chét chiét nam men 25g
Glucoza khan 10g
Thach : 10gdén15g
Nuéc 1000 ml

CHU THICH Mbi trréng co ban kho cé ban sén, chdng han Thach Dém BTa.
5.2.1.2 Chuén bj

- Hoa tan cac thanh phan trong nuéc va dun nong. Chinh pH sao cho sau khi kht trung pH1a 7,0+ 0,2,
Khr trung trong ndi hap ap lwc & nhiét @6 121 °C + 1 °C trong 15 min.

Mbi tredng co ban da chuén bj c6 thé luu gitr téi da dwoc 3 thang khi dwgc bdo quan noi téi & nhiét
do 0 °C dén +5 °C.
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5.2.2 Dung dich bromocrezol tia

5.2.2.1 Thanh phan

Bromocrezol tia
Etanol, 96 %

Nuoc

250 g
5 ml

100 ml

5.2.2.2 Chudn bj

Hoa tan bromocrezol tia trong etanol. Thém nuwéc dén 100 ml.

Dung dich bromocrezol tia cé thé luu gitr téi da dugc 6 thang khi dwgc bao quan noi t&i & nhiét do tr

0°C dén+5°C.

5.2.3 Dung dich chloramphenicol (CAP)

5.2.3.1 Thanh phén

Chloramphenicol
Metanol

Nuoc

20,0 mg
5mi

100 ml

5.2.3.2 Chudn bj

Hoa tan chloramphenicol trong metanol. Thém nwéc dén 100 ml.

Dung dich chloramphenicol ¢6 thé lvu gitr téi da dwec 1 thang khi dwgc bao quan noi toi & nhiét do tor

0°C dén +5°C.

5.2.4 Dung dich trimethoprim (TMP)

5.2.41 Thanh phén

{Trimelhoprim

| Etanal, 86 %

bu'o'c

250 mg

5ml

1000 ml

5.2.4.2 Chuén bi

Hoa tan trimethoprim trong etanol. Thém nwoc dén 1 000 ml.

Dung dich TMP c6 thé lvu git téi da duoc 1 thang khi dwoc bao quan noi toi & nhiét d tir 0 °C dén

+5°C,
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5.2.5 Ong nghiém A (pH=7)

Lam tan chdy moi trwéng co ban (5.2.1). Dé ngudi méi tredng trén noi cach thuy (6.3) t&i nhiét dd
63 °C + 1 °C. Thém 1,5 ml dung dich CAP (5.2.3) va 2 ml dung dich bromocrezol tia (5.2.2) vao 100 ml
méi treéng co ban da gia nhiét, ddng thoi gilr méi trrdng nay trén ndi cach thuy & nhiét a6 63 °C. Tron

KT moi trweerng.

Tiép tuc gilr moi trdng trén ndi cach thuy & nhiét d6 63 °C, dung dung dich NaOH 1 mol/l hoac HCI
1 mol/l 3é& chinh pH (xem 6.5) @én 7,0 £ 0,1 & nhiét d§ ndi trén.

Sau d6, thém mét thé tich (khoang 2 ml) huy&n phi vi sinh vat thi nghigm (5.1) vao mdi 100 ml moi
treong, sau khi U trén ndi cach thuy & nhiét do 63 °C trong 4 h 15 min + 30 min ma khéng doi mau
chirng té khdng cé chéat khang sinh.

Tron va phan phéi vao cac éng nghiém (6.4) mdi éng 1 ml méi treéng thir nghiém va dé cho méi

tredng déng déc.

Cac éng A c6 thé dwgc bao quan {6i_ da 3 ngay & nhiét 4o tlr O °C dén +5 °C, véi didu kién cac ong
duoc gilr kin dé khéng lam bay hoi (vi du dung parafilm).

5.2.6 Ong nghiém B (pH = 8)

Lam tan chdy moi tredng co ban (5.2.1). D& ngudi méi trwdng trén ndi cach thuy (6.3) t&i nhiét 4o
63 °C + 1 °C. Thém 0,6 ml dung dich TMP (5.2.4) va 2 mi dung dich bromocrezol tia (5.2.2) vao 100 ml
mdi trrong co ban da gia nhiét trude, ddng thoi gilr méi trdng trén ndi cach thuy & nhiét 46 63 °C

Tron kT moi tredng.

