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16.1 CAC PHUONG PHAP TIET KHUAN

Mot san pham duge coi 1a vo khuan néu n6 hoan toan
khong chira bit ky vi sinh vat séng nao. Phuong phap tigt
khuan 14 phuong phap lam cho mot san pham trd thanh vo
khuén. Do khong thé dam bio d v6 khuan clia san pham
bang céch thir vo khudn, nén dd vo khuan cua san phm
chi co thé dam bao béng céch ap dung mot quy trinh san
xuét da duoc tham dinh thlch hop. Béi vai mdi quy trinh
tiét khuén da chon phai tién hanh khao sat dé dam bao hiéu
qua tiét khuan va tinh toan ven cua san pham, bao gbém ca
vét chira va bao goi bén ngoai, truéc khi dp dung vao thye
té. Trong qua trinh san xuét phal tudn thu dung quy trinh
tiét khudn da thim dinh. Néu c6 thay déi 16n trong quy
trinh tiét khuan, bao gdm ca su thay di kich c& 1, phai
tai thim dinh quy trinh. Trong khi xay dung quy trinh sén
Xut thuoc v6 khuén phai tudn theo cac nguyén tic thuc
hanh tét san xuit GMP, cu thé 1a:
Sir dung cong nhan lanh nghé di trai qua qué trinh huén
luyén thich hop;
Th1et ké nha xuéng phu hop;
Thiét ké may moc, thiét bi san xuat sao cho dé vé sinh va
tiét khuén;
Ap dung cac bién phap phong ngtra thich hgp nhim 4m giam
0 Iucmg vi sinh vt trong san pham tm'oc khi tiét khuén;
Tham dinh quy trinh san xuét cho tit ca cac cong doan
trong déy chuyén san xuit c6 nguy co nhiém khun;
Thiét 1ap va thuc thi chuong trinh gidm sét chét lugng méi
truong san xudt va céc quy trinh kiém tra trong qué trinh
san Xuat.
Cac phuong phap mo ta dudi day chu yeu dung dé diét
hodc loai b6 vi khudn, ndm men va nim mbc ra khoi san
pham can tiet khudn. Pi v6i cac san pham sinh hoc c6
nguon gbc tir ngudi hay dong vét, trong qué trinh thim
dinh phai ching minh kha nang loai bé hay lam bat hoat
virus clia quy trinh tiét khuan,
Néu c6 thé, nén wu tién chon phuong phap tiét khuin
thanh phim. Néu khong thé tiét khudn thanh phim dugc,
¢6 thé loai vi khuan bing phuong phép loc qua mang loc
gilt lai vi khuin hay phuong phap san xuat vo khun.
Trong mgi trudmg hop, vat chira va nat ddy phai c¢6 kha
ning duy tri dugc tinh vo khuan ciia sén phdm cho dén khi
hét han dung.

Mikc biio dam vé khuén

Su khir khuén bang tac nhan vét ly va hoa hoc tuén theo qm
luat s6 mil, do d6 luén luén c6 kha ndng con vi sinh vat song
ton tai trong san pham sau khi tiét khudn véi mot xac sudt
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théng ké nhét dinh. Mirc bao dam vo khuén SAL (sterility
assurance level) ciia mot quy trinh tiét khuan da cho la x4c
sudt tdn tai mot don vi dong goi khong v6 khudn trong
toan bo 16 san phém sau khi tiét khuan bang quy trinh do.
Vi du: )
SAL = 10 ¢ nghia la c6 kha ndng c6 khong nhieu hon
mot vi sinh vat song trong | 106 dom vj dong gbi cua san
pham da tiét khudn. Bo: v6i mét quy trinh tiét khudn da
cho, SAL phy thude s0 lwgng vi sinh vt c6 trong san phim
trude khi tiét khuén, sirc dé khang cta né vcn tac nhan tiét
khuin va méi trudmng trong dé vi sinh vat ton tai trong qua
trinh xir ly. Khi c6 thé, sir dung mirc bao dam v6 khuan
SAL dé danh gia hiéu qua tiét khudn cua cac phuong phap
mé ta trong chuyén ludn nay. SAL cua mdi quy trinh tiét
khuin dugc thiét lap trong khi thdm dinh quy trinh.

