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Sinh vat pham — Phuong phap kiém tra tinh vé khuan

General requirements for the strelity of biological substances

Tiéu chudn nay qui dinh c4c bién phap phong ngifa, phat hién, kiém tra tinh v6 khudn ap dung cho cac
ché& phdm vacxin-huyét thanh, sinh vat phdm dudc coi la vé khudn khi sinh vat do khong c6 I3n bat cir

loai sinh vat nao khac.

Tiéu chudn nay khéng dé cap dén van dé phat hién virut, mycoplasma va sinh vat don bao nhiém vao

sinh vat pham.

1 Quidinh chung

1.1 D& dé phong lay nhiém trong qua trinh s&n xuat va kiém dinh, phai tuan thi ding cac qui ché vé

vo khudn.
1.2 Kiém tra vo khudn phai tién hanh trong phong thiét k& dac biét va phai cé phong trung gian.

1.3 Ngudi ki€m tra vé khudn phai la nhimg can bd dugc dao tao dac biét cho cong viéc nay, co kién
thlrc day dd vé ly thuyét va thuc hanh.

1.4  Kiém tra vd khudn chi dugc phép ding cac nguyén liéu chai, binh... da dudc x Iy vo khuan.

1.5 D& kiém tra tinh vd khudn cla cac sinh vat phdm, méi trudng dugc diing 13 méi trudng thioglycolat
dang nudc, thanh phan va yéu cau chat lugng dugc ghi trong Phu luc 1 clia tiéu chudn nay.

2 Cach 13y mau va sé lugng ldy mau
Theo TCVN 5666:1992,
3 Tién hanh kiém tra tinh vé khuin

3.1 Khilam viéc trong budng vé khuén phai d3m bao vo khudn trang bi va con ngudi, han ché dén

mUc tSi thiéu cac chuyén dong va néi chuyén.
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Truéc khi dem ampun hodc lo vao budng vo khudn phai kiém tra do chan khéng, do kin. Sau do ampun.
lo phai dude khir khudn biing dung dich xi gia tif 2 % dén 3 % hodc cén 70°. Lay mau béng 6ng hut vo
khudn va qua bop. M&i mau kiém tra phai dung riéng mot 6ng hit va cdy sau vao moi trudng nhung
khang dudc bom khi vao. Nhimg 8ng hit, ampun, lo sau khi ding phai ngam vao dung dich nudc khit

khuan, sau doé x(r ly tiép.

Trudc khi cay nhimg tiéu ban thé 1dng phai I4c ky, vi vi khudn lay nhiém cé thé lang xuéng day. Sinh
pham khd phai hoa tan biang nudc hdi chinh kem theo, va theo ding chi din ghi & nhan va sau do cay
lén méi trudng nudi cay. Tinh v khudn cta nudce héi chinh dugc kiém tra bang cach Idy 2 ml vao hai
&ng thioglycolat 20 ml, & & nhiét dé tir 30 °C dén 36 °C va tir 20 °C dén 25 °C trong vong 14 ngay cung
vdi cac mau kiém tra. Phai kiém tra tinh vo khudn clia nudc héi chinh trudc va sau khi lam. Néu khi hoa

tan cac tiéu ban khd, phai s(r dung mét vai chai nudc thi mdi chai déu phai kiém tra tuong tu nhu trén.

Trudce khi tién hanh ki€m tra tinh vo khudn clia mét sinh phdm, phai xac dinh ché phdm do cé chifa cac
chat cé kha nang diét khudn ho3c (e ché su phat trién cla vi khudn khéng, hoc cb chifa cac chat bao
quan ¢é tinh chat nhu trén. Trong trudng hop nay phai ¢ bién phap thich hgp dé lam mat tac dung nhu

diing mét Iuong 18n méi trudng dé pha loang hoic loc qua mang loc.
3.2 Ky thuat kiém tra vé khuan

3.2.1 Kiém tra vé khudn ban thanh phdm cudi cling phai cay thanh 3 mau, méi mau khéng it hon 2 ml

vao mot 6ng méi trudng va U & nhiét dé tir 30 °C dén 37 °C va tir 20 °C dén 25 °C.