Tiép tuc gir mai trwedng trén ndi cach thu;i'r & nhiét 48 63 °C, dung dung dich NaOH 1 mol/l hodc
HCI 1 mol/l 3& chinh pH (xem 6.5) dén 8,00 + 0,02 & nhiét d6 nai trén. Trong khi chinh, chu y khong dé
pH cta mai trwdng vt qua 8,05.

Sau do, thém mét thé tich (khodng 2 ml) huydn phu vi sinh vat thtr nghiém (5.1) vao méi 100 ml moi
trudng, sau khi U trén ndi cach thuy & nhiét d6 63 °C trong 4 h 15 min + 30 min ma khéng déi mau

chitng t6 khong cé chat khang sinh.

Trén va phan phéi vao cac éng nghiém (6.4) mai éng 1 ml méi trwéng thir nghiém va dé cho moi
treong dong ddc.

Cac 6ng B co thé dwoc bao quan téi da 3 ngay & nhiét do tir 0 °C dén +5 °C, v&i diéu kién cac éng
duwoc gilr kin dé tranh bj bay hoi (vi du dung parafilm).
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5.3 Dung dich chudn va mau kiém chieng
Chinh céc khéi lugng can sao dé cé dd tinh khiét va ham lweng mudi phi hep voi 1ISO 13969,

Pé chuén bj cac dung dich chudn va mau kiém chitng, gid s 1 mi dung dich twong dwong véi 1 g
dung dich,

5.3.1 Dung dich chudn va mau kiém chirng benzylpenicillin

Dé bezylpenixillin dat dwgc 6 bén gidi han, cn chudn bi cac dung dich chudn bezylpenixillin trudc khi

stv dyng va lam lanh déng cac méu stra kiém chirng trong ngay str dung & nhiét do duwdi —18 °C.
5.3.1.1 Dung dich géc chuin benzylpenicillin

Hoa tan 20,0 mg + 0,1 mg bezylpenixillin trong 1000 ml nwéc va trgn. Dung dich gbc chuan nay chira

bezylpenixillin 20 mg/l.

Dung dich gbc chuan bezylpenixillin co thé lwu gitk t6i da dwec 2 ngay khi dugc bao quan ¢ nhigt 4o
tlr 0 °C dén +5 °C. :

5.3.1.2 Dung dich lam viéc chudn benzylpenicillin

Pha lodng 10 ml dung dich géc chuin bezylpenixilin (5.3.1.1) bing nwéc dén 1 000 ml va tron. Dung
dich gbc lam viéc nay chira bezylpenixillin-200 pg/l.

5.3.1.3 Mau sira kiém chirng Benzylpenicillin

Pha loang 1 ml dung dich lam viéc chudn bezylpenixillin (5.3.1.2) bing m&u sira am tinh v&i chét khang
sinh (5.4) d&n 100 ml va tron. Mau si*a kiém chirng nay chira bezylpenixillin 2 pg/l.

Miu stra kidm chieng benzylpenicillin co thé lwu gitk t6i da dwgc 2 thang khi duec bao quan trong cac

6ng nghiém (6.4) & nhiét A5 dwdi —18 °C.

CHU THICH 1 mg mubi kali penixillin-G tinh khiét trong duong véi 1 595 Ul (don vi quédc té) penixillin G. 1 mg mudi natri
penixillin-G tinh khiét trong duong véi 1 670 Ul penixillin G.

5.3.2 Dung dich chuln oxytetracycline va mau kiém chirng 6xytetracycline
5.3.2.1 Dung dich géc chuén oxytetracycline

Hoa tan 5,0 mg + 0,1 mg oxytetracycline trong 10 ml dung dich HCI 0,1 mol/l. Pha loang bang nudc
dén 100 mi va tron. Dung dich géc chudn nay chira oxytetracycline 50 mgil.

Dung dich gdc chudn oxytetracycline co thé Ivu git téi da duge 1 tudn khi dwoc bao quan noi toi &
nhiét @6 tir 0 °C dén + 5 °C.

10
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5.3.2.2 Dung djch Iam viéc chudn oxytetracycline

Pha lo&ng 10 ml dung dich géc chuén oxytetracycline (5.3.2.1) bang nwdc dén 100 ml va trdn. Dung
dich géc 1am viéc nay chira oxytetracycline 5 000 ug/l.