Phu’o‘ng phap va diéu kién ti¢t khuin

Tién hanh tiét khuén theo mot trong cdc phuong phép gidi
thigu dudi dédy. Co thé cai tién hoac ket hop cac phuong
phép da gidi thiéu, tuy nhién phai tién hanh tham dinh
phuong phap di cai tién dé bao dam hiéu qua tiét khuin
ctia phuorng phép ciing nhu aé [dam bao tinh toan ven cua
san pham can tiét khuan, bao gom ca bao bi san phim. Déi
‘V(.')’l moi phuong phép tiét khuan phai theo d6i cac théong
so vén hanh quan trong trong subt qué trinh tiét khuan cia
mdi 16 san phdm nham dam bao cac thong s6 do duge phu
hgp véi cac théng s k¥ thuat da thiét lap trude do trong
qua trinh thim dinh phuong phép, ké ca truomg hop tiér
khuan trong diéu kién chuin.

Phu'o'ng phap tigt khuin thanh phim

péi vai phuong phap tiét khuén thanh pham diém quan
trong cén phai cht y 1a sy phén bd khong ddng déu cua
tac nhan tiét khuan trong buong tiét khuan. Phai xac dinh
duge vi tri trong budng tiét khuén ma téc nhan tiét khuan
khé dén nhét (v1 du vi tri ¢6 nhiét d thip nhit trong ndi
hép) dé b tri sip xép san pham c6 kiéu dang va kich thude
bao bi khéac nhau.

Tiét khudn bang nhiét am

Phuong phép tiét khudn bang nhiét 4m duge tién hanh
trong mot thiét bi chuyén dung goi 1a ndi hap, tac nhin
tiét khuén 1a hoi nude bao hoa dudi ap suit cao. bay la
phuong phép wu tién chon lya, khi c6 thé, nhat 1a déi véi
cic dung dich nuorc Diéu kién chuén cua phuong phap tlf;t
khudn bﬁng nhiét 4m 1a dun néng & 121 °C trong it nhat
15 min dbi véi céc thanh pham la dung djch nuéc. Co thé
tién hanh tiét khun & diéu kién nhiét d¢ va thoi gian khac
v6i diéu kién chuin néu chirng minh dugc higu qua cua
ché do tiét khun da chon. Phai khéng ché s lwgng vi sinh
vét trong san phdm trude khi tigt khuan bing cach ap dung
quy trinh san xuat va cac bi¢n phap phong ngira thich hop
dé dat dugc mirc bao dam vo khuin SAL la 10° hay
nho hon.

