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DUQC PIEN VIET NAM VI

13.8 XAC DPINH HIEU QUA KHANG KHUAN CUA
CHAT BAO QUAN

Chit bao quan la nhtmg chit dugc thém vao cac ché phim
phén liéu khéng vé trung, nhat la céc loai thube nudc, dé
ngan chan sy phét trién cua vi sinh vat cé sin trong che
pham hay nhiém vao ché phim trong qua trinh san Xuét.
Chét bao quén ciing dugc thém vao cic ché phdm vé tring
da liéu dé {rc ché sy phat trién cua vi sinh vat nhiém vao
ché phdm sau khi mé ra sur dung.

Khéng duge dung chat bao quan nhu mt big¢n phép thay
thé cho thuc hanh tét san xuét thubc, khong dugc ding
chét bio quan véi muc dich duy nhét Ia lam gidm so lugng
vi sinh Vit trong ché phim khéng vo trung hodc dé lam
tang hiéu qua cia qud trinh tiét tring déi véi ché phim vo
trung da liéu.

Pa s6 cac chét bao quan 1 nhimg hgp chét doc. Do d6, de
bdo dam an todn, ndng do chét bao qudn trong san phém cudi
phai thép hon mirc c6 thé gay nguy hiém cho ngudi str dung.
Nong ds chét bao quan cin ding c6 thé giam dén mic toi
thiéu néu mot hay nhiéu hoat chat trong cong thirc pha ché
¢6 kha nang khang khuan va/hodc khang nam.

Chét bao quan va nong do sir dung ctia n6 phai ghi 16 trén
bao bi ctia san pham.

Hiéu qua bao vé san phim cua chit bao quan phai dugc
xac dinh ngay tir giai doan nghién ctru va phat trlen san
pham Phuong phéap x4c dinh hiéu qua khéng khuén cia
chét bao quan dugc trinh bay dudi day.

Nguyén tac ctia phuong phap la cay mot hon dich vi sinh vat
chi thi thich hop vao ché pham can thir, tot nhat la cay truc
nep vao bao bi déng goi cudi cung cia san pham, néu c6
thé. U che pham da cay vi sinh vét & nhiét 46 thich hop, sau
dé lay mau va dem s0 luong vi sinh vit song con lai trong
san pham sau mdi khoang thdi gian 4 nhét dinh. VIEC su
dung chit bao quan dugc xem la c6 hiéu qua néu sé luong
vi sinh vt gidm ding ké hodc khéng tang theo thoi gian.
Tiéu chuin dé danh gid hiéu qua khang khuén cua chat bao
quan tity theo loai ché phim va dudng ding thuéc (xem
Bang 13.8.1).

Phén loai ché phim

Péi tugng cua thir nghiém xac dinh hiéu qua khang khudn
ctia chit bao quan la cac loai ché phim c6 thanh phan
chinh 14 nude hay c6 sir dung nuée 1am ta duge. Cac ché
pham nay dugc chia thanh 4 nhém nhur Bang 13.8.1.

Bang ]3 8.1
Loai ché | o .
phim | MR

Thuoc tiém va thubc dung ngoai du'cmg tiéu hda
1 ' bao gom nhil dich, thudc nho tai, thuéc nho mit

ova lhuoc nh6 mii vo trung. B
Thudc nhé miii khong vo trung, céc ché pham
2 " ding cho mang nhay, cic ché phim ding ngoai
'~ da, bao gbm ca cac nhil dich. -

3 Cac loai thuoc uong (trLr thuéc khang acnd)

4 Thubc udng khang acid. .

PHU LUC 13

Vi sinh vit chi thj

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 (IP 1431.83, IMI
149 007).

Candida albicans ATCC 10231 (IP 48.72, NCPF 3179).
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (CIP 82.118,
NCIMB 8626).

Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CIP 4.83, NCTC
10788).

Méi trudng nudi cay

TAt ca cic moi trudng st dung trong phu luc nay phai dugce
kiém tra kha nang dinh dudng, ding cac vi sinh vat chi thj
néu trén dé thir trrge khi ding.

Chuin bj hdn djch vi sinh viit chi thij

Chy riéng r& chung vi sinh vét chi thi Ién bé mat moéi

trudng ran thich hop, c6 thé sir dung méi trudng gidi thiéu

¢ Bang 13.6.1 (xem Phu luc 13.6) hodc méi truomg khéc

c6 sén trén thi trudng cd cung cdng dung va c6 kha ning

dinh dudng twong duong, sau d6 G trong diéu kién nhu quy

dinh & Bang 13.6.1 (xem Phu luc 13.6) dé biét thanh phan

ctia cdc moi trurong dinh dudng.