5.3.2.3 MAu sira kiém chirng oxytetracycline

Pha loang 2 ml dung dich |am viéc chuln oxytetracycline (5.3.2.2) véi mau sira am tinh (5.4) dén

100 ml va tron. Mau sira kiém chirng nay chira oxytetracycline 100 pg/l.

M&u sira kiém chirng oxytetracycline cé thé luu gilr téi da dwoc 3 thang khi dwoc bao quan trong cac

éng nghiém (6.4) & nhiét d6 dudi —18 °C.
5.3.3 Dung djch chun sulfadiazine va mau kiém chirng sulfadiazine
5.3.3.1 Dung djch gbc chuin sulfadiazine

Hoa tan 15,0 mg + 0,1 mg sulfadiazine trong 100 ml nwéc va tron. Dung dich géc chudn nay chira

sulfadiazine 150 mg/l.

Dung dich géc chudn sulfadiazine cé thé luu gilr téi da dwoc 2 tudn khi dwoc bao quan & nhiét do to
0°C dén + 5°C.

5.3.3.2 Dung djch 1am viéc chudn sulfadiazine

Pha loang 10 ml dung dich géc chuan sulfadiazine (5.3.3.1) bang nwéc dén 100 ml nwoc va trdn, Dung

dich géc lam viéc nay chira sulfadiazine 15 000 pgf!.
5.3.3.3 Mau si¥a kidém chirng sulfadiazine

Pha lodng 1 ml dung dich lam viéc chuén sulfadiazine (5.3.3.2) bang stra am tinh (5.4) dén 100 ml va

tron. Mau sira kiém chirng nay chira sulfadiazine 150 pgl/l.

MAu si¥a kiém ching sulfadiazine cé thé luu gitr téi da duoc 2 thang khi dwoc bao quan trong cac éng

nghiém (6.4) & nhiét d6 dwdi 18 °C.
5.3.4 Dung djch chudn neomycin va mu kiém chirng neomycin
5.3.4.1 Dung dich géc chuin neomycin

Hoa tan 30,0 mg + 0,1 mg neomycin trong 5 m| dém phosphat 0,1 mol/l (pH = 8,0 + 0,1) va trgn. Pha
lodng bang nwéc dén 1 000 mi va trén. Dung dich gbc chuin nay chira neomycin 30 mg/l.

Dung dich géc chuan neomycin c6 thé luu git ti da dwoc 2 tudn khi duwoc bdo quan & nhiét d6 tir 0 °C
dén + 5 °C.
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5.3.4.2 Dung dich lam viéc chudn neomycin

Pha loang 10 ml dung dich géc chudn neomyecin (5.3.4.1) bing nwéc dén 100 ml nudce va trn. Dung

dich gdoc lam viéc nay chira neomycin 3 000 pg/l.
5.3.4.3 MAu siva kiém chirng neomycin

Pha lodng 1 ml dung dich lam viéc chuin neomycin (5.3.4.2) bing si*a am tinh (5.4) dén 100 ml va

tron. MAu sira kiém chirng nay chira neomycin 30 pg/l.

Mau sra kiém chirng neomycin cé thé lwu gil téi da dwoe 2 thang khi dwgc bdo quan trong cac éng
nghiém (6.4) & nhiét 4§ dwdi -18 °C.

5.3.5 Dung dich chudn erythromycin va miu kiém chirng erythromycin
5.3.5.1 Dung dich géc chuldn erythromycin

Hoa tan 20,0 mg + 0,1 mg erythromycin trong 5 ml metanol. Pha loang béng nuwéc dén 1 000 ml va
tron. Dung dich géc chudn nay chira erythromycin 20 mg/l.

Dung dich gbc chuan erythromycin cé thé luu gil téi da dwec 2 tudn khi dwec bao quan & nhiét do
ter 0 °C dén +5 °C.

5.3.5.2 Dung dich lam viéc chuin erythromycin

Pha loang 5 ml dung dich géc chudn erythromycin (5.3.5.1) bang nwéc dén 100 ml va tron. Dung dich
gdc lam viéc nay chira erythromycin 1 000 pg/l.

5.3.5.3 MAiu sira kiém chirng erythromycin .

Pha loang 1 ml dung dich lam viéc chudn erythromycin (5.3.5.2) bing sira am tinh (5.4) dén 100 ml va
tron. Mau sira kiém chirng nay chira erythromycin 10 pg/l.

