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PHỤ LỤC 13

13.1 PHÉP THỬ HISTAMIN

Dùng chuột lang nặng 250 g đến 350 g. Đổ chuột nhịn đói 
trong 24 h, cho uống nước theo nhu cầu cùa chuột. Giết 
chuọt đột ngột bằng một cú đánh mạnh vào đầu chuột.
Mổ bụng chuột, dùng kẹp, kẹp vào manh tràng, nâng ỉên 
và kéo ra phía trước, sẽ thấy hồi trànti nổi váo manh tràng, 
cẳt lấy một đoạn hồi tràng dài khoảng 2 cm, cho vào khay 
đựng dung dịch B (nếu làm chậm phải sục khí carbogen). 
Loai bỏ các chât cỏn trong đoạn ruột báng cách dùng một 
pipet có dung dịch R lồng vào đầu đoạn ruột rồi để cho 
dung địch B trong pịpct chảy tự nhiên qua đoạn ruột, cần 
đẻ pipcl ờ tư the nghiêng sao cho mặt thoáng của dung 
dịch B không cao quá 2 cm so với đoạn ruột tronạ khay. 
Thay dung dịch B mới vào khay. Buộc vào mồi đâu của 
đoạn ruột một sợi chi mảnh và rạch một đường ngang nhỏ 
ở giữa đoạn ruột.
Cho đoạn ruột vào bình nuôi cơ quan cô lập có dung tích 
10 ml đôn 20 ml, chứa dung dịch B, và giữ ở nhiệt độ hăng 
định 34 °c đến 36 cc. Sục một hồn hợp khí có 95 thể tích 
oxygen và 5 thể tích carbon đioxyd qua bình nuôi. Một đầu 
sợi chì buộc vào gần đáy bình nuôi, đầu kia nối với đầu 
ghi của một kymograph hoặc thiết bị thích hợp để ghi sự 
co bóp của ruột. Neu dùng bút ghi trên giấy thì điều chỉnh 
sao cho bicn độ có thể khuếch đại lên khoảng 20 lần. Sức 
căng của ruột nên vào khoảng 9,8 mN và điều chỉnh theo 
độ nhạy cùa ruột.
Thay dung địch B trong bình nuôi cơ quan. Đê yên ỉ 0 min. 
Tiêp tục thay dung dịch B 2 đen 3 lẩn như vậy nữa.
Them vào bình nuôi cơ quan, chính xác khoảng 0,2 ml đển 
0,5 ml dung dịch histamin dihydroeiorid có nồng độ nhất 
định đe gây nên một đáp ứng gân tôi đa cỏ thê lặp lại được. 
Liêu này gọi là liều "cao".
Thay dung dịch B ở bình nuôi 3 lần trước mỗi ỉẩn thêm 
histamin. Nôn them histamin vào nhưng khoảng thời gian 
cách đều đê ruột giãn hoàn toàn giữa các lần thêm (khoảng 
2 min).
Tương tự, them những thổ tích bằng nhau của dung dịch 
có nông độ hisíamin thấp để cho đáp ứng cỏ biên độ bằng 
khoảng một nửa biên độ của liêu "cao" và có thô lặp lại 
được. Liêu này gọi là liêu "thấp".
Tiêp tục thêm đêu đận các liều "cao" vả liều "thấp" 
histamin như đã nêu ở trên và xen kẽ thêm cùng một thê 
tích dung dịch pha từ mẫu thử. Điều chinh độ pha loãng 
của đung dịch thừ đc cho sức co của ruột nhỏ hơn sức co 
cùa liều "cao".
Kiêm tra xem sức co cùa dung dịch thừ có lặp lại không và 
xem đáp ứng với liều cao và liều thấp có như trước không. 
Tính hoạt lire cùa chất thử ra microgam histamin base căn 
cử vào độ pha loãng đã xác định ờ trôn. Lượng histamin 
xác định được không được vượt quá lượng ghi trong 
chuyên luận.

Neu chất thử không gây co bóp ruột, pha một dung dịch 
khác và cho thêm một lượng histamin tối đa dung nạp 
được ghi trong chuyên luận và thử với dung dịch này. Theo 
dõi xem sự co cơ của dung dịch này có tương ứng vói 
lượng histatnin đã them không. Neu dung dịch này không 
gâv ra sự co cơ tương ứng hoặc sự co của dung dịch thử 
không lặp lại được, hoặc sau khi thử chất thử rồi, thử lại 
với histamin chuẩn liều "cao" và liều "thấp" mà đáp ứng 
có giảm đi thi kết quà thừ là không có giá trị và phải thứ 
chất hạ áp của thuổc theo chuyên luận "Phép thừ các chất 
hạ áp, Phụ lục 13.3".
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Dung dịch À:
Natri clorid 
Kali elorid 
Calci clorid khan 
Magnesi clorid khan 
Dinatri hydrophosphat 
Nước cất pha tiêm

160 g
4.0 g
2.0 g
1.0 g
50 mg
vừa đủ 1000 ml

Dung dịch B:
Dung dịch A 
Atropin Sulfat 
Natri hydrocarbonat 
D - glucose 
Nước cất pha tiêm

50 ml 
0,5 mg
1,0 g
0,5 g
vừa đủ 1000 ml

Dung dịch B chì pha ngay trước khi dùng và phải dùng trong 
vòng 24 h.

13.2 PHÉP THỬ NỘI ĐỘC TỐ VI KHUẨN

Phép thừ nội độc tổ vi khuân dùng để phát hiện hoặc định 
lượng nội độc tố cùa vi khuẩn gram âm có trong mẫu thử 
cần kiềm tra. Phương pháp sử dụng thuốc thử lysat là dịch 
phân giải tế bào dạng amip có trong máu một loài sam 
biên, Limuỉus poỉyphemus hoặc Tachypỉeus ĩridentatus. 
Hiện nay có 3 phương pháp để thực hiện phép thừ này: 
Phương pháp tạo gel dựa trên sự tạo thành gel khi cho 
thuốc thử vào dung dịch có chứa nội độc tổ; phương pháp 
đo độ đục, dựa vào sự thay đổi độ đục của thuốc thừ lysat 
khi tạo gcỉ; phương pháp đo màu dựa trên sự thay đôi màu 
của phức hợp màu - peptid.
Tùy theo điều kiện và tính chất của mẫu thư, có thê áp 
đụng một trong các kv thuật thích hợp để thực hiện phép 
thừ. Tuy nhiên, khi có nghi ngờ hoặc tranh chap, kốt luận 
cuối cùng sẽ đựa vào phương pháp tạo gc! trừ khi có chi 
dần khác.
Phép thửđuợe thực hiện trong điêu kiện tránh nhiern khuẩn. 
Thiết bị vả dụng cụ:
Tất cả dụng cụ dùng trong phép thử này đều phải không cỏ 
chứa nội độc tổ.
Với những đụng cụ thủy tinh hoặc băng chát liệu chịu 
được nhiệt, loại chất gáy sốt bầng cách sấy ừ 250 °c trong 
ít nhất 30 min. Neu đùng các dụng cụ là chất dẻo, nìur các 
đâu hút cùa micropipet hay các kiiav lỗ để làm phan ứng.
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chỉ dùng các loại có chất liệu không ảnh hường tới phép 
thừ và không có chứa nội độc tố.
Nước để thử nội độc tố (nước BET): Là nước cất pha tiêm 
cho kết quả âm tính trong phép thử nội độc tổ ở điều kiện 
quy định. Có thể dùng nước cất 3 lần hoặc một loại nước 
cất pha tiêm thu được bằng phương pháp thích hợp khác 
đạt yêu cầu trên.
Nếu không có chỉ dẫn gì khác, dùng nước BET làm dung 
môi để pha tất cả các dung dịch dùng trong phép thử. 
Dưng dịch acid hydrocỉoric 0, ỉ M BET và natrì hydroxvd 
0,1 M  BET: Là dung dịch được pha từ acid hydrocỉoric 
(Tì) hoặc natri hỵdroxvd (TT) với nước BLT trong một 
dụng cụ không có chứa nội độc tố. Các dung dịch này đạt 
yêu cầu nếu sau khi điều chỉnh đến pH 6,0 đến 8,0, cho kết 
quả âm tính trong diều kiện cùa phép thử.
Nội độc tố chuẩn vả dung dịch chuẩn gốc: Nội độc tố 
chuẩn được sử dụng trong phép thử như một chất đối 
chiếu. Chuẩn (tược thiết lập và đánh giá theo nội độc tố 
chuẩn quốc tế. Hoạt lực của chuẩn được biểu thị theo dơn 
vị quốc tế qui định bơi Tổ chức Y tế Thế giới (International 
Unit - IU) hoặc đơn vị nội độc tố (Endotoxin Unit - EU). 1 
IU tương đương với 1 EƯ.
Dung dịch chuẩn gốc nội độc tố được pha theo quv định 
đóng gói của từng nhà sản xuất. Trên nhãn và tờ hướng dẫn 
sử dụng kèm theo ghi rõ cách pha, điều kiện bảo quàn và 
số đơn vị nội độc tố có trong dung dịch chuẩn gốc sau khi 
pha theo hướng dẫn.
Pha dung dịch chuẩn: Pha dune dịch chuẩn gốc với nước 
BET để được dãy chuẩn có nồng độ thích hợp. Trước khi 
pha, thường yêu cầu lắc mạnh dung dịch chuẩn gổc trong ít 
nhất 15 min, và mỗi lần pha loãng, trộn các dung dịch pha 
loãng ít nhất 30 s. Dùng các dung dịch chuẩn đã pha loãng 
càng sớm càng lốt để tránh mất hoạt lực.
Dung dịch thử:
Chuẩn bị dung dịch thử bằng cách hòa tan hoặc pha loãng 
mầu thử với nước BET đến độ pha loãng thích hợp. Một số 
chất hoặc chế phẩm có thể cần phải hòa tan hoặc pha loãng 
trong dung dịch thân nước khác. pH cùa hỗn họp phản ửng 
phải nằm trong khoảng qui định cho mỗi loại thuốc thừ, 
thông thường trong khoảng 6,0 đến 8,0. Do vậy, nên điều 
chinh pll của dung dịch thử cho phù họp bằng các dung 
địch acid hydroclorie 0,1 M BIT, natri hvdroxyd 0,1 M 
BET hoặc một dệm thích họp theo khuyến cáo của nhà sản 
xuất thuốc thử.
Phép thử không thích hợp với một sổ loại mẫu thừ như các 
loại nhũ dịch, hỗn dịch... Một số chất có thể cho phản ứng 
dương tính hoặc âm tính giả với thuốc thử như các ché 
phâm từ máu, polynucleotid; ché phẩm có chửa kim loại 
nặng, chất diện hoạt, nồng độ ion cao. Do vậy, cần phải 
khảo sát, tìm phưorng pháp xử lý vả đánh giá trước khi áp 
dụne phép thử cho chế phẩm.
Độ pha loãng toi đa:
Độ pha loãng tối đa (MVD) là hệ số pha loáng lớn nhất cho 
phép đê thu được dung dịch thử có chửa lượng nội dộc tố 
có thể phát hiện được.

MVD được tính như sau:
ỊyỊY]} _ GịÉl hạn nội độc tố X nồng độ dung dịch thừ

X
Trong đỏ:
Giới hạn nội dộc tô (Endotoxin Lỉmit - EL): Giới hạn nội 
độc tố thường được quy định trong các chuyên luận ricng. 
Chế phẩm đạt yêu cầu nếu lượng nội độc tố cỏ trong ché 
phẩm thấp hon giới hạn qui định. Giới hạn nội độc tố của 
các chế phẩm được tính trên cơ sờ liều dùng cho người 
theo công thức sau:

EL = K/M
Trone đó:
K là ngưởng nội độc tố tính cho 1 kg cân nặng cơ thỏ người 
có thể chịu đựng được mà không xảy ra phàn ứng độc hại; 
Giá trị K được tham kháo trong Bảng 13.2.1 dưới đây;
M là liều tối đa của sản phẩm tính cho 1 kg cân nặng cơ thể 
dùng dưới dạng đon liều trong thời gian khoảng 1 h. Liều 
này được hiểu là lượng thuốc tổi đa có thể được dùng trong 
vòng 1 h. Với các loại thuốc tiêm dưới da, tiêm bắp hoặc 
tiêm tĩnh mạch một lần sẽ được coi như dùng đơn liều. Với 
các dịch truyền tĩnh mạch trong thời gian dài, tính M theo 
lượng thuốc của liều có thể được truyền tối đa trong một 
giờ, dựa trên tốc độ truyền tiêu chuẩn nếu không có qui 
định riêng nào cho chè phẩm. Giá trị được dùng là liều tối 
đa theo khuyến cảo của nhà sản xuất, có thể mức liều đó 
vượt quá mức liều theo chỉ dẫn của thầy thuốc.
Ncu một sản phẩm có thể được dùng theo cả 2 đường tiêm 
trong màng cứng và các đường tiêm khác thì giới hạn nội 
độc tố cho sản phẩm được tỉnh theo giá trị K của đưòng 
tiêm trong mảng cứng vì có yêu càu chặt chẽ hơn.