Sau khi 0, néu cén, c6 thé tiép tuc ciy chuyén vi sinh vit

thu dugc sang bé mit mbi truomg dinh dudng méi, cho den

khi thu dwrge vi smh vat or trong trang thai phat trién t&t

nhét. Tuy nhlen s6 1an cdy chuyén khong dugc qua 5 lin

tir chung gbc ban dau.

Rira bé mit mdi truomg nudi cdy cac vi khuin va

C. albicans bing dung dich natri clorid v6 trung 0,9 %,

tap trung dich rira vio vét dung thich hop va bé sung dung

dich natri clorid vo trang 0,9 % dé thu dwoc hén dich co

khoang 108 CFU. Dé thu hoach bao tir 4. brasiliensis,

cling tién hanh nhu trén nhung ding dung dich natri

clorid v6 triung 0,9 % co chira 0,05 % polysorbat 80, thém

dung dich natri clorid v6 tring 0,9 % dé duoc hén dich co

khoéang 10® CFU/ml.

Ngoai ra, c6 thé ting sinh ching géc ciia mdi vi sinh vat

chi thi trong méi trudng long thich hop, vi du méi truong

gidi thiéu ¢ Bang 13.6.1 (xem Phu luc 13.6), thu hoach vi

sinh vat chi thi bang cach ly tAm, sau dé rira va phén tan

lai trong dung dich natri clorid vé tring 0,9 % dé dugc hén

dich c6 khoang 10® CFU/ml.

Dém s6 hrgng té bao séng ctia mbi hdn dich thu duge bing
phuong phap dia thach (xem Phu luc 13.6 Thir gigi han
nhiém khuan). Két qua dém (CFU/ml) dugc dung dé xac
dinh lugng vi sinh vt da cdy vao ché phim can thir tai thoi
diém bit dau thir nghiém.

Bao quan céc hdn dich vi sinh vat chi thj trong ti lanh néu
khéng ding ngay trong vong 2 h. Cac hén djch vi khuan va
C. albicans phai dung trong vong 24 h sau khi thu hoach,

hén dich A. brasiliensis c6 thé bio quan trong ti lanh
trong 7 ngay.

Tién hanh

Cay riéng ré timg hén dich ching vi sinh vat chi thj da

du'qc chuén bj nhu tren m,rc nep vado 4 don vj déng g(’)l
cudi cuing cta ché phim can thir, lic ky dé tron déu. Thé
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tich hén dich vi sinh val cdy vdo cdc don vj dong goi duoc
tinh !otm sao cho nong do vi smh vt chi thj trong ché
phﬁm cin thur ngay sau khi cay khoang tir 105 CFU/ml
dén 10° CFU/ml ddi vai ché pham loai 1,2 va 3, khodng

10* CFU/ml dén 10 CFU/ml d6i véi ché pham loai 4. Thé
t[ch hon dlch dem cay khong dugc vugt quéa 1 % thé tich
ché pham can thir, tot nhat 1a tr 0.5 % dén 1 %. Néu khong
thé cﬁy vi sinh vat chi thj tryrc nep vﬁo don vj dong goi cudi
cung cua san pham chuyen mot thé tich du 16n cuia ché
pham cin thir, it nhét 20 ml, vao 4 vit chua V0 triing ¢6 thé
tich thich hop, c6 nép kin va nep tuc tién hanh nhur trén.
U céc vit chira di cay vi sinh ,vat chi thi & nhiét d6 20 °C
dén 25 °C, trinh anh sdng. Lay mau tir mdi vat chira lac
0 h va sau nhirng khoang thoi gian u nhét dinh nhu quy dinh
& Bang 13.8.3, lugng rnau can lay thuong la 1 ml hogc | g
Ghi chép moi thay doi vé mit cam quan ctia ché pham can
thir trong qua trinh 0. Xac dinh s6 luong vi sinh vit tai
mdi thoi diém ldy mau bang phuong phép dia thach, dung
moi truong dinh dudng va nhiét do u nhu quy dinh & Bang