Mau sira kiém chirng Sulfadiazine c6 thé lwu gitk téi da dwec 2 thang khi dwec bao quan trong cac 6ng
nghiém (6.4) & nhiét 46 dudi —18 °C.

5.4 Maiu siva am tinh (sia khéng chira chit khang sinh)

Xem phuong phap thu dwgc sira kiém chirng trong ISO 13969, hodc str dung sita nguyén chét tiét
tring UHT khang chira cac chét (rc ché vi sinh vat.

6 Thiét bj va dung cu thuy tinh

Co thé dung dung cu thuy tinh s& dung mét I1an thay cho dung cy thuy tinh str dung nhiéu 1an néu dap

irng duoc cac yéu cau quy dinh.

12
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S dyung cac thiét bi, dung cu cla phong thir nghiém vi sinh vét théng thuong va cy thé nhu sau:
6.1 Thiét bj hdp ap lyc, dung @& kh(r tring &m.
Xem TCVN 6404 (ISO 7218).
6.2 Micropipet, dung tich 1 000 pl.

6.3 Nbi cach thuy, c6 ndp kin, dwoc khéng ché nhigt 6n dinh, c6 thé tuan hoan nudc va duy tri nhigt
80 6n dinh ¥63°C+1°C,70°C+£1°Cva80°C+1°C.

6.4 Ong nghiém, dudng kinh khodng 16 mm va dai khoang 80 cm.

6.5 May do pH, c6 dd chinh xdc + 0,01 don vi pH, dugc trang bj bd diéu chinh nhiét dd ty ddng va
dién cuc thich hop cho cac phép do trong chét 16ng & 63 °C (vi dy dién cyrc Ag/AgCl).

6.6 Can phan tich, c6 thé can chinh xac dén 0,1 mg va cé thé doc dén 0,01 mg.

6.7 Gia dwng dng nghiém, thich hop dé gitr éng nghiém (6.4).

7 Léy méau

M3u gli dén phong thtr nghiém phai dung la mau dai dién. Mau khong bi her hdng hodc khéng bi bién
ddi chét lwgng trong qua trinh van chuyén hay bao quén.

Viéc 14y mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén lay mau theo TCVN 6400 (ISO 707).

8 Chuan bi mau thir

Piéu quan trong 1a mAu thi s*a dang 1dng cin dugc thir nghiém ngay. Hoan nguyén mau sira bot voi

nwéc cat trudre khi thie nghiém.

9 Cach tién hanh
9.1 MA4u kiém chirng

Trén méi gia dyng éng nghiém (6.7) dat cac éng nghiém sau day va thém vao mdi éng 0,3 ml sia kiém

chirng drong tinh hodc mau sira am tinh;

a) 6ng A (5.2.5) chira mau sira kiém chirng benzylpenicillin (5.3.1.3);
b) 6ng A (5.2.5) chira mau sira kiém chirng oxytetracycline (5.3.2.3);
c) 6ng A (5.2.5) chira mAu stra am tinh (5.4);

13
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d) &ng B (5.2.6) chira mau sira kiém chirng benzylpenicillin (5.3.1.3);
e) éng B (5.2.6) chira mau sira kiém chirng sulfadiazine (5.3.3.3);

f) éng B (5.2.6) chira mau sira 4m tinh (5.4).

Khi thtr nghiém maét lteeng Ién mau thir cho thay phan Ién s& mau thir khang chira chét khang sinh thi

c4c mau thr nay dwoc coi la mau am tinh.
9.2 Chun bj éng nghiém

9.2.1 Dung pipet Idy 10 ml mau thir vao éng nghiém thuy tinh. Gia nhiét trén ndi cach thay (6.3), gitr &
nhiét dé 80 °C trong 10 min d& bat hoat cac chét (rc ché ty nhién khong bén nhiét. Lam ngudi nhanh vé
nhiét d¢ phong.

9.2.2 Dung pipet lay 0,3 ml phan mau thr (9.2.1) cho vao cac éng A va B twong (ng (5.2.5) da

dan nhan.
9.2.3 Gilr cac éng A va B trén gia (6.7) & nhiét d6 phong trong 1 h @& sira dwoc khuéch tan.

9.2.4 ROt mot 10p siva Ién trén thach. Boc cac dng bang gidy nhém hodc day ndp dé tranh lam bay

hoi nuwoe.