Bảng ỉ 3.2.1

ị Loại sản phẩm

; Các loại thuốc tiêm trong màng cứng 
! Các thuốc phỏng xạ tiêm tĩnh mạch 
1 Tất cả các thuốc tiêm trừ loai tiêm 
Ị trong màng cứng hoặc thuổc phóng xạ

K (tính cho 1 kg 
cân nặng cơ thể)

Ị 02
2,5

5,0

Trên thực tế, các nhà sản xuất thường qui định giới hạn nội 
độc tố cho sản phẩm thấp hơn nhiểu so với giới hạn tỉnh 
theo ngưỡng chịu đựng của người bệnh, để khi dùng liều 
tối đa sản phẩm vẫn đàm bảo an toàn cho người bệnh. 
Nông độ cùa dung dịch thử:
Tính bằng mg/mì nếu giới hạn nội độc tố trong chuyên 
luận riềng quy định theo khổí lượng (EU/mg).
Tính bang đơn vị/ml neu giới hạn nội độc tố trong chuyên luận 
riêng quy định theo đơn vị hoạt lực sinh học (EU/đơn vị). 
Tính bàng ml/ml nếu giới hạn nội độc tố trong chuyên luận 
riêng quv định theo thể tích (EƯ/ml).
X là độ nhạy của thuốc thử được ghi trên nhãn (kỹ thuật tạo 
geỉ) hoặc nồng độ nội độc tố thấp nhất đã dùng để xây dựng 
đường cong chuẩn (phưong pháp đo độ đục hoặc đo màu).
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PHƯƠNG PHÁP TẠO GEL

Phương pháp tạo gcl cho phép phát hiện hoặc xác định 
lượng nội độc tố dựa trên sự tạo gel của thuốc thử lysat 
với nội độc tố. Nồng độ nội độc tố yêu cầu để tạo gel với 
thuốc thừ lysat trong điều kiện tiêu chuấn là độ nhạy ghi 
trên nhãn cùa thuốc thử. Để đảm bảo độ chính xác và giá 
trị của phép thử, phài tiến hành phép thử kiểm tra đè khẳng 
định độ nhạy ghi trên nhãn của thuốc thử lysat và kiểm tra 
các yếu tố ảnh hường theo hướng dẫn dưới đây.

Chuẩn bị thử
Kiểm tra độ nhạy của ỉysat:
Độ nhạy của thuốc thử lysat ghi trên nhãn là nồng độ nội 
độc tố thấp nhất cần thiết để tạo gel với thuốc thử trong 
điều kiện xác định.
Phép thử kiểm tra độ nhạy được thực hiện mỗi khi có lô 
thuốc thừ mới hoặc khi có sự thay đổi điều kiện thí nghiệm 
có thể ảnh hưởng tới kết quả của phép thứ.
Tiên hành:
Chuẩn bị các dung dịch nội độc tố chuẩn với ít nhất 4 nồng 
độ tương đương 2 X; X; 1/2 X và 1/4 X bằng cách pha loầng 
dung dịch chuãn gốc với nước BET, mỗi nồng độ cần 4 
ống. Trong đó X là độ nhạy ghi trên nhãn của lysat muốn 
kiểm tra. Pha thuốc thừ ỉysat với nước BET theo hướng 
dẫn trên nhãn. Trộn một thể tích thuốc thử với đồng lượng 
đung dịch chuẩn (thường dùng 0,1 ml) cho mỗi ống. ủ  các 
ống nghiệm có chứa hồn hợp phàn ứng trong một khoảng 
thời gian quy định theo khuyến cáo của nhà sản xuất thuốc 
thừ lysat [thường ở (37 ± 1) °c  trong (60 i- 2) min], tránh 
bị rung động mạnh.
Đọc kết quà sau một khoảng thời gian qui định. Phản ứng 
dương tính nếu gel tạo thành không bị chảy ra khi nhẹ 
nhàng dốc ngược ống nghiệm (180°). Phản ứng âm tính 
khi không tạo thành gel hoặc gel không đù chắc, rất dễ bị 
rã khi dốc ngược ống nghiệm.
Phép thử không có giá trị nếu bất kỳ ống nào của dung 
dịch chuẩn nội độc tố có nồng độ thấp nhất (0,25 X) cho 
phản úng dương tính. Khi đó, cần kiếm tra kỹ lại các điều 
kiện thừ nghiệm và lặp lại thí nghiệm.
“Điểm dìm ư là ống cuối cùng có hệ sổ pha loãng lớn nhất 
trong đãv cho phàn ứng dương tính.
Độ nhạy của thuốc thừ được biểu thị là trung bình nhân 
của nồng độ điểm dừng (EU/ml), được tính như sau: Tính 
giá trị trung bình của các logarit nồng độ nội độc tố tại 
điếm dừng, sau đó lấy đối - logarit cùa giả trị trung bình. 
Trung bình nhân nồng độ điểm dừng = and log (Xe/f). 
Trong đó:
Xe là tông các logarit nồng độ điếm dừng của mỗi dãy đã thử; 
f ỉà sò dày chuân nội độc tố đã thử.
Độ nhạy ghi trên nhãn cùa thuốc thử được khẳng định là 
đúng ncu trung bình nhân nồng độ điểm dừng lớn hơn 
hoặc bằng 0,5 X và nhỏ hưn hoặc bằng 2,0 X.
Kiếm tra vế.u tổ ánh hưởng:
Phép thử được tiến hành đố xác định xem trong mẫu thử 
có chửa các yếu tổ làm tăng hay ức chế phản ứng hay

không. Khi cỏ bất kỳ sự thay đổi điều kiộn nào đó có thể 
ảnh hưởng đến kểt quà thử nghiệm, cần thực hiện phép 
thử này.
Chuần bị các dung dịch A, B, c  và D theo như Bảng
13.2.2. Các điều kiện thử nghiệm như nhiệt độ, thời gian ủ 
và đánh giá kết quả tương tự như trong phần Kiểm ira độ 
nhạy cùa Ivsat
Trung bình nhân nồng độ điểm dừng của dung dịch B và 
c  được xác định theo hướng dẫn đã nêu trong phần Kiếm 
tra độ nhạy của ỉysat.
Phép thử có giá trị khi dung dịch A và D CỈ10 phản ứng âin 
tính và kết quả dung dịch c  khẳng định đúng độ nhạy của 
thuôc thử.
Nếu độ nhạy của lysat tính theo dung dịch B lớn hơn 0,5 X 
và nhỏ hon 2,0 X thì mẫu thừ không chứa yếu tố ảnh hưởng 
và phép kiềm tra yếu tổ ảnh hường đạt yêu cầu. Neu không 
thỏa mân các yêu cầu trên thi mẫu thử có chứa yếu tố ảnh 
hưởng tới phép thử.

PHỤ LỤC 13

Bàng 13.2.2 Kiêm tra yêu tõ ảnh hưởng

ì Nồng độ i Nồng độ

Dung
dịch

nội độc tố 
được thêm 

vảo mỗi
Dung
môi

! Hệ số 
pha 

loãng

! nội độc ị 
tố sau 

1 khỉ pha ;

SỐ ống 
nghiệm

; dung dịch ; loãng ị

■ A o/dung 
dịch thử -

1iị f ! 4

B 2 x/dung dung
dịch
thử

1
1

1 2X 
1 X

4
4

dịch thử 4 0,5 X : 4
1 8 ; 0,25 X 1 4

1 ; 2X  : 2

c 2 x/nước Nước 2 IX 2
BET BET 4 ! 0,5 X ' 2

8 ; 0,25 X ; 2
! D o/nước BET - - i - : 2

Trong đỏ:
Dung dịch A (dung dịch thử): Mau thử pha ở độ pha loãng 
< MVD.
Dung dịch B (đoi chửng dương tinh có mau thử): Nội độc 
to pha trong dung dịch thử để kiêm tra yếu tổ ảnh hưởng. 
Dung dịch c (khẳng định độ nhạy của lysat): Chuân nội 
độc tổ pha trong nước BETvới nóng độ khác nhau.
Dung dịch D (đoi chứng âm tính): Nước BET.

Nốu mẫu thử có chứa yếu tô ành hường tới phép thử ở độ 
pha loăng nhỏ hơn MVD, làm lại phép thử Kiểm tra yểu tố 
ảnh hưởng, dùng dung dịch thử có độ pha loãng lớn hơn 
nhưng không quá MVD.
Sử dụng thuốc thử có độ nhạy cao hơn sẽ cho phép mẫu 
thừ được pha loãng nhiều hơn, khi đó có thể hạn chế được 
yếu tổ ảnh hưởng. Ngoài ra, cỏ thể xử lý để loại các yểu 
tổ ảnh hường bằng phươntỉ pháp thích hợp như lọc, tmng 
hòa, thẩm tách hoặc đun nónc. Đô đảm bảo phương pháp
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xử lý đã chọn chắc chắn loại được yen tố ảnh hường mà 
không làm mất nội độc tố, cần thực hiện phcp thử Kiểm tra 
yểu tố ảnh hưởng với dung dịch thử sau khi xử lý và cho 
thêm chuẩn nội độc tố. Neu phương pháp cỏ hiệu quả, cân 
ghi vào ticu chuân.

Phép thử giới hạn
Dựa trcn sự tạo gcl cùa thuốc thư lysat với nội độc tô, 
phương pháp này kiêm tra xem lượng nội độc tô có trong 
mẫu íhừ cỏ lớn hơn giới hạn qui định hay không.
Tien hành: Chuẩn bị dung dịch A, B, c  và 13 theo Bảng
13.2.3, mỗi dung dịch 2 ống. Các điều kiện thử nghiệm 
như nhiệt độ, thời gian ủ và đánh giá kết quà tương tự như 
trong phần Kiêm ira độ nhạy cửa ĩỵsat.

Bảng ỉ 3.2.3

sổ ống 
nghiệm

7

2 
1
2

Pi I ụ LỤC 13

Trong đó:
Dung dịch A (dung dịch thử): Mau thứ pha ở độ pha loãng 
< MVD.
Dung dịch B (đối chứng dưcmg tinh cỏ mẫu thứ): Nội độc 
to pha trong dung dịch thứ.
Dung dịch c (đoi chửng dương tinh): Chuản nội dộc to 
pha trong nước BET.
Dung dịch D (đoi chứng cnn tính): Nước BET.

Đánh giá kết quà:
Phép thử cỏ giá trị nếu cả 2 ổng của dung dịch B và c  đều 
cho kết quả dương tính và dưng dịch D âm tính.
Mầu thử đạt yêu cầu nếu kết quà âm tính ờ cả hai ổng 
nghiệm cùa dung dịch A.
Mầu thử không đạt yêu cầu nếu kết quà dương tính trên cả hai 
ống nghiệm cùa dung dịch A khi độ pha loãng bang MVD. 
Nếu hai ổng cùa dung dịch A cho kết quả khác nhau, một 
ống dương tính và một ống âm tính thì làm lại phép thử. 
Mầu thừ đạt yêu cầu nếu ờ lần thử thứ hai cà hai ổng đều 
cho kết quả âm tính.

Phép thử bán đỉnh lương
Phép thử nàv xác định lượng nội độc tô có trong dung dịch 
mẫu thừ bang cách thực hiện phàn ứng tien dan ten diem 
dừng trong quá trình tạo gel.
Tien hành: Chuẩn bị dung dịch A, iỉ, c  và D theo Bàng
13.2.4, mồi dung dịch 2 ống nghiệm.
Dung dịch thử dùng cho dung dịch À và B plìài không có 
chửa vếu tố ành hường. Các điều kiện thử nghiệm như 
nhiệt độ, thời gian ủ vả đánh giá kết quá tương tự như 
trong phán Kiêm tra độ nhạy cùa Ivsaỉ.

ĐƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V

Being Ị 3.2.4

Dung
dịch

Nồng độ nội 
dộc tố đuọc 

them vào mỗi 
đung dịch

i

n Hệ số Dung
1. pha môi : , „: loãng

Nồng độ 
' nội độc 

tổ sau 
khi pha 
loãng

C .A  XSo ông , 
nghiệm

] 2

A
o/dung dịch ; 2 2 i

thừ 4 ->̂ 1
! 8 2 Ị

B
2 Xứlung dịch 

i thử

Dung • 
dịch Ị 1 
thừ ;

; 2 X
i

2 :
i

1 1 : 2 X ’ 2 '“ 1

c ' 2 Xán ước BHT Nước ■ 2 
BET Ị 4

: 1 X 
0,5 X

2
2

■ 8 0,25 X 2 !
D 0 'iurức BLỈT - - 2

Trong đỏ:
Dung dịch A (dung dịch thử): Dung dịch thứ có đọ pha 
loãng < MVD, không có yếu tố ảnh hưởng. Pha mẫu thử 
với nước BET theo các hệ so pha loãng 1/2, 1/4, ỉ /8... Có 
thể pha loãng tiêp dê có kết que; phù hcỵp nhưng hệ sổ pha 
loãng dung dịch thừ cuối cùng phải không quá MVD. 
Dung dịch B (đồi chứng dương tỉnh cỏ mâu thừ): Nội độc tô 
pha trong dung dịch A, de kiêm tra yểu tố ức chế sự tạo geỉ. 
Dung dịch c (đôi chừng dương tính): 2 dãy chuân nội độc 
tổ pha trong nước lì ET.
Dung dịch ỉ) (đoi chứng âm tính): Dùng nước BET.