3.2.2 Kiém tra vo khuin 16 thanh phdm cdy bing 6ng hut khéng dugc it han 2 ml vao 2 6ng méi trudng
thioglycolat. Mét 8ng U & nhiét do tir 30 °C dén 36 °C dé phat hién vi khuan hi€u khi va ki khi, ang kia U
& nhiét do tir 20 °C dén 25 °C dé phét hién nam.

Déi vdi cac ché phdm khong lam duc méi truang nudi cdy (gldbulin mién dich, di nguyén gay bénh va
khang gay bénh, cac khang huyét thanh, cac dung dich hdi chinh...) theo déi trong vong 14 ngay ¢ cac
nhiét do nhu da néu & trén.

Dé6i vdi cac ché ph3m lam duc maéi trudng nudi cdy (nhilg ché phdm cé chat hap thu, sinh khéi, té bao
ndo...) ciing ti€n hanh nht trén, nhung trong khodng 2 ngay dén 5 ngay, phai cdy chuyén it nhat 1 ml
sang 2 8ng thioglycolat khac. C& 6ng méi trudng cdy 1an ddu ciing nhu 8ng moi truang cdy chuyén phai
& & nhiét do tir 30 °C dén 36 °C va tif 20 °C dén 25 °C, tdng s6 thdi gian theo ddi it nhat la 14 ngay.
Nhimg 6ng cay Ian d4u phai gilr cho dén hét théi gian theo ddi kiém tra vé khuan.

3.2.3 Kiém tra vé khuan dé phat hién mycoplasma

DGi vdi cac vacxin virut dugc san xuat bang cach nudi cy virut trén té€ bao nudi hoac r 5 dong vat, phai
ki€m tra su c6 mat clia mycoplasma trong dich nuéi cdy t& bao, viéc kiém tra ¢ o1 trudng dac biét

dung cho timg ché pham riéng biét do Ca quan Kiém dinh Quéc gia quy dinh.
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3.2.4 Kiém tra vé khuin dé phat hién virut

Viéc kiém tra sy cd mat ca virut ngoai lai trong ché pham phai dugc tién hanh theo mot phuong phap dac
biét ddi vai timg loai ché pham riéng biét va theo nhing quy dinh riéng ctia Ca quan Kiém dinh Quéc gia.

3.2.5 Kiém tra cac vi sinh vat dic biét

Viéc kiém tra sy bat hoat hoan toan cdia cac vi sinh vat trong mét vacxin bat hoat va cac thlr nghiém bd
sung dé kiém tra sy cé6 mat cla cac vi sinh vat ngoai lai trong céc loai ché phdm nay phai dugc thuc
hien mot cach dac biét theo nhing tiéu chudn riéng cho timg loai sinh pham. Doc két qua cudi cung
bang cach quan sat dai thé, trong trudng hop co nhiém khuan phai kiém tra vi thé toan bd nuéi cay

trong 14 ngay theo dai,

4 Panh gia
Ban thanh pham cugi ciing dugc coi la vé khudn néu khéng cé mot 6ng moi trudng nao bj nhiém.

Trudng hgp bi nhiém di chi mét ng, phai kiém tra lai bing mau Iuu, kiém tra méi mau nhu quy trinh
da néu & trén. Truang hop bi nhiém phai lam dé phién nhudm gram soi kinh hién vi. Nhudm gram dé
phat hién vi khuan gram (-) hay (+). N&u khong bi nhiém & 1an kiém tra thi hai thi ché phdm dugc coi
la v6 khudn. Khi bi nhiém & I1an ki€m tra thir hai di chi mét 8ng va nhidm cing loai vi khun nhu 14n
thit nhat thi loat sinh vat phdm do khong dat yéu cau vé vo khudn, phai hiy bd. Néu & I1an kiém tra thi
nhét va thr hai phat hién thdy cac loai vi khudn khac nhau, phai tién hanh & Ian kiém tra thir ba. O 13n
kiém tra thir ba, néu khong bi nhiém, ché phdm dudc coi la vo khuidn. Néu trong trudng hop nay phat
hién thay bi nhiém du chi mét 8ng, khéng phu thugc vao loai vi khudn, ché pham coi nhu khéng dat

yéu cau vé vo khuan.