Trong qud trinh tiét khuén, phai theo ddi va ghi chép lai
nhiét d§ va 4p sut bén trong ndi hip. Nhiét do thudng
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dugc lheo doi bing cac dau do nhiét dat & phan ngudi nhat
cta ndi hap. Thong sb van hanh cua mdi chu trinh tiét
khuan duoc ghi lai dudi dang biéu d6 nhiét d6 - thoi gian,
hay bing m¢t cach thich hop khac.
Khi danh gia hiéu qua ciia qua trinh tiét khuén bang phuong
phép sinh hoc, diing chi thi sinh hoc thich hgp theo Phy luc
16.2 Chi thj sinh hoc dung cho tiét khuén.
Tiét khuan bang nhiét kho
Tiét khuan bang nhiét khé duge thuc hién trong ti siy c6
gan thiét bi ddi luu khong khi dé dam bao su phan phbi
nhiét dong déu trong toan bd khoang tiét khuén. Diéu kién
chuén cua phuong phap tiét khuan bang nhiét kho la sdy &
nhiét d6 tdi thidu 160 °C trong it nhit 2 h. Co thé tién hanh
tiét khuan & dleu kién nhiét do va thoi gian khac véi diéu
kién chuén néu chirng minh duqc hiéu qua cua ché do tiét
khuén da chon. Phai khong ché sb luong vi sinh vat trong
san pham trre khi tiét khuan bang cach ap dung quy trinh
sin xuit va cic bién phap phong ngira thich hop dé dat
duge mire bao dam vo khuan SAL la 107 ¢ hay nho hon.
Trong qué trinh tiét khuén phai tién hanh theo di nhiét do
bén trong tu say Nhiét do thwong dugc do bang cac ddu do
nhiétdat o phan ngudi nht cua ti sdy. Phai ghi chép va luu
trir thong so nhiét do cua mdi chu trinh tiét khuan.
Khi danh gia hiéu qua cta qua trinh tiét khuén bang phuong
phap sinh hoc, diing chi thi sinh hoc thich hop theo Phu luc 16.2
Chi thi sinh hoc diing cho tiét khuan.
Tiét khuan va khir chit gay sbt cdc dung cu thuy tinh
thuomg tién hanh & nhiét d6 cao hon 220 °C. Trong trudng
hop nay, c6 thé thay chi thi sinh hoc bang ndi doc td vi
khuan bén nhiét. Dé klem tra qué trinh tiét khuan, ciy mot
hay nhleu vt liéu cén tiét khudn véi it nhat 1000 don Vi
noi doc té vi khuan. Lirong ndi doc té con lai sau khi sdy
tiét khuan phai khong duge nhiéu hon 1/1000 so véi luong
néi déc tb ban dau (xem Phu luc 13.2 Phép thir ndi doc to
vi khuan)
Tiét khudn bang birc xa ion hoa
Phwong phép ndy dugc tién hanh bang cdch cho san pham
trong bao bi cudi tiép xiic véi buc xa ion héa. Hai ngudn
bic xa ion héa thudng ding la: tia y phat ra tir ngudn
phéng xa thich hop (vi du dbng vi phong xa Cobalt 60),
va chum electron ning lugng cao dugc gia toc bdi mdy gia
toc electron.
Déi véi phucmg phép tiét khuin bang birc xa ion hoa, liéu
hap thu chuan la 25 kGy. Co thé tién hanh tigt khuin voi
liéu hdp thu khac véi liéu hép thu chudn néu chimg minh
duqc hi¢u qua cua ché do tiét khuan da chon Phai khéng
ché sé lugng vi sinh vit trong san pham trde khi tiét
khuan bing cach 4p dung quy trinh san xuit va céc bién
phép phong ngira thich hogp dé dat duge mirc bao dam vo
khuén SAL la 10 hay nho hon.
Trong qué trinh tié¢t khuan phai dinh ky do birc xa hap thu
boi san pham cén tiét khudn bing thiét bj do liéu thich hgp.
Thiét bj do lieu phai dugc hi¢u chinh véi ngudn birc xa
chuén it nhat mdi nAm mot lan.
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Khi danh gi4 hiéu qua cua qué trinh tiét khuin bing
phuong phap sinh hoc, dung chi thi sinh hoc thich hgp
theo Phy luc 16.2 Chi thi sinh hoc diing cho tiét khuan.
Tiét khuan bang chat khi

Chat khi thudéng ding trong phuong phap nay la ethylen
oxyd. Day 1a loai khi dé chay, c6 kha ning giy dot bién
va cé thé dé lai vét chat dgc trong vat liéu dem tiét khuan,
do d6 chi nén chon phuong phap nay khi khéng thé chon
phuong phép nao khac. Phai c6 bién phap thich hop dé
bao dam su tham Lh?m cta khi va hoi am vao bén trong
vat liéu can tiét khuan ciing nhu 1am giam lugng ethylen
oxyd hodc san phim phan hity ctia né trong san phim da
tiét khuan xudng dudi mirc c6 thé gay nguy hiém khi sir
dung san pham.

Khi c6 thé, nén theo ddi va ghi chép nong o khi, 46 4m trong
dbi, nhiét do va thai gian tiét khuan cia mdi 16 tiét khuan.
Panh gia hiéu qua cia mdi 16 tiét khuan bang chi thi sinh
hoc thich hop (xem Phu luc 16.2 Chi thi sinh hoc diing cho
tiét khudn).

Tiét khuan bang phwong phap loc

Phuong phap loc thuomg duoc ding dé tiét khuan cic
dung dich kém bén nhiét, khong thé tiét khuan trong bao
bi cuébi. Nguyén tic ctia phrong phap 14 dan dung dich cin
tiét khudn qua vt liéu loc c6 kha ning gir vi khuan. Vit
liéu loc thuong dung 12 cac mang loc ¢6 kich thude 15 loc
0,22 pm hay nho hon, c6 kha ning giir lai 100 % vi khudn
Pseudomonas diminuta (ATCC 19146, NCIMB 11091,
CIP 103020) trong diéu kién thi nghiém thich hop. Kiém
tra kha nang giir khuén cia méang loc bing cich loc qua
mang loc mét hdn dich vi khuin Pseudomonas diminuta
trong méi truong nudi ciy tryptone soya broth, hay méi
truomg dinh dudng trong duong, 6 ndng d thich hop sao
cho mdi cm? bé mit mang loc c6 it nhit 107 CFU va tdc dd
loc 16m hon 30 Psi. U dich loc ¢ 32 °C trong diéu kién hiéu
khi, phai khong dugc c6 vi khudn phat trién.