Tính toán vờ đánh giá kêt quả:
Phép thù có giá trị khi thoa niăn 3 điều kiện sau:
â) Cà 2 ống của dung dịch D đều âm tính (đổi chứng âm
tính).
b) Cà 2 ổng cùa dung dịch B đều dương tính (dổi chứng 
dương tính có mầu thử).
c) Trung bình nhân nồng độ điểm dừng của dung dịch c 
nằm trong khoảng 0,5 X đến 2 X.
Điẻm dừng được xác định là ống nghiệm có hệ sổ pha 
loãng cao nhất trong dãy cùa dung địch A cho phản ứng 
dương tính, và nötig độ nội độc tố ờ diêm dừng eúa dung 
dịch A ỉà tích số của độ pha loans tại điểm đó nhân với hệ 
so X.
Nồng độ nội độc lố trong dung dịch mẫu cần kiểtn tra 
được xác định là trung bỉnh nhân nồng độ đicm dìmg của 
các dãy thừ, tinh trung bình nồng độ nội độc tố của 2 dàv 
(tươm» tự như phần Kiềm tra độ nhạy của lysat).
Nếu không có nồng độ nào cùa dung dịch A cho phàn ứng 
dương tính, thỉ nồng độ nội độc tố của dung dịch A nhỏ 
hơn X X hệ số plut loãng thấp nhất của đung dịch A.
Neu lất cà các độ pha loãng đều cho phản ứng dương tính, 
nồng độ nội dộc tố cùa dung dịch À là bang hoặc lớn hơn tích 
cùa hộ so pha loãng lớn nhất của dung dịch A nhan với X.

Nồng độ nội độc tổ Ị 
Dung dịch ! đưọc thêm vào mỗi 

dung dịch
A ! o/dung dịch thử !
B j 2 x/đung dịch thừ
c  ! 2 X/nước BET I
D ! Õ/nươcTBET
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Có thể pha loãng tiếp đổ tìm được điềm dửng. Tính nồng 
độ nội độc tổ của mầu thử (EƯ/inl, Eư/mg hoặc mlĩq hoặc 
FU/đơn vị), dựa trcn nồng độ nội độc tố trung binh cùa 
đung địch A. Mầu thử đạt yêu cẩu phép thử này nếu nồng 
độ nội độc tổ có trontí mầu thừ thấp hơn giới hạn nội độc 
tố qui định trong chuyên luận riêng.

PHƯƠNG PHÁP ĐO QUANG 

Phirong pháp đo độ đục
Phương pháp do độ đục xác định lượng nội độc tô có trong 
dung dịch mẫu thừ dựa trên đo mức độ thay đôi độ dục 
trong quả trình tạo ecl cùa thuốc thử lysat. Iliện nay cỏ 2 
kỵ thuật dược áp dụnu: đo độ đục tại diêm dừng hoặc đo 
độ đục động học.
Đo độ đục tại diêm dừng dựa trên sự tương quan giữa nông 
độ nội độc tô và độ đục của hồn hạp phàn ứng ở thời điổm 
xác định vào cuối cùa giai đoạn ù.
Đo độ đục động học đựa trên sự tưcmg quan giữa nồng 
độ nội độc tố và thời gian cần thiết đổ đạt tới độ đục định 
trước cùa hồn hợp phàn ứng hoặc tốc độ tãne độ đục cùa 
hồn hợp.
Phép thử thường thực hiện ờ (37 ± ĩ) °c, độ đục biêu thị 
bang độ hấp thụ hav độ tru ven qua.

Phương pháp đo màu
Phương pháp đo màu xác định nồng độ nội độc tố của các 
dung dịch mẫu thử dựa trên đo chất màu đirợc giài phóng 
ra từ một cơ chất mang màu do phản ứng của nội độc tổ 
với thuốc thừ lysat.
Có 2 kỹ thuật đo: đo màu tại điểm dừng hoặc đo màu 
động học.
Đo màu tại đièin dừng dựa trên tương quan giữa nông độ 
nội độc tố và đậm độ chất màu tạo thành của hỗn hợp phản 
ứng ờ điềm cuối cùa giai đoạn ủ.
Đo màu động học dựa trên moi tương quan định lượng 
giữa nong độ nội độc tố và thời gian càn thiết đổ hỗn hợp 
phản ứng đạt tới độ hấp thụ (hoặc độ truyền qua) định 
trước hoặc tõc độ tăng màu của hôn hợp.
Phép thừ thường thực hiện ở (37 ± 1) °c.

Chuẩn bị
Đê đàm bảo dộ đúng và giá trị của phương pháp đo màu 
hoặc đo độ đục, phàí tiến hành phép thứ Ki em tru dường 
chuẩn và Kiêm tru yếu tố ảnh hưởng như sau:
Kiêm tra đường chitàn; Phép thừ được thực hiện với môi 
lõ thuôc thừ lysat mới. Dùng dung dịch nội độc tô ehuân., 
pha ít nhât 3 nồng độ nội độc tố để tạo được đường chuẩn 
trong khoảng nồng độ nội độc tố ghi trong hướng dẫn cùa
thuốc thừ lysat đang sử dụng. Với mỗi nong độ, phải dùng 
ít nhât 3 ông tùy theo điều kiện qui định cho thuốc thử 
lysat đang dùng (về tỷ !ệ thể tích, thời gian ù, nhiệt độ,

Giá trị tuyệt đôi cùa hệ so tương quan [r]» phài lớn hơn 
hoặc bcăng 0,980 cho khoảng nỏng độ nội độc tỏ đã dùng. 
Nêu phép thử không có giá trị, kiểm tra các diều kiện thử 
nghiệm và tiến hành lại như trên.

Dược ĐIẺN VIỆT NAM V

Phép thử Kiêm tra đường chuân phải được thực hiện môi 
khi cỏ thav đôi một điêu kiện nào đó có thè ánh hưởng đên 
kết quà thừ nghiệm.
Kiêm tra yếu tổ ảnh hưởng: Chọn nồng độ nội độc tổ vào 
khoáng giữa cùa đường chuẩn.
Chuẩn bị dung dịch A, B, c  và D theo Bảng 13.2.5. Tiến 
hành phép thử với các đung dịch này sau khi đã chuẩn 
hóa các điều kiện theo quì định của loại thuốc thừ ỉysat sử 
dụng (về thể tích, tỷ lệ thể tích dung dịch thử và thuốc thử 
lysat, thời gian ù).
Phép thừ Kiểm tra yểu tố ảnh hường phải được thực hiện mồi 
khi có sự thay đổi có thê ảnh hường tới kết quả thừ nghiệm.

Bảng ỉ 3.2.5

PHỤ í.ỤC 13

Dung
dịch

Nồng độ nội độc 
tố đirọc thcm vào 

mỗi dung dịch

Dung dịch 
đưọc thêm 
nội độc tố

Số ống nghiệm 
hoặc lỗ phản 

ứng

A 0
Dung dịch 
thừ ■ Không it hơn 2 1

B
Nồng độ ở khoáng í 
giữa cùa đường ! 
cong chuẩn !

Dung dịch 
thừ ■ Không ít hơn 2

c 1 ít nhất 3 nồng độ Nước BET Mỗi nồng độ 
không ít hơn 2

D 0 Nước BET Không ít hơn 2 :

Trong đó:
Dung dịch A (dung dịch thử): Dung dịch thử có độ pha 
ỉ oàng không quả MVD.
Dung dịch B: Thêm dung dịch chuân vaứ dung dịch thử đè 
cỏ nông độ nội độc to vào khoìmg đoạn giừa của đường 
cong chuàn.
Dung dịch c (đổi chímg dương tinh'): Dĩtng dịch chuân nội 
độc tồ cỏ nồng độ dùng trong thâm định phương pháp như 
mõ tả trong phần Kiểm tra đường chuân.
Dung dịch D (đối chứng âm tính): Dùng nước BET.

Phép thừ chỉ có giá trị khi hệ sổ tương quan cùa đường 
chuẩn thu được từ dung dịch c  lớn hơn hoặc bằng 0,980. 
Dung dịch D phải cho kết quả không vượt quá giới hạn giá 
trị trẳng theo qui định của thuốc thử lysat đâ dùng, hoặc 
thấp hơn giới hạn nội độc tổ phát hiện của ỉvsat đã dùnẹ. 
Khả năng tim lại dược lượng nội độc tố chuẩn thêm vào 
dune dịch B bằng hiệu so nồng độ đã tìm thấy trong dưng 
dịch B trừ di nồng độ nội độc tổ tìm được trong dung dịch A. 
Nểu khả năng tìm lại lượng nội độc tố thêm vảo nam trong 
khoảng 50 % đến 200 %, dung dịch mẫu cần kiểm tra được 
coi là không có yếu tố ảnh hường.
Nếu nồng dộ tìm lại dược nằm ngoải khoảng qui định, 
dung dịch mẫu cần kiểm tra có chứa yếu tổ ảnh hưởng. Khi 
đỏ, cần xừ lý để loại ycu tổ ảnh hường bang các phương 
pháp thích hợp (như đâ nêu trong phươnti pháp tạo gel). 
Sau đỏ, phải thực hiện đánh uiá lại xem phirơne pháp xử 
ỉ Ý có loại được yếu tổ ảnh hường không.
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Xác định lượng nội độc tố trong mẫu thử
Tiến hành: Chuẩn bị dung dịch A, B, c  và D theo nhu 
Báne 13.2.5, và theo qui trình như dã mô tà trong phàn 
Kiểm tra VCU tố ánh hường.
Tinh nồng độ nội dộc tô:
lính  nồng dộ nội dộc lố trong mỗi ốnu cùa dune dịch 
A theo đường chuẩn thu (tược từ dung dịch c . Phép thử 
không có giá trị trừ khi tlioả măn các yêu cầu sau:
1) Giá trị tuyệt dối của hệ số tirong quan của dường chuẩn 
theo dung dịch c  lớn hơn hoặc bằng 0,980.
2) Lượng nội (tộc to tỉm lại được, tức là hiệu số nồng độ 
nội độc tố tìm lại được tronu dung dịch B trừ đi nồng độ 
nội độc tố trong dung dịch A, phải nam trong khoảng 
50 % đến 200 %.
3) Kết quà cùa dung dịch D không vượt quả giới hạn giả trị 
trang của thuốc thử lysat đã dùng, hoặc phải thấp hơn giới 
hạn nội độc tố phát hiện cùa lysat đà dùng.
Đánh giá kết quả:
Mầu thừ đạt phép thử nội độc tổ vi khuẩn nểu nồng độ nội 
độc tố cỏ trong mẫu thừ tính từ nồng độ nội độc tố trung 
bình của các ong dune dịch A thấp hơn giới hạn nội độc tố 
qui định trong chuyên luận riêng.
* Nếu tỳ' số giá trị logarit đáp ứng giữa nồng độ cao nhất 
so với nồng độ thấp nhất trong khoảng khảo sát lớn hơn 2, 
thì nên thêm một số nồng độ để thu được đường chuẩn có 
khoảng cách giữa các giá trị log phù hợp.

13.3 PHÉP THỬ CÁC CHẤT HẠ ẢP

Thử các chất hạ áp là phương pháp sinh học dựa vào tác 
dụng hạ huyết áp của thuốc đem thử trên mèo đà được gây 
mê so với tác dụng hạ áp của thuốc histamin chuân.

Chuẩn bị thí nghiệm
Động vật: Mèo khoẻ mạnh, trường thành, đực hoặc cái 
(không mang thai), cân nặng từ 1,8 kg trở lên.
Nước muổi heparin: Dung dịch chứa 50 đơn vị heparin 
trong 1 ml dung dịch natri cíorid 0,9 % dùng đe chống 
đông máu. Có thổ dùng một dung dịch chong đông thích 
hợp khác đê thay thế.
Dung dịch histamin chuân: Dùng hi stand n dihvdroclorid 
hoặc hístamin monohydrophosphat bào quàn trong lọ kín, 
làm khô bằng silica gel 2 h trước khi cân. Hòa tan trong 
nước cất một lượng histamin đã được cản chính xác thành
dung dịch chứa 1 m g/m l hislam in base. N gay Irưóc khi 
thử, pha loàng dung dịch histamin này (1 mgrinl) bang 
dung dịch natri clorid 0,9 % đã tiệt trùng thành dung dịch 
có nồng độ 0,1 pg/ml tính theo histamin base.
Mâu thử: Pha theo từng chuyên luận tươim ứng trong dung 
dịch natri clorid 0,9 % đã tiệt khuẩn hoặc tronc dung môi 
thích hợp, đến nồng độ cẩn thiết.

Tiến hành
Mèo được gây mê bằng cloralose hoặc một loại barbiturat 
thích hợp như pltcnobarbilal v.v... de duv tri được huyết
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áp đong đều trong snot thời gian thí nghiệm, cố  định động 
vật trên bàn mô, cân làm nhe nhàng sao cho mèo không bị 
kích thích. Có biện pháp giữ đê thân nhiệt mèo không giảm 
quá giới hạn sinh lý bàng đèn hoặc lò sưởi. Thông khí quản 
bang một canuyn thùy tinh. Bộc lộ động mạch cảnh, long 
can un có chứa đáy nước muối heparin (hoặc dung dịch 
chòng dỏng khác) vào động mạch cành. Nối canuyn với 
hu vát áp kế thủy ngân hoặc một thiết bị ghì huyết áp khác 
đạt yêu cầu vồ độ nhạy. Bộc lộ tĩnh mạch đùi, luồn vào đó 
một kim tiêm đầu tù có chửa nước muối heparin, buộc cố 
định lại đổ tiêm mầu thử hoặc histamin chuẩn.
Xác định độ nhạy cùa động vật với histamin bằng cách 
tiêm tĩnh mạch các lieu 1 ml (0,1 g) và 1,5 ml (0,15 pg) 
dung dịch hislatnin chuẩn cho mồi kg thổ trọng. Khoảng 
cách thời gian giữa các làn ticm ít nhất là 1 min sau khi 
huyết áp đa trứ lại mức bình thường. Bình thường một liều 
histamin 0,1 Ịig/kg thê trọng mèo làm huyết áp hạ khoảng 
20 mtnHg. Lặp lại liều thấp histainin chuân (1 ml/kg) ít 
nhất 2 lẩn. Dộng vật được dùng vào thí nghiệm khi sự 
giảm huyết áp là hăng định ờ các lieu 1 ml/kg và với liều
1.5 ml/kg phàí có độ hạ áp lớn hơn.
Sau khi đã dạt yêu cầu thừ độ nhạy với hístainin, tiêm tĩnh 
mạch cho mỗi kg mèo 1 ml dung dịch histamin chuẩn. 
Tiếp theo tiêm 2 liều liên tục của mẫu thừ theo chỉ dẫn cùa 
từng chuyên luận vả cuối cùng lại tiêm dung dịch histamin 
chuẩn với liều 1 ml/kg. Thời gian giữa các lần tiêm là hằng 
định như đã nêu ở trên. Nhắc lại chuỗi tiêm như trên một 
lẩn nữa và kết thúc bàng 1,5 ml dung dịch hislamin chuẩn 
cho 1 kg mèo.