13.8.2, thoi gian u tir 3 ngay dén 5 ngay ddi cac vi khuan
va C. albicans, 3 ngay dén 7 ngay d6i voi A. brasiliensis.
Phai bao dam loai bo hoan toan hoat tinh khang khuin
va/hoic khing ndm ciia ché phé.m can thir béng phuong
phap pha loang, loc, hay dung chat trung hoa. Néu sir dung
phwong phap pha loang, diém cén chii y 1a dé chinh xéc cia
két qua dém sé giam khi s6 lugng vi sinh vat khé nho (nhé
hon 30 CFU/dia d6i véi phwong phép dia thach, dung dia
petri c6 duong kinh tir 90 mm dén 100 mm). Néu sir dung
chit trung hoa, phai c6 bi¢n phap kiém tra thich hop dé bao
dam ndng do chat trung hoa da dung du dc loai bo hoan
toan hoat tinh khang khuén ciia ché pham can thir va dé bao
dam ban than chit trung hoa khong gay bat ctr anh huéng
bat loi nao dén su phat trién ciia vi sinh vat chi thi. Dung
nong d0 vi sinh vt chi thi, tinh bing CFU/ml, tai thoi diém
bat dau thr nghiém (R,) va nong do vi sinh vat séng dém
duoc tal mdi thi diém lay mau “t” (R)), tinh lrong giam di
ctia moi vi sinh vat chi thj tai thoi diém do (R):

Log oReduction = Log,¢R, - Log;oR,

Nguyen tic danh gi4 hi¢u qua khang vi sinh vit ciia
chit bio quan

Hiéu quéa khang khuén cua chat bio quéan hay hé chét bao
quén duge xem la dat yéu cau néu két qua thir nghiém thoa
man cic nguyén tic danh gia ¢ cac Bang 13.8.3 ((A/B/C/D).
S6 lugng vi sinh vat chi thi tai mot thoi diém ting khong
nhleu hon 0,5 log,, CFU/ml so véi két qua dém & thoi diém
gan ké trude d6 thi dugc xem 1a “khong ting”.

Bdng 13.8.3.A - Ché phim loai 1

iog.uReduction - ]
| 7Tngdy | l4ngdy | 28ngdy
Vikhuin 210 | >3,0 ‘ Khéng ting
Nam men, N ] )
nim méc  [hong ting Khéng tang | Khéng tang ‘
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Bang 13.8.3.B - Ché pham logi 2
Log,,Reduction

7 ngay 14 ngay 28 ngay
Vi khuén . >2,0 Khéng ting
£
i e - Khéng ting Khéng ting
nam moc
Bang 13.8.3.C - Ché pham loai 3
| Log, Reduction
‘ 7 ngay 14 ngay 28 ngay
Vi khuan - = 1,0 Khong ting
A |
Nam men, | - Khong ting Khong tang

nam moc

Bdng 13.8.3.D - Ché pham loai 4
Log,oReduction

7 ngay 14 ngay 28 ngay
. Vikhuan - I Khong tang Khong tang
| Dammen, . Khéng ting  Khong ting
| ndm méc —

13.9 XAC PINH HOAT LYC THUOC KH_ANG SINH
BANG PHUONG PHAP THU VI SINH VAT

Hoat lyc khang sinh dugce xac dinh bang so sinh kha ning
{rc ché su phat trién vi sinh vat nhay cam cta khang sinh
thir va khang sinh chuan.

Khéang sinh chudn dugc sir dung trong thir nghiém pha:
duoc xac dmh hoat tinh mdt cach chinh xac dya trén chat
chuan qudc té.

Phép thir xéc dinh hoat luc phai dugc thiét ké sao cho c6
thé tinh toan dugc tinh cé gia tri cia md hinh todn hgc
duge ding 1am co s& cho phuong trinh hoat lue. Néu ap
dung m6 hinh duong thﬁng song song, hai duong logarit
lidu-dap (g cta chat chuan va ché pham thur phai song
song v&i nhau va phai tuyén tinh trong khoang liéu duge
ding trong tinh toan. Cac diéu kién do phai dugc kiém
dinh boi cac thr nghiém tinh c6 gia tri cia phuong phap
(validity test) & xac sudt da cho, thuong 13 0,05. Cé the sur
dung cac mo hinh todn hoc khéc, vi du mé hinh ty s6 do
déc néu chimg minh dugc tinh 6 gia tri ciia phuong phap.
Trir truomg hop dugc chi dan trong chuyén luan riéng, gioi
han tin cdy (P = 0,95) cua phép thir xac dinh hoat luc phai
khong dugc dudi 95 % va khong I6m hon 105 % so vai
hoat lyc wédc doan.

Tién hanh dinh lugng theo phuong phap A hoc B.

Phuong phép khuéch tin (A)

Lam léng méi trudmg phi hop véi diéu kién thir nghiém va
céy mot lwong ching vi sinh vat nhay cam véi khang sinh
thir vao moi trrdng & nhiét dj thich hop, vi dy 48 °C dén
50 °C dbi v6i vi sinh vét dang sinh dudng, sao cho c6 thé