5 Lap hé sd va luu hé so

Phai ghi chép day du va rd rang toan bd cac budc tién hanh kidm tra vé khudn bao gom nhiét dd va thoy
gian &, toan b thong s6 co lién quan dén mAu kiém tra I8y tir cac giai doan ciia qua trinh san xust cia
loat ché phdm nao d6. Mau ghi chép kiém tra vé khudn phai thdng nhat va do cd quan Kiém dinh Quéc
gia quy dinh. Toan bd cac ghi chép tay trong khi tién hanh kiém tra phai luu lai khang loai trir mét théng
s6 nao. Nhiing s6 liéu nay phai dugc Iuu lai cho dén khi hét han sir dung clia loat ché phdm d6 va phai
san sang cung cap day di cho co quan Kiém dinh Quéc gia khi can thanh tra,

DGi vai mai thir nghiém kiém tra vé khudn phai ghi lai toan bd cac théng sé vé tén goi, loat s6 cla loai ché
pham, s6 Iuong mau Iy kiém tra, s6 lugng mdi truong, loai mdi trueng ding dé kiém tra, nhiét d6 theo
doi. ngay thuc hién, ngay doc két qua, thdi gian theo ddi va két luan, tén va chifc vu ngudi kiém dinh.
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Phu luc 1

Mbi trudng diing dé phat hién vi khuan hiéu khi, ki khi va nam

1 Qui dinh chung

1.1 M trudng nudi cdy diing dé kiém tra vé khudn phai do ca quan Kiém dinh Quéc gia qui dinh. Mo
trudng nay phai dam bao su phat trién tt cho phan Ién cac loai vi sinh vat hiéu khi, ki khi thudng co

trong khéng khi clia cd s san xuét.

1.2 D& kiém tra tinh vo khuan cla cac sinh phdm phai ding méi trudng thioglycolat dang nudc. Thanh
phan clia mdi trudng dugc mé ta trong phén tiép theo. Mdi loai méi trudng thioglycolat mdi duge diéu
ché phai dudc kiém tra vé tinh v& khuén, kha nang lam cho vi sinh vat phat trién va tinh trung hoa.

1.3 D& kidm tra tinh vé khudn clia cac ché pham khong co chat bao quan merthiolat, cb thé diing méi
truong thioglycolat méi pha trong vong 2 tudn ké tif ngay pha ché. Moi trudng sau khi san xut phai bao
quan & nhiét dé phong (tir 20 °C dén 30 °C) va tranh anh sang.

P& kiém tra sinh phdm c6 chira merthiolat co thé dung mai trudng thoglycolat mdi pha tu 1 ngay

dén 3 ngay, ké tir ngay san xuat.

Thai han st dung cu thé ctia méi trudng thioglycolat dugc xac dinh bang cach kiém tra tinh trung hoa
clia moi trudng sau 1 ngay, 2 ngay, 3 ngay.

2 Thanh phan va cach pha ché méi trudng thioglycolat long

a) L-cystin 050g

b) NaCl 2,50g

¢) Buang glucoza (CsH 1,06H20) 550¢g

d) Thach (agar) 0.75g

e) Chiét suat men (tan trong nuéc) 500g

f) Casein thiy phan bang men tuy 15,00 g

g) Nuéc cat 1000,00 ml
h) Thioglycolat Na 0,50g

q) Resazurin Na (dung dich 0,01 % m3i pha) 1,00 mi

1) pH cudi ciing tir 7,0 dén 7,2 ( sau khi sdy 121 °C tir 18 min dén 20 min).