Đánh giả kết quả
a) Neu độ hạ áp của dung dịch histamin chuẩn liêu 1,5 ml/kg 
không lớn hơn liều 1 ml/kg thì thí nghiệm không có giá trị.
b) Chế phẩm đạt yêu cầu về thừ các chảt hạ áp nếu đạt cả 
2 điều kiện sau:
Giá trị trung bình của các độ hạ áp khi liém mẫu thử không 
lớn hơn giá trị trung binh của các độ hạ áp khi tiêm dung 
dịch histamin chuẩn liều 1 ml/kg thể trọng mèo.
Mức hạ áp cùa mỗi lần tiêm mầu thử đều không cao hơn 
mức hạ áp cùa đung dịch histamin chuẩn liều kết thúc
1.5 ml/kg.
c) Chế phẩm khônu đạt yêu cẩu nếu một trong 2 điêu kiện 
trên không đạt.
Chủ ỷ: Dộng vật không được dùng để thừ tác dụng hạ áp 
nữa nếu trong quá trình thử, đã có lần mẫu thừ gây hạ 
áp lém hơn mức hạ áp (lo liều kết thúc 1,5 mỉ dung dịch 
histamin chuẩn cho 1 kg mèo, hoặc giá trị hạ áp của dung 
dịch histamin chuẩn ở liều kết thúc 1,5 ml/kg nhỏ hơn giá 
trị trung binh cùa các liều 1 ml/kg đã tiêm trước dó.

13.4 PHÉPTHỬ CHẮT GÂY SỐT

Phép thừ dược xác định bằng cách do sự tănụ thân nhiệt 
thó sau khi tiêm tĩnh mạch dung dịch vồ khuẩn cùa chat 
cần kícm tra.

DƯỢC DI ÉN VIỆT NAM V

PL-298



Dược ĐIÈN VIỆT NAM V 

Tựa chọn động vật thí nghiệm
Dùng thò trưởng thành, khỏe mạnh, cả 2 giông, cân nặng 
không dưới 1,5 kg, nuôi dưỡng băng thức ãn không có 
chứa kháng sinh và thỏ không có dâu hiệu giám càn trong 
quá trinh thừ nghiệm. Không dùng dê thừ nghiệm nêu:
Q) Thỏ tnới được dùng thứ châl gây sôt có kêt quà âm tinh 
trong vòng 3 ngày trước đỏ, hoặc
b) Thỏ dã được dùng thử chất gây sốt có kết quả dương 
tinh trong vòng 3 tuân.

Khu vực lưu giữ động vật
Thò được nuôi giữ riêng từng con trong khu vực yên tình, 
có nhiệt độ ổn định. Cho thỏ nhịn ăn từ đêm trước khi thử 
cho đến khi thử xong, không cho uống nước trong quá 
trình thừ. Tiến hành phép thừ trong phòng yên tĩnh, không 
có tiềnti ồn, nhiệt độ phòng chênh lệch không quá 3 °c so 
với khu vực nuôi giũ, hoặc thỏ phải được lưu giữ ơ điều 
kiện phòng thí nghiệm trong khoảng ít nhất 18 h trước khi 
thử nghiệm.

Dụng cụ, bơm và kim tiêm
Tất cả các dụng cụ, bơm và kim tiêm phải được rửa sạch 
và tráng nước cất, sấy ờ nhiệt độ 250 °c trong 30 min hoặc 
200 °c trong ỉ h.

Hộp, giá giữ thỏ
Các hộp, giá giữ thỏ cho trường hợp đo nhiệt độ bằng thiết 
bị điện được thiết kế để giữ ờ cổ con vật nhưng không được 
chật quá, phần cơ thể còn lại được thoải mái đổ thỏ có the 
ngồi ở tư thế bình thường. Không giữ thỏ bằng các loại kẹp 
hoặc giá có thê gây đau hoặc khó chịu cho con vật. Thò phải 
được cho vào hộp hoộc giá ít nhất 1 h trước khi thử và giữ ờ 
đó trong suốt quá trình thử nghiệm.

Nhiệt kế
Nhiệt kế hoặc thiết bị điện dùng để ghi nhiệt độ có độ 
chính xác 0,1 °c  và được đưa vào trực tràng của thỏ với độ 
sâu 5 em. Độ sầu của nhiệt ke trong trực tràng phải giổng 
nhau giữa các thỏ. Nêu dùng thiêt bị điện, đâu đo nhiệt độ 
phải được đặt trong trực tràng trong suốt quá trình thử.

Thử nghiệm sơ bộ
Chi nên tiến hành thử sơ bộ với những thò lần đầu tiên 
được dùng để thừ chất gáy sốt.
Trong vòng 1 đến 3 ngày trước khi kiểm tra mầu thừ, tiêm 
tĩnh mạch tai 10 ml/kg thò dung dịch natri clorid 0,9 % 
không có chât gây sốt, đã làm ấm đến khoảng 38,5 cc  
trước khi tiêm. Ghi nhiệt độ thò, bẳt đầu ít nhất 90 min 
trước khi tiêm và tiếp lục trong 3 h sau khí tiêm. Không
dùng những thò có nhiệt độ thay đỗi quá 0,6 °c. vảo thừ 
nghiệm chính thức.

Thử nghiệm chỉnh thức
Mồi mẫu được thử trèn một nhóm 3 thò.
(■huân bị VCI tiêm mau íhir. Mầu thử có thể được hòa tan 
trong một dung ITÌÔĨ không có chất gâv sốt, dung dịch 
natrì clorid 0,9 % hoặc một chất lõng được qui định trong

chuyên luận riêng. Làm ấm dung dịch tbử lén khoáng
38.5 °c trước khi tiêm. Tiêm chậm dung dịch thử vào tĩnh 
mạch tai thỏ trong khoảng thời íĩian không quá 4 min, trừ 
khi có chi dần gì khác trong chuyên luận riêng. Lượng mầu 
thừ được ticm sẽ thay đổi tủy theo chế phẩm cần kiểm tra và 
được qui định trong chuyên luận riêng. Thể tích ticm trong 
khoảng 0,5 ml/kg cân nặng đến 10 mL/kg cân nặng thó. 
Theo dõi nhiệt dộ và xác định đàp ứng:
Ghi nhiệt độ thỏ 30 min một làn, ít nhất 90 min trước khi 
tiêm và tiếp tục 3 h sau khi tiêm. Theo dõi nhiệt dộ trước 
khi tiêm, không dùng vảo thừ nghiệm nếu:
Thỏ có chênh lệch nhiệt độ > 0,2 °c  giữa 2 lần ghi liên 
tiếp, hoặc
Thỏ có nhiệt độ ban đầu cao hơn 39,8 °c  hoặc thấp hơn 
38 °CI, hoặc
Nhiệt độ ban đầu của 3 thò trong củ nu nhóm khác nhau 
quả 1 °c.
“Nhiệt độ ban đàu" cùa mỗi thò là trung bình cua 2 giá 
trị nhiệt độ uhi được cách nhau 30 min, xác định trong 
khoảng 40 min ngay trước khi tiêm dung dịch thử. “Nhiệt 
độ toi đa” cửa mồi thỏ là nhiệt độ cao nhất ghi dược cho 
thò đó trong vòng 3 h sau khi tiêm. Chênh lệch giữa “nhiệt 
độ ban đầu” và “nhiệt độ tối đa” được gọi là đáp ứng. Khỉ 
chênh lệch là âm, kết quà được coi là đáp ứng bang 0. 
Đảnh giá kết quả:
Đầu tiên thử trên một nhóm 3 thỏ, tùy thuộc vào kết quả 
thu được, thử thêm lần lượt từng nhóm 3 thỏ khác cho đến 
khi tổng cộng 4 nhóm, nếu cần. Nếu lổng đáp ứng cùa 
nhóm đầu tiên khône vượt quá sổ ghi trong cột 2 của Bàng
13.4, thi mầu thừ đạt yêu cầu. Ncu tồng đáp ứng vượt quá 
sô ghi trong cột 2 nhưng không vượt quá số ghi trong cột 3 
thì lặp lại phép thử trên nhỏm khác như đã ncu ờ trên. Ncu 
tông các đáp ứng lớn hơn sổ ghi trong cột 3 thì mầu thử 
không đạt yêu cầu.
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Bàng 13.4

Số thỏ
Mau thử đạt nếu 

tổng đáp ứng
Mẩu thử không đạt 
nếu tồng đáp ứng

không vượt quá vượt quá
(1) : (2) (3)
3 1,15 °c 2,65 °c
6 2,80 °c 4,30 °c
9 4,45 °c 5,95 °c:
12 6,60 °c: 6,60 X ’

Những thô có nhiệt độ tăng cao quá 1,2 °c thì loại và
không bao giò dùng lại cho phép thử chất gãy sốt.

13.5 THỬ ĐỘC TÍNH BẮT THƯỜNG

Độc tính bát thưởng của thuốc dược xác đinh bàng cách 
theo dối sỏ chuột chết trong thời gian 48 h sau khi cho 
chuột một liòu thuốc qua đường dùng theo qui định.

f'í
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Động vật thí nghiêm
Chuột nhắt trang khoè mạnh, cản nặng 18 g đen 22 g, 
chưa dù nu vào thí nghiệm, nêu là chuột cái phủi không 
có thai hoặc đang cho con bú, được chăn nuôi trong điều 
kiện bình thường.

Chuẩn bị dung dịch thử
Nổu không có hướng dẫn gì khác, chuân bị dung dịch thử 
bằng cách hòa tan mẫu thừ trong dung dịch natri clorid 0,9 % 
hoặc nước cất tiêm (nếu thừ theo đường tiêm) hoặc phân tản 
đều mầu thử Trong nước cất (ncu thừ theo đưòng uống) đe thu 
được dung dịch hoặc hồn dịch có chứa lượng chát cần tliìr phù 
họp với mức liêu qui định trong chuyên luận riêng.

Tiến hành thử
Dùng 5 chuột, cho mỗi con 0,5 ml dung dịch thừ bằng một 
trong những đường dùng sau:
Tiêm tĩnh mạch: Tiêm vào tình mạch đuôi cùa mỗi chuột 
với tốc độ hăng định trong 15 s đen 30 s.
Tiêm trong màng bụng: Tiêm qua lérp da bụng vào thẳng 
hốc bụng chuột.
Tiêm dưới da: Tiềm dưới da vào một chỗ ờ lưng hoặc bụng. 
Uống: Cho uổng bằng một kim cong đầu tít hoặc một dụng 
cụ khác thích hợp, phải đảm bảo đưa thuôc vào trong thực 
quàn hoặc dạ dày.

Đánh giá két quả
Nếu không có hướng dẫn gì khác thì quan sát chuột 48 h 
sau khi dùng thuốc.
Nếu không có chuột nào chết thì mẫu thừ đạt yêu cầu.
Nếu có chuột chét, làm lại thử nghiệm với 10 chuột khác, 
dùng chuột có cân nặng (19 ± 1) g. Sau 48 h, nếu không có 
chuột nào chết thì mẫu thừ đạt yêu cầu.

13.6 THỬ GIÓI HẠN NHIỄM KHUẨN

1. XÁC ĐỊNH TỐNG SỐ VI SINII VẬT 

Giới thiệu
Phcp thử sau đây cho phép xác định sô lượng khuân ưa 
nhiệt trung bình và nấm có thè phát triên đưực trong điêu 
kiện hiếu kín',
Phcp thử nhằm đánh giá chế phẩm thử cỏ đáp ứng tiêu 
chuẩn chất lượng đã công bố về chi tiêu vi sinh hay không. 
Khi sử dụng phép thừ cho tnục đích này, cân tuân thủ 
theo chỉ dẫn dưới đây vồ số lượng mẫu đem thừ, đánh 
giá kết quà.
Phép thử nàỵ không áp dụng được đối với che phẩm thuốc 
có thành phàn chính là vi sinh vật sống.
Có thể sử dụng qui trinh kiểm tra vi sinh khác, bao gồm 
các phương pháp tự động nếu chứng minh dược lính tương 
đương cùa chúng với phương pháp ghi trong dược điên.