Sau khi phan tan, dat cac 6ng vao ndi cach thuy (6.3) & 70 °C trong 10 min dé hoat hoa céac bao tu
bang sbc nhiét.

93 U

Pat cac dng nghiém (9.2.4) vao ndi cach thuy (6.3) & nhiét dd 63 °C. U & nhiét dp nay trong 4 h 15 min
+ 30 min cho dén khi mau cla cac éng nghiém lién quan (A hoidc B) v&i stra am tinh chuyén hoan toan

tir mau dé tia sang mau vang.

Mau cta cac éng nghiém lién quan (A hodc B) véi cdc mau sira kiém chirng it nhat phai gitr dwgc mau
@6 twroi khi lay cac éng nghiém ra ngoai. Ngay sau do, Iy t&t ca cac dng nghiém (A hodc B) ra khoi néi
cach thiy va dé nhiét @ giam xuéng nhiét d§ phong trong 10 min.

9.4 Dién giai
Quan sat va ghi nhan lai mau clia cac dng chira cac mau thir va mau kiém chirng nhw sau:

a) Toan bd hodc mét phan méi trwdng thtr nghiém rdn co6 mau dé tia trong bat ki 6ng nghiém nao
chira mau thir hodc mau kiém chirng chirng t cd mit cla cac chat (e ché vi sinh vat thie nghiém

va chung to phép thir la duvong tinh.

14



TCVN 8106 : 2009

b) Toan bd mai trudng thr nghiém rdn c6 mau vang trong bat ki éng nghiém nao chira mau thi hoac
mau kiém chirng chirng té khdng phat hién cé cac chét trc ché vi sinh vat thir nghiém va chieng to

phép th 1a am tinh.

Mau clia cac éng nghiém chira miu sira am tinh phai la mau vang, trong khi cac éng nghiém chira mau
sira kiém chirng phai gilr mau dd tia. Néu khong thi phai lap lai phép thtr nghiém. Néu cac mau stra kiém
chirng va/hoac stra am tinh phat trién mau khac nhau trong cac Ian Iap lai thi phai tim ra nguyén nhan.

10 Khing dinh (tuy: chon)
10.1 Yéu cau chung

Quy trinh thir khdng dinh du lweng beta-lactam va sulfonamide duwoc md ta trong (4). Hudng dan tiép

theo dwec néu trong 10.2 va 10.3.

CHU THICH Sy c6 mat cia cac chit khang sinh 13n chét ire ché trong m3u thi c6 thd gay kho khan trong viéc khang dinh nay.

10.2 Khang dinh beta-lactam

Cé thé dung beta-lactamaza dé kiém tra sy c6 mat clia dv Iwgng penixillin va cephalosporin trong cac
mau th(r dwrong tinh véi 8ng A (5.2.5) va éng B (5.2.6). Néu hoat tinh &c ché trong mau xi |i voi beta-

lactamaza bj méat tac dung thi cé thé coi nhw cé mit dv lveng beta-lactam.
Co thé phan biét hai dang enzym beta-lactamaza:
- penixillinaza (hoat tinh beta 1), hoat ddng manh hon trong sy suy giam penixillin, va

~ cephalosporinaza (hoat tinh beta Il), hoat dong manh hon trong sw suy giam cephalosporin.

VIDY Sau day Ia quy trinh thir nghiém si¥ dung penixillinaza. Thém 2 ml penaza didm dgc chaa 10 000 000 Ul penaza/mi (co
sdn cla hang Becton, Dickinson anh Company® vao 100 ml méi trrong thir nghiém trong éng A (5.2.5) trwec khi chinh pH
Trén va phan phéi vao mdi éng 1 ml méi trrirng thir nghiém va dé& cho méi lrwdrng ddng dac lai. Sau dé thyc hién quy trinh
thir nghiém theo mé ta trong Diédu 9.

Mét sé loai beta-lactam (vi du cephalexin) it nhay hon véi beta-lactamaza. Béi voi cac trwdng hop nay,

nén xt li trurc mau sira (dung 0,3 ml penaza d4m dic cho 1 ml mau thdr & nhiét d6 37 °C trong 2 h).
10.3 Khéng dinh sulfonamide

Cac mau thtr duong tinh trong éng B (5.2.6) ¢ thé dugc kiém tra vé sw cé mat cda dv luong
sulfonamide dung dung dich p-amino axit benzoic (PABA). Néu hoat tinh cla chét (rc ché bi mét tac
dung trong mau xt li véi PABA, thi cé thé coi nhw ¢6 duw lvgng sulfonamide.