TCVN 1022:1992

Cach pha ché

Cho Ian lugt 6 thanh phan dau vao 1 céc. Khudy trong 1 | nudc néng, cho nét phan nudc con lai, sau do
dun cach thily cdc dung méi trudng, chi y sao dé cho L-cystin dugc tan hoan toan. Cho thioglycolat Na.
tiép do cho dung dich NaOH 1 N tinh sao dé sau khi sy pH phai la 7,0 dén 7,2. Bun néng lai, khong
dugc dun s6i, néu can, loc qua gidy loc Udt, sau do cho thém rezazurin. Phan chia vao éng nghiém
thich hop tuy theo yéu cau. Say udt 121 °C trong thai gian tir 18 min dén 20 min. Khi Idy tU 16 sdy U6t ra,
lam lanh ngay dudi voi nudc cho téi 25 °C. Bdo quan & nhiét d6 tir 20 °C dén 30 °C, tranh anh sang.
Néu qua 1/3 phan trén 6ng mdi trudng ddi thanh mau hdng, khéng nén dung hoac néu mudn dung phai

hap hai nudc lai 1 1an. Méi trudng bao quan qua 3 tuan khong duoc diing.

3 Yéu ciu vé chat lugng ciia moi trudng nudi cay
Mbi truong thioglycolat sau khi diéu ché phai dat cac yéu cau sau:
3.1 Tinh vé khuan: Phai vo khudn.

3.2 Tinh chat phat trién: Phai ddm bao cho chiing Alcaligenes feacalis 415 phat trién cham nhat sau
48 h va khong thap hon do pha loang 1/10000000 va chiing Clostridium novyi oedematien 198 khong
thap hon dé pha 1/100000.

3.3 Tinh chat trung héa: Phai ddm bao cho ching Alcaligenes feacalis 415 phat trién cham nhat vao
ngay thir 5 trong mai trudng co merthiolat & nong dé 1:10000 va khang thap hon do pha 1/1000000

(xem Phu luc 2).
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Phu luc 2

Phuong phap kiém tra chat lugng méi trudng thioglycolat

1 Kiém tra tinh v kKhuan

D€ ki€m tra tinh v6 khudn cha mét loat méi trudng thioglycolat, sau khi hap khir tring lay it nhat 2 % so
6ng U trong ta 8m 37 °C. Poc két qua sau 48 h bang cach xem tat c3 cac 8ng mai trudng. Trong trudng
hop bi nhiém khudn (duc), toan bé loat méi trudng dé phai bd di. Nhimg 8ng méi trudng da ¢ & nhiét do
37 °C khéng dugc ding dé kiém tra vo khuan sinh vat phdm.

2 Kiém tra tinh ting sinh

Dé kiém tra tinh chat nay ctia méi trudng ngudi ta duing nhimg chiing géc sau:
- Hiéu khi: Alcaligigenes feacalis 415.

- Ki khi: Clostridium novyi oedematiens 198.

2.1 Cac ching géc

Alcaligenes feacalis 415: Nhan tir Vién Lister (Luan Don) vao ndm 1946. Truc khudn gram (-), di dong.
Hi€u khi tuyét d&i khéng gay hai cho ngudi va déng vat.

Clostridium novyi oedematiens 198: phan lap dugc vao nam 1930. Truc khuan loai to, gram(+), tac nha
bao. Nha bao cé hinh bau duc. Ki khi tuyét déi. Khéng gay bénh cho chuét lang va chudt nhit trang.
Chung kiém tra do Vién Kiém dinh Quéc gia cap phat theo yéu cau va cé hd chi€u kem theo. Khong
dugc phép thay ddi nhimg chling da qui dinh dé kim tra chat lugng maéi trudng.

2.2 Giir chlng va chuan bj chlng kiém tra dé cdy vao méi trudng thioglycolat
2.2.1 Alcaligenes feacalis 415

Md 8ng chling déng khé Alcaligenes feacalis 415, ding mét 8ng hit vo khudn cho thém (khoang 0,5 ml)
canh thang hottzinger, htt trén that déu cho dén khi c6 duge mét hén dich déng nhat chuyén sang 1 éng
canh thang hottozinger va mét 6ng thach nghiéng hottozinger U nudi cay trong thdi gian tir 20 h dén 24 h
4 37 °C. Sau 48 h doc két qua.