Ọui (tịnh chung
Tiến hành phép thử trong diều kiện đàm bào tránh được 
sự tạp nhiễm vi sinh vật bén ngoài vào mầu thử. Các biện 
pháp phóng tránh Lạp nhiễm phai không ảnh hưởng đến bất

cứ loài vi sinh vật nào có thê phát hiện được trong mẫu thử. 
Neu mầu thứ có chứa chất ức chế vi sinh vật thi cần phái lo. 
bó hoặc trung hòa trước khi thứ nghiệm. Khi sừ dụng chát 
bât hoạt, can chứng minh khá nàng bất hoạt của chủng và 
đảm báo chát bat hoạt dỏ không chừa dộc tố với vi sinh vật. 
Khi sử dụng chất diện hoạt trong quá trinh chuẩn bị mầu 
thử, phái dàm bao chất diện hocạt đó không chứa độc tố với 
vi sinh vật và chàt diện hoạt phãi tương thích với chất bất 
hoạt khác cùng được sử dụng.

Phuong pháp xác định tổng số vi sinh vật
Sừ dụng phương pháp màng íọc hoặc phương pháp đĩa 
thạch. Phương pháp MPN (Most Probable Number) nói 
chung cỏ độ chính xác thấp nhát trong số các phương pháp 
đốm vi sinh vật, tuy nhiên, với mẫu thử có số lượng vi sinh 
vật rất thấp thì đâv lại là phương pháp phù hợp nhất.
Lựa chọn phương pháp thử dựa trên nhiều yếu tố như bàn 
chất của mầu thử và giới hạn vi sinh vật cho phép. Phương 
pháp được lựa chọn phải đảm bào tiến hành trên lượng mầu 
đủ đê đánh giá được mẫu thừ dáp ứng theo tiêu chuẩn, cần 
phải xác định sự phù hợp cùa phương pháp đã lựa chọn.

Kiểm tra chất lượng môi trường, sự phù hợp của 
phưoiìg pháp đểm, chứng âm tính

Yêu câu chung
Phải chứng minh phương pháp thử có khả năng phát hiện 
vi sinh vật khi có mặt mẫu thừ.
Phải chứng minh sự phù hợp cùa phương pháp khi có sự thay 
đổi trong quá trình tiến hành thừ nghiệm hoặc có sự thay đôi 
về sàn phẩm làm ánh hường đên kết quà của phép thừ.

Chuẩn bị chủng vi sình vật
Có thẻ sử dụng hỗn dịch chùng vi sinh vật ổn định dã được 
tiêu chuẩn hỏa hoặc chuẩn bị như trình bày dưới dây. Kỹ 
thuật lưu giữ chủng gốc phải đàm bảo vi sinh vật được 
cấy truyền không quá 5 lần từ giong gôc ban đầu. Cay các 
chủng vi sinh vật và nấm riêng rẽ theo Bảng 13.6.1.
Sử dụng dung dịch đệm natri clorid-pepton pH 7.0 hoặc 
dung dịch đệm phosphat pH 7,2 để pha hỗn dịch chùng 
vi sinh vật. Đe pha hồn dịch A. niger, thêm poỉysorbat 
80 (Tĩ) với tỷ lệ 0,05 % vào dung dịch đệm. Hỗn dịch 
được sử dụng trong vòng 2 h, nếu bào quản ờ 2 °c đen 
8 °c thì có thể sử dụng trong vòng 24 h. Ngoài ra, đối với 
A. niger và B suhtiỉis, thay vì chuẩn bị và pha loãng hồn 
dịch chùng dạng sinh đưòng thì có thê sử dụng hỗn dịch 
bào tư ổn định. Hồn dịch bào từ dược bào quàn ở 2 °c  đến 
8 rC' trong khoảng thời gian đã được thẩm định.

Chứng ảm tình
Đổ đánh giá điều kiện thừ nghiệm, tien hành mau chứng 
âm tính bàng cách sử dụng dung dịch pha loãng thay cho 
mầu thử. Mau chứng âm tính phải không được cỏ vi sinh 
vật phát trien. Mau chima âm tinh cune có thể được tiến 
hành cùng lúc với mẫu thừ như mô tã trong phần Cách tien 
hành. Can phái xem xét hệ thong kv lưỡng khi mầu chửng 
àm lính không đạt.

DƯỢC ĐIỂN VIỘTNAM V
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Kiểm tra chất lượng môi trường
Tiến hành kiểm tra chất lượng đỏi với mỗi lô môi tnrờng 
pha chể sẵn hoặc mỗì lô môi trường được pha ché từ môi 
trường khô hay từ các thành phần riêng lẻ.
Cấy riêng rẽ vào môi trường thạch casein đậu tương hay 
môi trường lỏng casein đậu tương một lượng nhỏ vi sinh

Dược ĐIỀN VIỆT NAM V

vật (không quá 100 CFU) theo chỉ dẫn trong Báng 13.6.1. 
Cấy riêng rẽ vào môi trường thạch Sabouraud-dextrose 
một lượng nhỏ vi sinh vật (không quá 100 CPU) theo chỉ 
dân trong Bảng 13.6.1. Ư môi trường theo điều kiện ghi 
trong Bảng 13.6.1.
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Bảng ỉ 3.6. ỉ- Chuẩn bị và sừ dụng chủng vi sinh vật

Vi sinh vät

i

; Chuẩn bị chủng vi
Kiểm tra chất lượng môi trường Sự phù họp của phưong pháp đếm 

khi có mặt mẫu thử
sinh vật Đếm tổng số vi 

sinh vật hiếu khí
Đem tổng số 

nấm
Đem tổng số vi sinh 

vật hiếu khí
Đếm tổng $ố 

nấm

! Staphylococcus aureus 
ATCC 6538 

NCIMB 9518 
CIP 4.83 

NBRC 13276

Môi trường thạch 
casein đậu tương 

ị hoặc môi trường lỏng 
! easein đậu tư<mg 
i  30 °C - 35 °C 

18 h - 24 h

Môi trường thạch 
casein đậu tương 

và môi trường lỏng 
casein đậu tương 

< 100 CPU 
30 °c - 35 °c 

< 3 ngày

Môi trường thạch 
casein đậu lương/ 
MPN môi trường 

lỏng casein đậu tương 
< 100 CPU 

30 °c - 35 °c 
< 3 ngày

-

Pseudomonas 
aeruginosa 
ATCC 9027

! Môi trường thạch 
Ị  casein đậu tương 
• hoặc môi trường

Môi trường thạch 
casein đậu tương 

và môi trường lỏng

Môi trường thach 
casein đậu tương/ 
MPN môi trường

NCIMB 8626 
CIP 82.118 

NBRC 13275

! lỏng casein đậu 
tương

30 °C - 35 °C 
j i 8 h - 24 h

casein đậu tương 
<100 CPU 

30 °c - 35 °c 
< 3 ngày

lỏng casein đậu tương 
< 100 CPU 

30 °c - 35 °c 
< 3 ngày

Bacillus subtilis 
ATCC 6633 

NCIMB 8054

Môi trường thạch 
casein đậu tương 

hoặc môi trường lỏng

Môi trường thạch 
casein đậu tương 

và môi trường lòng

Môi trường thạch 
casein đậu tương/' 
MPN môi trường

CIP 52.62 
NBRC 3134

casein đậu tương 
30 °C - 35 °C 

18 h - 24 h

casein đậu tương
< 100 CPU

30 °C - 35 °C 
~ ;< 3 ngày

lỏng casein đâu tương 
< ỉ 00 CPU 

30 yC-35 °c 
< 3 ngày

Candida albicans ; Môi trường thạch Môi trirờng thạch Môi trường Môi trường thạch Môi trường
ATCC 10231 ị Sabouraud-dextrose casein dậu tương thạch casein đậu tương thạch
NCPF3179 Ị hoặc môi trường <100 CFU Sabouraud- < 100 CFU Sabouraud-

IP 48.72 • lòng Sabourauđ- 30 °C - 35 °C dextrose 30 °c - 35 °c đextrose
NBRC 1594 dextrose < 5 ngày < 100 CFƯ < 5 ngày < 100 CFU

20 °C - 25 °c 20 °c  - 25 °c MPN: không áp dụng 20 °c - 25 °c
2 -3  ngày < 5 ngày < 5 ngày

Aspergillus niger : Môi trường thạch Môi trường thạch Môi trường Mõi trường thạch Môi trường
ATCC 16404 : Sabouraud- casein đậu tương thạch casein đậu tương thạch
IMJ 149007 dextrose hoặc môi < 100 CPU Sabouraud- < 100 CPU Sabouraud-
1P 1431.83 trường thạch khoai 30 °c - 35 °c dextrose 30 °c - 35 °c dextrose

NBRC 9455 tây dexírose
20 °c - 25 °c

5 -7  ngày, hoặc 
' đến khi thu được 

bào tử

< 5 ngày < 100 CPU 
20 °c - 25 °c

< 5 ngày

< 5 ngày
MPN: không áp dụng

< 100 CPU 
20 °c - 25 °c 

< 5 ngày

PI.-30I
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Đỗi với môi trưởng thạch, số lượng vi sinh vật phát triển 
trên lô môi trườn ÍT mới không được khác quá 2 lần so với 
số lượng tính được của hỗn dịch chủng đã được liêu ehuân 
hóa. Đổi với chủng được pha chế khi dùng, sự phát trien 
của vi sinh vật trên lô môi trường mới sẽ được so sảnh với 
sự phát triên của vi sinh vật trên lô môi trường đã dạt yêu 
cầu chất lượng.
Đối với môi trường lòng, sự phát triên rõ ràns của vi sinh 
vật trên lô môi trường mới được so sánh với sự phát trien 
cua vi sinh vật trên lò mỏi trường đà đạt yêu cầu chất lượng.

Kiếm tra sự  phu họp của phương pháp đem khi có mật 
mâu thử
Chuẩn bị mẫu thử: Phưomg pháp chuẩn bị mẫu thử phụ 
thuộc vào tính chất vật lý của mẫu thừ. Neu không thể áp 
dụng cách nào trong các cách dưới đày, có thổ sư dụng 
biện pháp khac dê xìr lý mẫu.
Mầu thử tan trong nước: Hòa tan hoặc pha loãng (thường 
pha loăng 10 lần) mẫu thử trong dung dịch đệm natri 
clorid-pepton pH 7,0, dung dịch đệm phosphat pll 7,2 
hoặc môi trường lỏng casein đậu tương. Điêu chình đêu 
pH 6 đến 8, nếu cần. cỏ thể pha loãng tiếp nếu cần bằng 
cùng dung dịch pha loãng.
Mầu thử có bàn chất không phải chất béo, không tan trong 
nước: Pha loãng mẫu thừ (thường pha loãng 10 lần) trong 
dung dịch đệm natri clorid-pepton pH 7,0, dung dịch đệm 
phosphat pH 7,2 hoặc mỏi trường lòng casein đậu tương. 
Có thể thêm chất diện hoạt như polysorbat 80 (Tỉ') với tỷ 
lệ 1 g/L để tăng khả năng thấm nước cùa mẫu thử. Điêu 
chỉnh đến pH 6 đen 8. neu cần. Có thể pha loãng licp neu 
càn bàng cùng dung dịch pha loãng.
Mầu thừ có bản chất là chất béo: Hòa mẫu thừ trong 
isopropyl myrìstữt (77) đã được tiệt khuản trước bâng cách 
lọc qua màng lọc hoặc trộn mâu thử với lượng nho nhát 
có thề poỉysorbat 80 (77) vô khuẩn hoặc một chât diện 
hoạt khác không có tính ức chế, làm nóng nêu cần ờ nhiệt 
độ không quá 40 °c, trong một sô ít trường hợp cỏ thê sử 
dụng nhiệt độ không quá 45 cc . Trộn cẩn thận và nếu cần 
có thể duy trì trong bể ôn nhiệt. Thêm vừa đủ lượng dung 
dịch pha loăng đã dược làm âm sẵn đẻ thu được độ pha 
loãng 10 lần. Duy trì nhiệt độ trong thời gian ngan nhât 
và trộn cân thận đổ thu được nhũ dịch, cỏ thê tiêp tục pha 
loãng theo cấp số 10, trong đó dung dịch pha loăng được 
bổ sung polvsorbat 80 (77) hoặc chất diện hoạt không có 
tính ức chế khác với nông độ thích hợp.
Dung dịch hoặc chất ran dưới dạng aerosol: Chuyên mâu 
thử lên màng lọc trong điều kiện vô khuan hoặc chuyến 
sang binh chứa vô khuẩn đê tiêp tục lav mau. Có thê sử 
dụng toàn bộ lượng mầu hoặc một sổ liều nhất dịnh tử các 
don vị đỏng gói đem thử.
Thuốc dán: Loại bỏ lớp bào vệ bên ngoài và dặt miếng dán 
(mặt dính ngừa lên trên) vào bình vô khuân. Phủ len bê 
mặt miếng dán một loại vật liệu xốp vô khuân, ví dụ tấm 
gạc vô khuẩn, đê tránh cho các miếng dán dính vào nhau 
và cho vào miếng dán một lượng dung dịch pha loàng 
thích hợp có chứa chất bất hoạt nhưpoỉvsorhat 80 (77) và/ 
hoặc lecithin. Lac kv ít nhát 30 min.