' Penaza d3m dac do Becton, Dickinson and Company san xuét 1 vi dy vé& mot san phadm cé ban san. Thong tin nay dua ra
tac thuan lién cho ngudi sty dyng tiéu chudn nay, ISQ khang 4n dinh phai sir dung sdn phim trén.
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VIDY Thém 2 mi dung dich p-aming axit benzoic (5 g/kg nwéc) vao 100 ml mdi treréng thir nghiém trong éng B (5.2.6) sau khi
da bd sung vi sinh vat thir nghiém va trwée khi chinh pH. Trén va phan phéi vao cac éng mdi dng 1 ml mdi treerng they nghigém va
a4 cho moi trrdng déng dac lai. Sau dé thyc hién quy trinh the nghiém theo md ta trong Diéu 9.

10.4 Khang dinh déi véi cac chit (rc ché khac

Néu cac chat trc ché khac khéng nhan dang dwoc nhw beta-lactam va sulfonamide thi can tiép tuc
nhan dién bang cac phép thtr nghiém khéc, nhw hé thdng thir nghiém vi sinh vat nhiéu dia, thir nghiém
mién dich hay cac phwong phap hoa hoc (HPLC, LC-MS) (xem ISO 18330).

11 Biéu thi két qua

Bidu thi két qua bang cach chi ra sy cé mat hay khéng cé mat clia cac chat khang sinh.

12 B6 chum

Xem Phu luc A v& gioi han phat hién ctia mot s chat khang sinh cé trong si¥a d6i véi phrong phap
phan tan trong éng nghiém.

13 Bao cao thir nghiém

Bao cdo thr nghiém phai ghi ro:

a) moi théng tin can thiét vé viéc nhan biét day da mau thi;
b) phwong phap lay mau da st dung;

c) phwong phap thir da st dung, ;rién dan tiéu chudn nay;

d) moi chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chudn nay, cing véi cac chi tiét bt thuong nao khac

co thé anh hwéng téi két qua;

e) két qua thl nghiém thu duec.
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Phu luc A

(Tham khao)

Dir liéu thu dwec tir cac nghién clru cong tac

Gigi han phat hién ddi véi phuong phap hai éng nghiém, éng A (pH = 7) va éng B (pH = 8), tinh bing
microgam trong mét kilogam 'sira, thu duge t mét sb nghién clru cong tac® véi sy tham gia cua ba
phéng thir nghiém c6 kinh nghiém ctia Ha Lan. Két qua dugc dua ra trong cac Bang A.1 dén A.5.

Bang A.1 - Beta-lactam

Beta-lactam Ong nghigdm A Ong nghiém B
ng/kg ng/kg
Benzylpenicillin 2 3
Amoxycillin 3
Cloxacillin | 20
Ceftiofur 50
Cephalexin 80
Bang A.2 - Macrolide
Macrolide Ong nghiém A Ong nghi¢mB |
rg/kg Hg/kg
Erythromycin 10
Spiramycin 200
Tylosin 20
Bang A.3 - Aminoglycoside
Aminoglycoside Ong nghiém A Ong nghiém B
Hg/kg ng/kg
Dihydrostreptomycin 70
Neomycin 30
Kanamycin 500
Gentamicin 20
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Bang A.4 — Tetracycline

Telracyclihe Ong nghiém A Ong nghiém B
| ng/kg © ng/kg
Oxytetracycline 100 400
Tetracycline 100 300
Doxycycline 100
L Clotetracycline 200 > 800
Bang A.5 — Sulfonamide
Sulfonamide Ong nghiém A Ong nghiém B
ng/kg ng/kg
Dapsone 2
Sulphamethazine 400
Sulfadiazine 150
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Phuluc B

(Tham khao)

Chuén bj huyén ph vi sinh vat thir nghiém

B.1 Visinh vat thir nghiém

Thu l&y ching Geobacillus stearothermophilus ATCC 10149 (twong ty chiing C953 clia NIZO), vi du tir
ATCC (http://www.atcc.ora/) ¥ hodc tir cac ngudn khac.