2.2.2 Clostridium novyi oedematiens 198

Ma éng chiing déng khd, ding mét 6ng hut vé khudn cho thém (khoang 1 ml) méi trugng Tar shi (d3

dun cach thdy lai trudc khi ding), trén can than va chuyén sang 2 8ng cung loai madi trucnig (chliing
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chuyén sang phai cay tan day 6ng méi trudng). Nudi cdy dem U & nhiét do 37 °C, 48 h. Ching nhan
duoc & ca 2 6ng dem chuyén sang 2 chai vé khudn c6 dung tich ti 20 ml dén 30 ml (khong hat miéng
thit bam) va ly tam 3000 r/min trong 20 min. Sau dé dung pipet hut bd nudc ndi va cho thém vao sinh
khéi thu dude mét it dung dich nudc pha loang tron va chuyén sang 6ng nghiém dé do dé duc tuong
(mg vdi 10 don vi.

Sau khi do dé duc, I3y tir 10 Sng dén 15 6ng moi truang dinh dudng da dem dun soi dé dudi khong khi,
cdy vao 8ng 1 ml dé co duoc chling & dang nha bao. (D€ kiém tra do thudn chiing & tat ca cac éng cdy
chuyén nén cay kiém tra trén thach nghiéng hottzinger) sau d6 G nudi cay 48 h 37 °C, dung pipet trén
déu 6ng méi trusng da cay ching lam tiéu ban (nhudm bang dung dich 1 % tim gentian trong 30 s), soi
kinh va xac dinh s lugng nha bao (M) tinh bang % theo céng thic:

M=(n/N)x 100 %
trong do:
n - s6 nha bao co trong 3 dén 5 kinh trudng;
N - t8ng s8 (khéng it hon 100) t& bao (truc khudn va nha bao) trong 3 dén 5 kinh trudng.

Pay nut cao su lén cac 6ng méi truong cdy ching co it nhat la 5 % nha bao va bao quan & nhiét d6
tir 4 °C dén 8 °C.

Trong trudng hop can thiét (kiém tra thudng ky) can phai cé mét sé luong 1dn 8ng chling, phai gilt mdt
s6 luong I6n 6ng chiing cdy chuyén & dang nha bao sang méi trudng Taroshi (tir 5 6ng dén 6 6ng) G &
nhiét do 37 °C trong 48 h va sau do tién hanh tao nha bao nhu phuong phap da néu & trén. D& ¢
chling lam viéc Clostridium novyi 198, dung pipet trén déu ching & dang nha bao dugc gilf trén moi
truong thach mém va cdy vao 2 éng dén 3 6ng 10 ml méi trudng Taroshi, méi 6ng 1 ml. Méi chling dang
nha bao Clostridium novyi 198 dung cho 2 dén 3 cay chuyén. Nubi cdy G tir 24 h dén 48 h & 37 °C cho
dén khi cé dudc mét canh trung rd rét & dang lam duc méi trudng dang khuéch tan vai nhimg ving
trong suét riéng biét. Sau do tién hanh cdy chuyén 1an 2 chling kiém tra sang 2 6ng dén 3 dng clng loai
mai trudng, & tr 17 h dén 18 h § 37 °C.

Dai vai truang hap kiém tra gap thi ding chiing Clostridium novyi 198, tr 24 h dén 28 h, nhan dugc sau
khi cay chuyén tir ng chiing déng khoé ra, cdy chuyén sang 2 6ng dén 3 8ng mdi trung Taroshi G tir 17 h
dén 19 h & 37 °C va chling nhan dugc ding truc tiép dé kiém tra mdi truding thioglycolat.

Chuing lam viéc cdy trén mai trudng Taroshi (2 cay chuyén) dem ly tam va do dé duc. Ti hén dich thu
dudc hat 1 mi vao éng 9 ml dung dich pha loang (dé pha lodng 10-1) cho pipet sau vao dung dich. Ci
nhu vay pha loang bac 10 dén dd pha loang thd 6 (1/1000000).

1"
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Dung ba dé pha cudi cung (1/10000; 1/100000; 1/1000000) dé cay lén mai trudng thdr nghiém. Tir cac
d6 pha trén, bit dau tir d6 pha lodng cudi clng cay vao 3 éng 10 ml mdi trudng thioglycolat (cay sau

pipet vao méi truong) méi ng 0,5 ml méi trudng. U & nhiét d 37 °C. Sau 48 h doc két qua.
CHU THICH:

1 Sau khi m& 6ng dong khé phai kiém tra lai dc tinh cta ching phi hgp véi hd chiéu kém theo.

2 Néu trudng hop méi truang thach nghiéng khong thdy moc cé thé cay tir canh thang hottzinger sang thach
nghiéng hottzinger khac.