Cây (hùng rờ pha loãng:
Thêm váo mẫu thừ đã được xử lý như mô tả ở phần Chuẩn 
bị mẫn thừ cùa mục Kiếm tra sự phù hợp của phưong pháp 
đếm khi có mặt màu thử và thém vào ong chứng (không 
có mầu thừ) một lượng hỗn dịch vi sinh vật có chứa khỏng 
quá 100 CFU. Thê tích của hỗn dịch vi sinh vật không 
được vượt quả 1 % thê tích mẫu thử đà được pha loãng. 
Đê đánh giá độ phục hồi của vi sinh vật khi có mặt mầu 
thù, tiến hành pha loãng mẫu thừ ít nhất có thể. Nếu không 
thê pha loãng ít nhất do bân thân mẫu thử có lác dụng ức 
chế vi sinh vật hoặc mầu thử khó tan trong nước, cần áp 
dụng các biện pháp phù hợp hom. Neu không thể loại bò 
được tác dụng ức che vi sinh vật của mẫu thừ, nên thêm 
hồn dịch vi sinh vật vào mẫu thừ sau khi đã trung hòa, pha 
loãng hoặc lọc mẫu thử.
Trung hòa/ỉoạỉ bò tác dụng cùa chát ức chế:
So sánh sô lượng vi sinh vật hôi phục sau khi pha loăng 
như niô tà trong phẩn Cay chùng và pha loãng và u như 
qui định trong phân Hồi phục vi sinh vật khi có mặt mau 
thừ với sổ lượng vi sinh vật hồi phục cùa ống chứng.
Neu có sự ức chế vi sinh vật phát trien (số lượng vi sinh vật 
giảm quá 2 lần), thì phải thay đổi qui trình đem sổ lượng 
vi sinh vật đê khăng định tính có giá trị của thử nghiệm. 
Sự thav đôi này có the là: (1) tăng thê tích đung dịch pha 
loãng hoặc môi trường nuôi cấy, (2) phối hợp chất trung 
hòa đặc hiệu hoặc chất trung hòa pho bien trong dung dịch 
pha loãng. (3) áp dụng phương pháp màng lọc, (4) phối 
họp các hiện pháp nêu trên.
Chat tru nít hỏa:
Một sổ chất được dùng để trung hòa tác dụng của chất ức 
chế vi sinh vật (Bàng 13.6.2) được thêm vào dung dịch pha 
loàng hoặc môi trường nuôi cẩy trước khi hấp tiệt khuân. 
Trước khi sử dụng, phải tiến hành một mẫu trắng có chất 
trung hòa, không có mẫu thử đe khẳng định hoạt tính của 
chất trung hỏa và khẳng định chất trung hòa không có độc 
tính đối với vi sinh vật.

Hàng 13.6.2 - Một sổ chất trung hòa thông dụng

Chất ức chế

Cỉlutaraldehyd, dẫn chất thủy ngân

Dần chát phenol, alcohol, các 
alđchyd, sorhat

1 Chất/phương pháp 
trung hòa

'Natri hydrosulíìt 
(Natri bisulfit)

Pha loãng

Các aldchỵd Glycin
Dần chất ainoni bộc 4,
parahvdroxyben/oat (các paraben), Lecithin 
bis-bíguanid
Dan chất amont bậc 4, iod, các 
P arabe n
Dần chát thùv ngân
Dan chất tliùv ngân, các halogen,
các aldehvd

Polysorbat

Thioglycolat

Thiosuîfat

EDTA (c de tat) ion M<y+ hoặc ion G r
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Nếu không tìm được phưcmg pháp trung hòa phù hợp, có 
thể thấy việc không phân lập được vi sinh vật đã cây vào 
mẫu thừ cho thấy bản chất mẫu thừ có tác dụng ức chê. 
Đicu này cho thấy mẫu thư sẽ không cỏ khà năng bị tạp 
nhiễm các vi sinh vật đã thử. Tuy nhicn, rât có thẻ mâu thứ 
chi ức chế một số vi sinh vật đã thử mà không ức chế vi 
sinh vật ngoài danh mục các vi sinh vật đã thừ. Khi đó, tiên 
hành thử nghiệm với độ pha ỉoâng cao nhầt tương tlìích 
với sự phát triển vi sinh vật và phù hợp với giới hạn nhiêm 
khuẩn cho phép của mẫu thử.
Hồi phục vi sình vật khi có mặt mẫu thử: Đối với mỗi vi sinh 
vật được liệt kê trong Bảng 13.6.1, tiến hành các thí nghiệm 
riêng rẽ. Chi đếm vi sinh vật được cho vào mầu thử.
• Phưcmg pháp màng lọc:
Sir dụng màng lọc có kích thước lồ lọc không quá 0,45 pin. 
Bàn chất màng lọc được lựa chọn sao cho khà nàng lưu 
giữ vi sinh vật không bị ánh hường bời các thành phần của 
mau thừ. Đối với mỗi loại vi sinh vật được ghi trong Báng
13.6.1. sử dụng một màng [ọc riêng.
Chuyền một lượng phù hợp mẫu thử (thường là lượng 
tương đương với 1 g hoặc 1 ml mẫu thử, hoặc lượng mẫu 
nhò hơn nếu dự đoán chửa nhiều vi sinh vật) đã được xử 
lý theo phân Chuẩn bị mầu thứ, Cay chủng và pha loăng, 
Trung hòa/ỉoụi bó tác dụng cùa chất ức chế lẻn màng lọc, 
lọc ngay và rửa màng lọc với thể tích thích hợp cùa dung 
dịch pha loãng.
Đê đếm tông số vi sinh vật hiếu khí, chuyển màng lọc lên 
bề mặt đĩa môi trường thạch casein đậu tiiơng. Dể đếm 
tổng số nấm, chuyền màng lọc lên bề mặt đĩa môi trường 
thạch Sabouraud-dextrose. ú  các đĩa môi trường theo điều 
kiện ghi ớ Bàng 13.6.1. Sau đó đếm số lượng khuẩn lạc.
• Phương pháp đĩa thạch:
Với mỗi loại môi trường, tiổn hành trên ít nhất 2 đĩa Petri 
và tính kết quả trung binh.
Phương pháp cấy trộn: Sir dụng đĩa Petri đường kính 
9 cm, thêm vào mỗi dĩa 1 ml mầu thừ đã được xừ lý theo 
phân Chuân bị mâu thử, cấy chủng VÀ pha loãng, Trung 
hòa/loại bỏ tức dụng cùa chất ức chế và 15 ml đen 20 ml 
môi trường thạch casein dậu tương hoặc môi trường thạch 
Sabouraud-dextrose, cả hai môi trường có nhiệt độ không 
quả 45 ec. Nếu sử đụng đĩa Petri có đường kính lớn lum, 
thê tích môi trường phái tăng lên cho phù hợp. Đối với mỗi 
loại vi sinh vật dược ghi trong Bảng 13.6.1, sử dụng ít nhất 
2 đĩa Petri, ù các đìa mỏi trường theo điều kiện ghi ờ Bàng
13.6.1. Tinh trung bình số lượng khuẩn lạc đếm dược đối 
với môi loại môi trường và từ đó tính ra số lượng vi sinh 
vật trong dịch eấv ban đầu.
Phương pháp cấy trai bề mặt: Sử dụng đĩa Petri đường 
kính 9 crn, thèm vào mỗi đìa 15 ml đến 20 ml môi trường 
thạch casein đậu tương hoặc môi trường thạch Sahouraud- 
dextrose ờ nhiệt độ khoáng 45 cc  và để môi trường đòng. 
Nêu sử dụng đĩa Petri có đường kính lớn bơn, thẻ tích 
mói trường phái tăng lên cho phù hợp. Làm khô đĩa. vi dụ 
trong buông thòi khí sạch (laminar air flow) hoặc tu ấrn. 
Dôi với môi loại vi sinh vật được ghi trong Bàng 13.6.1, 
sử dụng ít nhất 2 đĩa Petri. Trải lên bề mặt đĩa môi trường
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thê tích không dưới 0,1 ml mầu thừ đà dược xử lý theo 
phân Chuàn bị mâu thử, cấy chủng vờ pha loãng, Trung 
hòa/loại bỏ tác dụng cùa chắt ức chề. ủ  và đếm số lượng 
khuẩn lạc giống mục Phương pháp cấy trộn.
• Phương pháp MPN (Most Probablc Number):
Phưcmg pháp MPN cỏ độ chính xác và dộ đúng kém hơn 
so với phương pháp màng lọc hoặc phương pháp đĩa thạch. 
Kết quà đếm tồng sổ nấm bằng phương pháp MPN càng 
cho sai số nhiều hơn. Chính vì vậy, phương pháp MPN 
chỉ được sử dụng khi không thể áp dụng phương pháp nào 
khác, Nếu sử dụng phương pháp MPN, cần tuân thù các 
bước sau.
Chuẩn bị ít nhất 3 nồng độ pha loăng 10 lần của mẫu thử đã 
được xử ỉý như phan Chuẩn bị mâu thừ, Cấy chúng và pha 
loãng, Trung hòư/loại bỏ tác dụng cùa chát ức chê. Dôi 
với mỗi độ pha loăng, cấy 1 g hoặc 1 ml vào 3 ổng nghiệm 
có chứa 9 ml đen 10 ml môi trường lòng casein đậu tương. 
Neu cần, có thể thêm chất diện hoạt như poỉysorbat 80 
(TT) hoặc các chất bất hoạt pbù hợp khác vào môi trường. 
Như vậy, cỏ tất cả 9 ống nghiệm cho 3 mức nồng độ pha 
loãng cùa mẫu thử.
ử  tất cả các ổng nghiệm trên ở 30 °c đến 35 °c trong 
không quá 3 ngày. Nếu không thể đọc kết quà chỉnh xác do 
bân chất mẫu thử gáy khó khăn cho việc quan sát sự phát 
triển cùa vi sinh vật thì cấy chuyển sang môi trường lỏng 
casein đậu tương hoặc môi trường thiỊch casein đậu tương, 
ủ tiếp ờ nhiệt độ như trẽn trong 1 ngày đến 2 ngày, sau đó 
đọc kết quà. Xác định chỉ số MPN trong 1 g hoặc 1 mỉ mầu 
thử theo Bàng 13.6.3.

Kết quả và đảnh giá
Khi đánh giá sự phù hợp của phương pháp màng lọc hoặc 
phương pháp đĩa thạch, giá trị trung bình đếm được cùa 
các sinh vật thừ phải không dược khác quá 2 lần so với 
kẻt quà cùa ống chứng không chứa mầu thừ thu được 
theo phân Cây chùng và pha loăng. Khi đánh giá sự phù 
hợp của phương pháp MPN, giá trị MPN phái nằm trong 
khoảng tin cậy 95 % của kết quả thu được của ổng chứng. 
Nêu các yêu cầu trôn không đáp ứng dối với một hoặc 
nhiều loại vi sinh vật đem thừ ờ tất cà phương pháp thử thì 
lựa chọn phương pháp và điền kiện thử nào có đáp ứng gần 
nhất yêu cầu trcn.

Cách tiến hành
Lượng mâu thừ dùng cho thử nghiệm
Trừ khi cỏ chỉ dẫn riẻne, lấy 10 g hoặc 10 ml mẫu thử để 
tiến hành thừ nghiệm trong điều kiện đảm bào như đã đề 
cập ờ trên. Đổi với thuốc khí dung chứa dung dịch hoặc 
chẩt ran, tiến hành thử trên 10 đơn vị đóng gói. Đối với 
thuốc dán, tiến hành thừ trên 10 miếng dán.
Lượng mẫu thử nghiệm có thê giảm xuống tuỳ theo lượng 
dược chất chính được đưa vào chế phẩm trong các trường 
hợp sau: Khôi ỉượng dược chất chinh khỏng quá 1 mg 
trong 1 dơn vị (I viên nén, 1 nang, ì ống hoặc lọ thuốc 
tiêm...) hoặc khối tượng dược chất chính trong l g hoặc 
1 ml mẩu thử (dổi với dạng ché phẩm đa liều) nhỏ hơn
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1 mg. Trong nhữne trường hợp nảy, lượng mầu thử nehiộm 
phải không được nhò hcm lượng mẫn có trong 10 đơn vị 
dóng gói hoặc 10 g hoặc 10 mỉ mẫn thừ,
Đổi với mầu thử lù nguyên liệu nhưng có khối lượng rất 
hạn chế hoặc cỡ lô quá nhò (dưới 1000 ĨĨ1Ỉ hoặc 1000 g), 
lượng mẫu thử nghiệm bằng 1 % cỡ ló, một sổ trường hợp 
lượng mẫu thử có thể nhỏ hơn và phâi có qui định cụ thể. 
Đối với mẫu thừ mà tông sổ đơn vị trong một lò dưới 200 
(ví dụ mẫu thử nghiệm lâm sàng), có thể ticn hành thừ 
nghiệm trên 2 đơn vị, trường hợp cờ ló nhỏ lum 100 đơn 
vị, có thê tiến hành thử nghiệm trên 1 đơn vị.
Lẩy mẫu nguyên liệu hoặc mầu thử một cách ngẫu nhiên. 
Đe thu được đù lượng mẫu theo vêu câu, có thể phải trộn 
đều mẫu thử lấy từ các đon vị đóng gỏi khác nhau.