Quy trinh san xuét va moi truéng san xudt cic san pham
tiét khuan bang phuong phap loc phai duoc thiét ké thich
hop dé giam thiéu t6i da sy nhiém khuén. Phai thuong
xuyén kiém tra chat lugng moi tnromg san xuat bing mot
chwong trinh gidm sat chat lugng méi truong da dugc
thAm dinh. Cac may moc, thiét bi, vat chira va nap ddy phai
duoc tiét khuén trudc khi sir dung bang phuong phap thich
hop. Vl tri loc tiét khuén nén b tri cang gan noi dong ong
cang tot va thai diém tigt khuin nén bé tri cang gin thoi
diém doéng 6 ong cang tdt. TAt ca cac thao tac sau khi loc tiét
khuin phai thyre hién trong diéu kién vo khuén.

Cin c6 bién phap thich hgp dé tranh sy hap thu hoat chat
trén mang loc, ciing nhu dé tranh sy thoi tap chét tir mang
loc vao dich loc.

Trudce khi loc phai kiém tra dé dam bao mang loc khéng bi
rach trong qua trinh lap rap va tiét khuan hé thong loc, sau
khi loc xong ciing phai kiém tra tinh toan ven clia mang
loc bing phuong phép thich hgp, vi du phuong phép do
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dpsudt s SU' bot (bubble-point test) hay phuong phdp
do chénh 4p sudt truée va sau khi qua mang |

hold test). g loc (pressure
Vi hi¢u qua cua qua trinh loc ti€t khuan phy thuge vao so
lugng vi sinh vat trong san phim truge khi ch nén néu
khéng thé 1m gidm s6 lugng vi sinh vt bﬁng phuong

phép khac, nén lgc trude dung dich can tiét khuan qua tién
loc c6 kha néng giir vi khudn,

San xudt vé khuén

Trong qué trinh san xuit vé khuan, sin pham chy dong
g6i, vt chira rong va ndp dy dqurc tiét khudn riéng r&
sau d6 két hop v6i nhau trong diéu kién vé khudn dé thu
duge san pham cudi. Boi vi san pham da dong goi khong
dugc tiét khudn bd sung bang bat ky phwong phap nao
khac nén qué trinh san xuat phai tién hanh trong diéu kién
moi trrong c6 chat leong rét cao. Trudc khi phdi hop, mdi
thanh phan cua san phim cudi phai duorc tiét khuan riéng
bang phuong phép thich hop, vi du bing nhiét kho V@i vit
chira béng thiy tinh, bing nhigt a im véi ndp day bang nhuya
va bing phuong phap loc di véi cac dung dich. Dé duy tri
tinh vé khuan cua mm thanh phén trong qué trinh san Xuét
phai chi y dén cac yéu t6 sau:
Moi trudmg san xuit;
Con ngudi;
Céc bé mat tiép xtc truc tiép véi san phdm hé;
Quy trmh tiét khudn cac vat liéu bao géi va quy trinh van
chuyén ching vao khu vuc déng goi;
Théi gian lu trir t6i da cua san phim chd dong goi trude
khi déng vao bao bi cudi.
Pé dam bao tinh v6 khuén cna thanh pham, ca quy trinh
tiét khuan va quy trinh déng géi déu phai duoc thim dinh
bfmg phuong phap thich hop trude khi ap dung trong thuc
té. Tham dinh quy trinh dong goi phai bao gbm thir nghiém
ding moi trudng dinh dudng nudi cay vi smh vat thay cho
san pham that (media fill test) Phai ldy méu dé kiém tra do
v6 khuan tit ci cac 16 cia bat ky san pham nao dugc [lf;[
khuan bing phuong phép loc va/hodc san xuét v6 khuan
trude khi xudt xudng (Xem Phu luc 13.7 Thir v khudn dé
biét them chi tiét).