B.2 Chung géc
B.2.1 Thach nghiéng

B.2.1.1 Thanh phin

Chat chiét ndm men 2g
Pepton : 5g
Chét chiét thit 19
Natri clorua (NaCl) 5g
Mangan sulfat {(MnS0O4.H,0) 35mg
Thach 15g
Nudc cét 1000 ml

CHU THICH H&n hop thanh phan co ban khé ngoai mangan sulfat cé ban sdn trén thi treéng, vi dy nhy Thach Dinh duéng.
B.2.1.2 Chuén bj

Hoa tan cac thanh phan vao nwéc bang cach dun néng. Chinh pH sao cho sau khi khir trung pH-la

7.4 + 0,1. Kh( trung maéi truérng bang hép ap Iyc 15 min & nhiét @8 121 °C + 1 °C.

Trwde khi dong déc, chuyén mdi tredng vao cac dng nghiém thuy tinh v tring va cé ndp day (dung tich
khoang 10 ml) va dé cho thach déng dic theo tu thé nam nghiéng.

B.2.2 Duy tri chung thir nghiém

U éng thach nghiéng (B.2.1). diing vong céy d& cAy vach ching cy thir nghiém ATCC va dé 48 h
trong ti am & nhiét 49 63 °C £ 1 °C. Sau khi U, ho ddu éng nghiém trén ngon Ikra rdi m& mét dwong

¥ Thong lin nay dua ra tao thuan tién cho ngui st dung tidu chudn nay, ISO khéng &n dinh phai st dung san pham trén

(xem chu thich 1).
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nho vao trong éng nghiém va day bang nat cao su vé trung. Ong nghiém chira ching goéc thu duoc
nhw vay co thé gitr trong vai thang trong td lanh & nhiét 86 5 °C ho&c c6 thé duec gilr nhw huyén phu vi
sinh vat thir nghiém trong td lanh déng séu & nhiét 4o dwdi -20 °C.

B.3 Nhan chung vi sinh vat thir nghiém

B.3.1 Chuyén nhanh 20 ml thach nghiéng (B.2.1) d4 tan chay vao mét dia Petri vo trung duwdng kinh
140 mm va lam ngudi dén nhiét dd phong.

B.3.2 Dung pipet v6 trung lay 5 ml nwéc cét cho vao 6ng nghiém chira chiing gdc (B.2.2). Chuén bi
huyén phi vi sinh vat thir nghiém bing cach dung vong cay nhung nhe vao ching cdy tir thach
nghiéng va cAy vao éng ching gbc.

B.3.3 Dung pipet vé tring d& 14y 0,5 ml huyén phi vi sinh vat thir nghiém (B.3.2) cho vao cac dia Petri
chira thach da dong dic (B.3.1). CAy d&u 1én khip bé mat thach béng que cdy thay tinh.

B.3.4 U 72 htrongtli 4m & nhiét 36 63 °C + 1 °C.

B.3.5 Dung pipet v trung lay dung dich nwéc muéi sinh li/pepton vé trung (8,5 g NaCl va 1,0 g
pepton/kg nwéc) vao dia Petri da cdy (B.3.4). Dan déu Ién khdp bé mat bing que cly thiy tinh. Thu lay
huyén phu vi sinh vat thi? nghiém vao chai vo trung. Pay nut chai va lac i.

B.3.6 Lam sach huyén phi vi sinh vat thtr nghiém bang cach li tam véi gia téc 2 000 g trong 5 min.
Gan phan ndi phia trén va hoa lai cac té bao nay vao dung dich nwéc mubi sinh ly/pepton vo tring.

Thyc hién buéc nay hai lan.

B.3.7 Hoa cac té bao nay vao dung dich nwéc mudi sinh li/pepton vé trung. Bun néng trong 10 min &
nhiét @ 80 °C @& thuc day sy hinh thanh cac bao tr.

B.4 Chinh nong dé vi sinh vat thir nghiém

Chinh néng d6 clia huyén phu vi sinh vat thir nghiém sao cho dat khodng 5 000 000 don vj hinh thanh
khuan lac trong mét millilit, xac dinh dwec trén thach dém dia khi G & nhiét do 63 °C trong khoang tir
18 h dén 24 h [xem TCVN 4884 (I1SO 4833)).

B.5 Bao quan huyén phu vi sinh vat thir nghiém

Chia thanh tirng lvgng nhd va bdo quan & nhiét dd dudi -20 °C trong tdi da 1 nam.
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