Tiến hành
Phương pháp màng ỉ ọc:
Sừ dụng dụng cụ lọc được thiết ké phủ hợp, cho phcp có 
thể chuyển mùng lọc vào môi trường nuôi cấy. Sừ dụng 
phương pháp phù hợp theo mục Kiếm tra chat lượng môi 
trường, sự phù hợp cùa phươĩĩg pháp dèm, chứng ám tính 
để chuẩn bị mẫu thử, và chuyển lượng mẫu thích họp lên
2 màng lọc và tiến hành lọc ngay. Rửa màng lọc bằng qui 
trinh phù hợp.
Đe đem tổng sổ vi sinh vật hiếu khí, chuyển một màng lọc 
lên bề mặt môi trưcmg thạch casein đậu tương. Để đếm 
tổng số nấm, chuyển một màng lọc lên bề mật môi trưcmg 
thạch Sabourauđ-dextrose.
ủ  đĩa chứa môi trường thạch casein đậu tương ở 30 °c đến 
35 °c trong 3 ngày đến 5 ngày và ù đĩa chứa môi trường 
thạch Sabouraud-dextrose ờ 20 °c đến 25 "C trong 5 ngày 
đen 7 ngày, Tính so CFU (Colony Forming Unit) trong 1 g 
hoặc 1 ml mẫu thừ.
Khi thử nghiệm với thuốc dán, lọc riêng rẽ 10 % thê tích 
mẫu thừ được chuẩn bị theo phần Chuãn hị mau thừ cùa 
mục Kiểm tra sự phù hợp của phmrtìg pháp đếm khi cỏ mặt 
mau thứ trên 2 màng lọc vô khuẩn. Chuyên một màng lọc 
lên bề mặt môi trường thạch casein đậu tương để đếm tổng 
sổ vi sinh vật hiếu khi và chuyển màng lọc còn lại lên bề mặt 
môi trường thạch Sabouraud-dextrose dể đếm tỏng số nấm. 
Phương pháp đĩa thạch: 
a) Phương pháp cấy trộn:
Sừ dụng phương pháp phù hợp theo mục Kiêm tra chất 
lưựìĩg môi trường, sự phủ hợp của phương pháp đêm, 
chứng âm tinh đề chuẩn bị mầu thừ. Tiến hành với ít nhất 2 
đĩa Petri cho mỗi loại môi trường ờ mỗi nồng độ pha loãng, 
ủ  đĩa chứa môi trường thạch casein đậu tương ở 30 °c đến 
35 °c trong 3 ngày đến 5 ngày và ù đĩa chứa môi trường 
thạch Sabouraud-dextrose ở 20 °c đen 25 °c trong 5 ngày 
đến 7 ngày. Chọn các đĩa của một nồng độ pha loãng nhất 
định mà tại nồng độ pha loãng đó, sổ khuẩn lạc thư được 
là cao nhất và nhỏ hơn 250 đối với đĩa đếm tổng sổ vì sinh 
vật hiểu khí vả nhỏ hơn 50 đổi với đìa đếm tổng số nấm. 
Từ đó tính giá trị trung bình đổi với mỗi loại môi trường 
và tính sổ CFU trong 1 g hoặc 1 ml mẫu thử.
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Bang J3.6.3 - sổ lượng vi sinh vật !<Vn nhẩt có thể có 
trong chế phẩm

Số Ống nghiệm cỏ sự phát Số luọng vi j
triển của vi sinh vât sinh vât lớn

Số 2 hoấc ml mẫu thử cho nhất có thể Đô tin câv 1 .

' X , Ắ 95 %moi ong có trong 1 g
0,1 0,01 0,00 í hoặc 1 mỉ i

0 0 0 <3 0 -  9,4
0 0 1 3 0,1-9,5
0 1 1 0 3 0,1 ■ 10 :
0 1 j 1 6,1 1,2-17
0 ọ 1 0 6,2 1,2 17
0 3 ' 0 9,4 3,5 -  35

; 1 0 1 0 3,6 0,2- 17
; 1 0 1 7,2 1,2-17 1

1 0 2 11 4 ■ 35
1 ì 0 7,4 1,3 20
1 1 1 11 4 -3 5  ị
1 1 0 11 4 -3 5  1
1 1L ỉ 15 5 -  38 ị
1 3 0 16 5 -  38
2 0 0 9,2 1,5-35 ị

I 2 0 ! 1 14 4 - 3 ’
2 0 2 20 5 -3 8  !

: 2 I ! 0 15 4 -3 8  ;
0i- 1 1 20 5 -3 8  í
2 1 1 ? 27 9 94 Ị

: 2 1Á p  ị 0 21 5 -4 0
-) ? i ỉ 28 9 -9 4

• 2 2 : 2 35 9 -  94 :
2 3 ' 0 29 9 -9 4
1 3 ' 1 36 9 -9 4

.  . .  i
i 3 0 0 _ 23 5 -9 4  j
' 3 0 ; 1 38 9-104
......3 ■  0 T 2 64 16-181

3 1 Ị 0 43 9-181 !
3 ỉ } 1 75 17-199 1
3 1 • 2 120 30 -  360

; 3 1 i 3 160 30 -  380
! 3 2 0 93 18-360
• 3 2 : 1 150 30 - 380

3 ọ 2 210 30 -  400
;  3 2 3 290 90 -  990
Ị  3 3 1

0 240 40 ■ ■ 990
: 3 3 i 1 460 9 0 - 1980
! 3 3 ' 2 1100 200 - 4000

3 3 ' 3 >1100
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b) Phương pháp cấy trải bề mặt:
Sử dụng phương pháp phù hợp theo mục Kiểm tra chất 
lượng môi trường, sự phù hợp của phương pháp đêm, 
chímg âm tính để chuẩn bị mầu thử. Tiến hành với ít nhất 
2 đìa Petri cho mỗi loại môi trường ờ mồi nồng độ pha 
loãng. Điều kiện ủ và cách tính kết quả giống phương pháp 
cấy trộn.
Phương pháp MPN:
Sử dụng phương pháp phù hợp theo mục Kiêm tra chất 
lượng môi trường, sự phù họp cùa phương pháp đêm, 
chímg âm tính đổ chuẩn bị mẫu thử. ủ  tất cả các ông 
nghiệm ở 30 °c đến 35 °c trong 3 ngày đôn 5 ngày. Có thê 
cấy chuyển nếu cần theo qui trình phù hợp. Tại mỗi nồng 
độ pha loãng, ghi lại số lượng ổng nghiệm có vi sinh vật 
phát triển. Xác định số lượng vi sinh vật trong 1 g hoặc 
1 ml mẫu thử theo Bảng 13.6.3.

Đánh giá kết quả
Tổng số vi sinh vật hiếu khí được coi là số khuẩn lạc đếm 
được trên môi trường thạch casein đậu lương. Khuẩn lạc 
nẩm phát hiện được trên môi trường này cũng được coi 
là một phần của tổng số vi sinh vật hiếu khí. Tông số 
nấm được coi là số khuẩn lạc đếm được trên môi trường 
thạch Sabouraud-dextrose. Khi tồng sổ nấm vượt quá giới 
hạn chấp nhận cùa mẫu thử do vi kltuẩn mọc trên môi 
trường này, có thể thêm khảng sinh vào môi trường thạch 
Sabouraud-dextrose (ví dụ 50 mg cloramphenicol vào 1 L 
môi trường trước khi hấp tiệt khuẩn), số lượng vi sinh vật 
đếm được bằng phương pháp MPN được coi là tổng số vi 
sinh vật hiếu khí. Neu không thấy cỏ khuẩn lạc mọc trên 
đĩa có độ pha loãng 1/10 thì kết luận chế phẩm có ít hơn 
10 CPU trong 1 g hoặc 1 ml.
Dựa vào giới hạn nhiễm khuẩn cho phép, có thể đánh giá 
như sau:
101 CPU: Số lượng tối đa được chấp nhận = 20;
102 CFU: Số lượng toi đa được chấp nhận -  200;
101 CFƯ: Sổ lượng tối đa được chấp nhận = 2000 và cứ 
tiếp tục như vậy.
Các dung dịch và môi trường nuôi cấy được liệt kê trong 
mục Dung dịch pha loãng vờ mỏi trường.

2. XÁC ĐỊNH VI SINH VẬT GẢY BỆNII

Giói thiệu
Phép thừ sau đây cho phép xác định sự khôna hiện diện 
hoặc hiện diện với sả lượng hạn che của một số vi sinh vật 
gây bệnh trong mẫu thừ dưới những điều kiện đã qui định. 
Phép thử nhàm đánh giả chể phẩm thử có đáp ứng tiêu 
chuấn chất lượng đã công bố về chi tiêu vi sinh vật hay 
không. Khi sừ dụng phép thừ cho mực đích này, cần tuân 
thủ theo chi dần phía dưới về số lượng mẫu đem thủ, đảnh 
giá kết quả.
Cỏ thể sử dụng qui trình xác định vi sinh vật khác, bao 
gôm cà các phương pháp lự động, khi chứng minh được 
tính tương đương của chúng với phương pháp ghi trong 
dược điển.

Qui định chung
Chuẩn bị mẫu thử theo mỏ tả ở phần Chuẩn bị mầu thử. 
Neu mẫu thử có chửa chất ức chế vi sinh vật, cần loại bỏ 
hoặc trung hòa chất ức che như mô tả trong phần Trung 
hòa/loại bỏ tác dụng của chất ức chế.
Khi sử dụng chất diện hoạt trong quá trình chuẩn bị mẫu 
thừ, phải đảm bảo chất diện hoạt đó không chứa độc tố với 
vi sinh vật vả chẩt diện hoạt phải tương thích với chất bất 
hoạt khác cùng được sử dụng như mô tả trong phần Trung 
hỏa/loại bỏ tác dụng của chát ức chê,

Kiểm tra chất lưcmg môi trường, sự phù họp của 
phương pháp, chứng âm tính
Phải chứng minh phương pháp thử có khả năng phát hiện 
vi sinh vật khi có mặt mẫu thử.
Phải chứng minh sự phù hợp của phương pháp khi có 
sự thay đổi trong quá trình tiến hành thí nghiệm hoặc có 
sự thay đổi về sản phẩm làm ảnh hưởng đến kết quả của 
phép thử.

Chuấn bị chủng vi sinh vật
Có thể sử dụng hồn dịch chùng vi sinh vật ổn định đã được 
tiêu chuẩn hóa hoặc chuẩn bị như trình bày dưới đây. Kỹ 
thuật lưu giữ chủng gốc phải đảm bảo vi sinh vật được cấy 
truyền không quá 5 lần lừ giống gốc ban đầu.
Chủng vi sinh vật hiếu khí:
Cấy chủng vi sinh vật thử nghiệm riêng rẽ trên môi trường 
lỏng casein đậu tương hoặc môi trường thạch casein đậu 
tương và ủ ờ 30 °c  đến 35 °c trong 18 h đến 24 h. cấy 
chủng Candida aỉbicans riêng rẽ trên môi trường thạch 
Sabouraud-dextrose hoặc môi trường lỏng Sabourauđ- 
dextrose và ủ ờ 20 °c đến 25 °c trong 2 ngày đến 3 ngày. 
Siaphyỉococcus aureus ATCC 6538, NC1MB 9518, CJP 
4.83 hoặcNBRC 13276
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 
82.118 hoặc NBRC 13275
Escherichia coli ATCC 8739, NCIMB 8545, CIP 53.126, 
hoặc NBRC 3972
Salmoneỉla enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 
ATCC 14028 hoặc có thể thav thế bảng Saỉmoneỉỉa 
enterica subsp. enỉerica serovar Abonv NBRC 100797, 
NCTC 6017, hoặc CIP 80.39
Candida aỉbỉcans ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72 
hoặcNBRC 1594.
Sử dụng dung dịch đệm natri clorid-pepton pH 7,0 hoặc 
dung dịch đệm pbosphat pll 7,2 để pha hỗn dịch chủng vi 
sinh vật. Hỗn dịch được sử dụng trong vòng 2 h, nếu bảo 
quản ở 2 °C đến 8 °c thỉ có thể sừ dụng trong vòng 24 h. 
Cỉostridỉa:
Sử dụng chủng Clostridium sporogenes ATCC 11437 
(NBRC 14293, NCIMB 12343, CIP 100651) hoặc ATCC 
19404 (NCTC 532 hoặc CÍP 79.3). Cấy chùng Clostridia 
trcn môi trường tăng sinh cho Clostriđia và ủ trong điều 
kiện ky khí ờ 30 ^C đến 35 ( trong 24 h đến 48 h. Ngoài 
ra, thay vì chuẩn bị chùng 67. spor.igenes dạng sinh dưỡng
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như ờ tren, có thể sử đụng hồn dịch bào từ ồn định. Hỗn 
dịch bào từ được bao quàn ơ 2 °c  den 8 °c trong khoang 
thời gian đâ được thâm định.