16.2 CHi THI SINH HOC DUNG CHO TIET KHUAN

Chi thi sinh hoc dung cho tiét khuén 14 nhitng ché phim
sinh hoc da tiéu chuén héa, dugc san xudt tir cac vi sinh vat
chon loc, ding dé danh gia hiéu qua cua cac quy trinh tigt
khuan Chi thi sinh hoc thuong dugc san xudt bing cach
cy mot lu'qng bao tir vi sinh vat chi thi 1én vat mang tro, vi
du bing gidy loc, ban mong thiy tinh hay 6ng plastic, sau
do dong g6i vl mang da cdy khuan vao bao bi thich hop
nhim bao vé san pham tranh bj bién chét va tap nhiém. Vit
ligu dung lam bao goi phai bén, khong bi phan huy trong
qua trinh tiét khuin, nhung phai cho tac nhén tiét khuan
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thém vao bén trong dé t:ep xtic véi vi khuén, Hon djch bao
tir vi khun déng trong 6ng thiy tinh kin cling c6 thé dugc
dung lam chi thi sinh hoc.

Dbi véi cac ché phim long, c6 thé cdy truc tiép bao tir vi
khuan cln thi vao mqt s6 don vi dong goi dai di¢n cua san
pham cin tigt khuan hay vao chat long cé thanh phan gan
gidng san pham, néu khéng thé céy trurc tiép vao san pham
that. Trong trrong hop nay, phai c6 bi¢n phap kiém tra
thich hgp dé dam bao ban than ché phim hay san phim gia
déu khéng c6 kha ning irc ché vi khuan chi thj.

Céc thdng tin bat budc phai cung cip kém theo mdi chi
thi sinh hoc bao gém: tén loai vi khudn ding lam vi sinh
vt doi chiéu, sé dinh danh loai ciia bao tang gidng géc b
lurgmg bao tir song tren mdi vat mang, han dung va tri s§ D.
Trj 50 D la tham s6 tiét khuan (khoang thai | gian hogc ligu
hap thu) cAn dé lam glam lugng bao tir song xuong coOn
10 % so v&i lugng ban du. Chi thi sinh hoc cé thé g0m hai
hay nhiéu loai vi khudn trén mot vat mang, nhung khong
dugc 1an tap khudn. Ngoal ra, trén nhan chi th1 sinh hoc
phéi cung cap théng tin vé mdi trudng nudi cay va diéu
kién .

Dé kiém tra mot quy trinh tiét khuén, dat chi thi sinh hoc
tai vi tri duoc gia dinh, hodc da dugc xac dinh trude bang
phuong phap viét ly thich hop khi ¢6 thé, 14 noi ma téc
nhén tiét khuan kho Iuan'chuyen dén nhét trong budng
tiét khuan. Sau khi cho tiép xdic voi tdc nhan tiét khuan,
chuyén vit mang vao trong méi trudmg dinh dudng thich
hop trong di¢u kién v6 khudn va dem 0. D6i v6i chi thi
sinh hoc déng trong ong thiy tinh kin ¢6 chira sin méi
truomg dinh dudng thi dem 0 ngay.

Cdc vi khudn chi thi dwoc chon liea theo nguyeén tdc:

a) Stre d& khang cua vi khudn chi thi di véi phuong phip
tiét khun da cho phai 16n hon strc dé khang cua tat ca cac
vi khudn gdy bénh va cac vi khudn c6 kha nang nhiém vao
san pham cén tiét khudn;

b) Khong giy bénh;

¢) D& nudi cdy.

Sau khi 4, néu quan sat thiy vi khuan chi thj phat trién.
chimg t6 quy trinh tiét khuén da sir dung khong dat yéu ciu.

Tiét khuén bing nhiét 4m

Chi thj sinh hoc duge ding dé thim dinh quy trinh tiét
khudn bing nhiét 4m I3 bao tr cia vi khudn Bacillus
stearothermophilus (vi dy: ATCC 7953, NCTC 10007,

NCHV[B 8157, hay CIP 52.81). S6 lrong bao tir song trén
mdi vat mang phai tir 5 x 10° tr 1én. Triso D¢ 121 °C+1°C
(ky higu Dyy,) phai lén hon 1.5 min. Phai kiém tra 4 bao dam
& ché Ao tiét khuan & 121 °C % 1 °C trong 6 min chi thj sinh
hoc van con vi khuén séng, nhung bj diét hoan toan & ché do
tiét khuin 121 °C + 1 °C trong 15 min.

Tiét khuén bing nhiét khé
Chi thj sinh hgc duge dung dé tham dinh quy trinh tiét
khudn bing nhiét khé 1a bao tir cua vi khuan Bacillus
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