2.3 Kiém tra tinh chat trung hoa

Dé xac dinh tinh chat nay clia moi trudng thioglycolat, ngudi ta dung ching kiém tra Alcaligenes
Faecalis 415, dac diém, cach bao quan va chuan bj chiing d& cdy vao méi trudng thioglycolat da mo ta
& phan trén (phan 2.2).

Dung dich mudi sinh ly vo tring 0,85 % phan chia vao 3 6ng nghiém, 6ng thit nhat 8 ml nuéc mudi sinh ly
va 1 ml merthiolat, dung dich merthiolat néng dé 1/1000, con 2 8ng khac 9 ml nuéc mudi sinh ly va 1 mi

dung dich merthiolat. Tron déu 2 éng, sau dé hut bd di 1 ml tir mbi 6ng dé cho mai 6ng con lai la 9 ml.

Dé tién hanh pha loang kiém tra Alcaligenes Faecalis 415 véi néng do merthiolat can thiét, diing chiing
pha loang 1/100000 cé dudc theo phuong phap da mo ta & trén (xem phan xac dinh tinh tang sinh). Tu
d6 pha loang nay (1/10000) &y 1 mi chiing cho vao &ng thif nhat, trong 3 6ng cé merthiolat. Tron déu
hén dich nhu vay ta cé dudc do pha loang chiing 1/100000 vdi nong do merthiolat 1/10000.

Tu do pha loang nay, hat 1 ml sang 6ng thit 2 cd nudc mudi sinh ly va merthiolat, ta c6 dugc d6 pha
lodng 1/10000000 ciing v&i néng do merthiolat nhus thé (1/10000).

Tuong ty, ta cé dugc dé pha loang 1/100000000 (ciing vai nang do merthiolat 1/10000).

D& danh gia kha nang trung hda merthiolat clia méi trudng thioglycolat ngudi ta dung 3 dd pha (10-6,
10-7,10-8) c6 merthiolat.

Ti méi do pha, bat dau tir 3 pha cudi ciing cdy vao 3 6ng mai trudng thioglycolat 10 mi (cdy sau pipet
vao mdi trudng) mdi ng 0,5 ml va dem G & nhiét d6 37 °C. Doc két qua sau tir 2 ngay dén 5 ngay.

2.4 Cach doc két qua

Khi thai gian & nudi cdy két thuc, ti€n hanh xem xét cac 6ng mai trudng da cay ching. Két qua ki€m tra
ghi vao 1 sd theo dai riéng va tra 16i két qué vé chat lugng clia méi trudng thioglycolat.

Méi trudng dudc coi 4 t8t nhat vé tinh tang sinh néu cham nhat 1a 48 h & nubi cay c¢h:ing kiém tra:
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a. Alcaligenes feacalis 415, phat tri€n & do pha 1/10000000. Néu & d6 pha 1/10000000 khéng co
chiing phat trién, nhung & do pha 1/100000000 c6 chiing phat trién thi két qua dugc coi la dudng tinh (vi

khuan phat trién lam duc phan trén cla ct mdi truong).

b. Clostridium novyi 198 & do pha 1/100000. Néu & dd pha 1/100000 khong cé chling phat trién, nhung
& do pha 1/1000000 c6 vi khudn phat trién thi két qua dugc coi la dwong tinh (vi khuén sau 24 h & dang
nhimg khu&n lac hinh cau riéng biét, sau 48 h lam duc mdi fruding va danrg lan téa cé nhimg ving trong
sudt ro rét & phan trén clia cot mdi trudng). Mdi trudng thioglycolat dugc coi la tét vé tinh chat trung hoa
néu cham nhat la 5 ngay { nudi cdy, phai nhin thdy ré chiing Alcaligenes Feacalis 415 phat trién trong
méi trudng. Nhimg loai méi trudng thioglycolat khong dat vé tinh chat trung hda nhung dat vé tinh ting
sinh ¢6 thé dung dé kiém tra vé khudn nhimg sinh vat pham khéng chira merthiolat.
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