Ch lim g âm tỉnh
Đe đánh giá điều kiện thừ nghiệm, tien hành mẫu chứng 
âm tính bàng cách sừ dụng dung dịch pha loãng thay cho 
mẫu thử. Mầu chứng âm tính phải không dược có sự phcát 
triển của vi sinh vật. Mầu chứng âm tính cũng có thể được 
tiến hành cùng lúc với mẫu thử như mô tả trong mục Cách 
tiến hành, cần phái xem xét hộ thống kỹ lưỡng khi mẫu 
chứng âm tính không đạt.
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Kiểm tra chất lượng môi trường
Tiến hành kiêm tra chài lượng đối với mồi lô môi trường 
pha chế sẵn hoặc mỗi lô môi trường được pha chế từ môi 
trường khô hay từ các thành phân riêng lẻ.
Kiổrn tra chất lượng mói trường theo chi dẫn trong Bảng 13.6.4. 
Thử nghiệm kiếm tra khả nâng kích thích sự phát trien vi 
sinh vật cùa môi trường lòng:
Cấy vào môi trường lỏng một lượng nhỏ vi sinh vật phù 
hợp (không quá 100 CHU), u  ở nhiệt độ xác định trong 
thời gian không lâu hon khoảng thời gian ngắn nhất mà 
phép thừ qui định. Vỉ sinh vật phát triển tốt, rõ ràng trên lô 
môi trường mới khi so sánh với sự phát triển của vi sinh 
vật trên lô môi trường đã đạt yêu cầu chất lượng.
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Bảng ỉ 3.6.4 - Kiểm tra chất lượng môi trường

Vi khuân Gram âm 
dung nạp mật

Môi trường

Môi trường lúng tăng sinh 
Eừiterobacteria-Mossel

Tính chất

Kích thích sự phát triên 

ức chê sự phát tricn

Chùng thử nghiệm
co li

p. aeruginosa 
s. aureus

Môi trường thạch muối mật tím đò 

Môi trường lỏng MacConkev

Kích thích sự phát triền và 
đặc hiệu

Kích thích sự phát triền

E. coli
p. aeruginosa 

E. col ì

Escherichia coỉi
ức chế sự phát tri ổn ẽs. aureus

Môi trường thạch MacConkey
Kích thích sự phát triển và 

đăc hiêu
E. co li

.
Salmonella entérica 

subsp. entérica scrovar
Môi trường lỏng tăng sinh Salmonella 

Rappaport Vassiliadis
Kích thích sự phát triển

.

L— ....
ức chế sự phát triền

Typhỉmurìum hoặc 
Salmonella entérica subsp. 

entérica serovar Abony
Salmonella s. aureus

Kích thích sự phát triền và

Salmonella entérica 
subsp. entérica serovar

Môi trường thạch Xylosc Lysin Tvphimurium hoãc
Deoxycholat đặc hiệu Salmonella entérica subsp. 

entérica scrovar Abony

Pseudomonas Môi trường thach Cctrimiđ
Kích thích sự phát triển p. aeruginosa

E. coli \aeruginosa ức chc sự phát triền
Kích thích sư phát triền và

Staphylococcus Môi trường thạch muối Mannitol ị đặc hiệu S. aureus
aureus \ 

1
ĩ . --- - r ,

ức chê sự phát triên E. col i

Clostridia
Môi trường tăng sinh cho Clostridia Ị Kích thích sự phát triển Cl. sporogenes

Môi trường thạch Columbia ! Kích thích sự phát triển Cl. sporogenes

Candida
Mỗi trường lòng Sabouraud-dcxtrose ! Kích thích sư phát triển c. albicans• -........-....... - - • • - - - --- ........  ■■■■'"," ......- «- • - . . . . . .  ---

albicans Môi trường thạch Sabouraud-đextrose Kích thích sự phát triên và 
đặc hiệu c. albicans

PL-306
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Thừ nghiệm kiểm tra khít năng kích thích sự phát triền Ví 
sinh vật cùa mỏi trương dặc:
Dùng kĩ thuật cấy trài bề mặt. cẩy vào mỗi đĩa mồi trường 
đặc một lượng nhỏ vi sính vật phù hợp (không quá 100 CPU), 
ủ  ở nhiệt độ xác định trong thời gian không lâu hom khoảng 
thời gian ngắn nhất mà phép thử qui định. So sánh sự phát 
triển của vi sinh vật trên lô môi trường mới với sự phát triên 
của vi sinh vật trên lô môi tmờng đã đạt yêu cầu chất lượng. 
Thử nghiệm kiểm tra khả năng ức che sự phát triển vị sinh 
vật của môi trường lóng vù đặc:
Cấy vào môi trường loại vi sinh vật phù hợp với lượng ít 
nhất là 100 CFU. u  ờ nhiệt độ xác định trong thời gian 
không ít hơn khoang thời gian dài nhất mà phép thử qui 
định. Vi sinh vật phải không phát tricn trên môi trường. 
Thử nghiệm kiềm tra tính đặc hiệu cùa môi trường:
Dùng kĩ thuật cấy trài bề mặt. cấy vào mỗi đĩa môi trường 
một lượng nhò vi sinh vật phù hợp (không quá 100 CPU). 
Ù ờ nhiệt độ xác định trong thời gian mà phép thử qui 
định. So sánh hình thái khuấn lạc và phân ứng đặc hiệu của 
vi sinh vật trên lô môi trường mới với hình thái khuẩn lạc 
và phản ímg đặc hiệu cùa vi sinh vật trên lô môi trưòĩic đã 
đạt yêu cầu chất lượng.

Sự phù hợp của phương pháp thử
Đổi với mồi mẫu thừ, tiến hành chuẩn bị mầu thử như 
mô tả trong mục Cách tiến hành, cấy chủng vi sinh vật 
chứng vào môi trường nuôi cấy tại thời điểm trộn mẫu thử 
vào môi trường, cấy các chủng vi sinh vật một cách riêng 
rẽ. So lượng vi sinh vật được cấy vào mẫu thử với lượng 
không quá 100 CPU.
Tiến hành thử nghiệm như mô tả trong mục Cách tiến 
hành và ù trong thời gian ngắn nhất mà phép thử qui định. 
Vi sinh vật gây bệnh được phát hiện bằng các phàn ứng 
đặc hiệu được mỏ tà trong mục Cách tiến hành.
Neu bản chất mầu thừ có tính ức chế vi sinh vật, cần thav 
đổi qui trình thừ cho phù hợp (xem phẩn Trung hòa/ỉoại bỏ 
tác dụng của chất ức chế).
Với mầu thử có tính ức chế vi sinh vật nhưng phương pháp 
dã thử không thổ trung hòa hoạt tính ức chế này được thì 
mẫu thử được coi là không bị nhiễm các vi sinh vật đã 
được thư nghiệm.

Cách tiến hành

Vi khuân Gram âm dung nạp mật
Chuân bị mâu thứ và tiền ù:
Lấy không dưới ] g hoặc 1 ml mẫu thừ, pha loãng 10 
lân như mô tà trong phân Chuân bị mẫu thử mục Kiêm 
tra sự phù hợp> cùa phương pháp đếm khi cỏ mật mầu 
thừ chì khác là dùng môi trường lỏng cascin đậu tương 
thay cho dung dịch pha loãng, trộn đều và ủ ờ 20 °c đến 
25 °c  trong một thời gian thích hợp để phục hồi lại vi 
khuân mà không làm tăng sô lượng vi khuân (thường từ 
2 h đến không quá 5 h).
Phát hiện vi khuẩn:
Trừ khi cỏ chỉ dần riêng, chuyển một thồ tích lương đương
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với 1 g hoặc 1 ml mầu thử được chuẩn bị ở phản Chuẩn bị 
mâu thừ Ví) tiền ủ vào 100 ml môi trường lỏng tăng sinh 
Hnterobacteria-Mossel. ù ỡ 30 "C đen 35 °c trong 24 h 
đến 48 lì. Cay chuyển lên mòi trường thạch muối mật tím 
đò. ủ  ở 30 °c đến 35 °c trong 18 h đến 24 h.
Mẫu thư không có Enterobactcria nếu không thay khuân 
lạc mọc trên môi trường.
Đánh giá sỏ lượng:
Phán lập và cấy chuyền: cấy lượng mẫu thử đã được 
chuẩn bị theo phần Chuẩn bị mau thừ và tiền ù tương úng 
chứa 0,1 g; 0,01 g và 0.001 g hoặc 0,1 ml; 0,01 ml và 
0,001 ml vào thể tích thích hợp môi trường lỏng tăng sinh 
Enterobacteria-Mossel. ử  ờ 30 °c đến 35 °c  trong 24 h 
đến 48 h. Cấy chuyển từ mỗi ống môi trường trẽn sang môi 
trường thạch muối mật tím đỏ. u  ờ 30 °c dến 35 cc  trong 
Ị 8 h dến 24 h.
Đánh giá kết quả: Khuẩn lạc mọc trên môi trường chửng 
tò kết quà dương tính. Ghi lượng nhò nhất của chế phẩm 
mả ờ đó cho kct quả dương tính và lượng lớn nhất của che 
phẩm mà ờ đó cho kết quả âm tính. Xác dinh số lượng vi 
khuẩn theo Bảng 13.6.5.

Bàng ỉ 3.6.5 - Đánh giá kết quả

Kết quả đối vói mỗi lượng sản phấm số vi khuẩn

0,1 g hoặc 
0,1 nil

0,01 g hoặc 
0,01 mỉ

+

0,001 g 
hoặc 

0,001 mỉ
+

có trong 1 gam 
hoặc 1 ml sản 

phẩm
> 10'

+ - < 10' và > 1 o2
< 10: và > 10

< 10

Escherlchỉa coii
Chuân bị mau thứ và tiền ủ:
Lấy không dưới 1 g hoặc 1 ml, pha loãng 10 lần như mô 
tả trong phân Chitân bị mau thử mục Kiêm tra sự phũ hợp 
cùa phương pháp dóm khi cỏ mặt màu thừ. Cây 10 ml hoặc 
một lượng tương ứng với 1 g hoặc 1 ml mầu thử vào một 
thê tích phù hợp môi trường lòng casein đậu tương, trộn 
đều và ủ ờ 30 cc  đến 35 °c trong 18 h đến 24 h.
Phân lập và càv chuyên:
Lắc bình môi trường lòng casein đậu tương, cấy chuyên 
I ml môi trường lỏng casein đậu tương sang ỉ 00 ml môi 
trường lỏng MacConkev và ủ ờ 42 °c đến 44 cc  trong 
24 h đến 48 h. Tiếp tục cấy chuyên sang dĩa môi trường thạch 
MacConkey và ù ờ 30 °c đến 35 cc  trong 18 h đến 72 h. 
Đánh giá kết quá:
Khuẩn lạc mọc trên môi trường chơ thấy mẫu thừ có thể 
có E. C ữ ỉ i .  Tiêp tục xác định băng nhiều phản ứng sinh 
hóa khác.
Mầu thừ không có E. coỉi nều không có khuân lạc mọc trên 
môi trường hoặc các phàn ứng sinh hóa đẻ xác định E. cơỉì 
có kêt quá âm tinh.
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Salmonella
Chitan bị mẫu thừ vit tiên ù:
Lấy lượng mẫu thử dã xứ lv như Ì11Ô tã tronc phân Chitan 
bị mẫu thừ mục Kiêm tra sự phù hợp cùa phươnq pháp 
đếm khi có mặt mầu thử tương ứng với 10 g hoặc ỉ 0 ml 
mầu thử và cấy vào một thê tích phù hợp mòi trường lỏng 
casein đậu tương, trộn đều và ù ớ 30 °c den 35 °c trong 
18 h đến 24 h.
Phân lập và câv chuyến:
Cấy chuyển 0,1 mi môi trường lòng casein dậu tương 
sang 10 ml môi trường tăng sinh Salmonella Rappaport 
Vassiliadis và ủ ờ 30 °c đến 35 °c trong 18 h dển 24 h. 
Tiếp tục cẩy chuvèn sang đìa môi trường thạch xylose, 
lysin, deoxycholat và ù ở 30 °c đến 35 cc trong 18 h đen 
48 h.
Đánh qiá két (Ịlu):
Khuẩn lạc màu dỏ, có hoặc không có trung tâm màu 
đen mọc trên môi trường cho thấy mẫu thử có thô có 
Salmonella. Tiếp tục xác định bằng nhiều phàn ứng sinh 
hóa khác.
Mầu thử không có Salmonella nếu không có khuẩn lạc cỏ 
dặc điểm mò tá ờ tren mọc trên môi trường hoặc các phản 
ứng sinh hỏa đỏ xác định Salmonella có kêt quả âm tính.

Pseudomonas aeruginosa
Chitan bị mau thử và tiên ủ:
Lấy không dưới 1 g hoặc 1 ml mẫu thừ, pha loãng 10 lần 
như mô tả trong phân Chuân bị mau thừ mục Kiêm tra sự 
phù hợp cùa phương pháp đèm khi cỏ mặt máu thử. Cây 
10 rnl hoặc 1 lượng tương ứng với 1 g hoặc 1 ml mẫu 
thử vào một thể tích phù hợp môi trường long casein đậu 
tương, trộn đều. Dối với thuõc dán. lọc một lượng mẫu thử 
tương đưong với ] miếng dán như mô tã trong phần Chuân 
bị mau thử cùa mục Kiểm tra sự phù hợp cùa phưong pháp 
đếm khi có mặt mẫu thử qua màng lọc vô khuẩn và cấy vào 
100 ml môi trường lòng casein đậu tưong. u  ờ 30 °c đên 
35 °c trong 18 h đến 24 h.
Phân lập Vít cctv chuyên:
Cấy chuyển sang đĩa môi trường thạch cetrimid và ù ờ 
30 °c đến 35 °c trong 18 h đán 72 h.
Đánh giá kêt quà:
Khuân lạc mọc trên môi trướng cho thâv mẫu thừ có thê 
có p. aeruginosa. Tiếp tục xác định bằng nhiêu phản ứng 
sinh hóa khác.
Mầu thử không có p. aeruginosa nêu không có khuân lạc 
mọc trên môi trường hoặc các phản ứng sinh hỏa đe xác 
dinh p. aeruginosa có kết quà âm tỉnh.

Staphyỉococc us a U reus
Chuân bị mâu thừ lừ tiên ủ:
Lấy không dưới J g hoặc 1 ml mẫu thử. pha loáng 10 lần 
như mô tã trong phần Chitan bị mau thừ mục Kiêm tra sự 
phù hợp cùa phương pháp đếm khi cỏ mặt mầu thừ. Cây 
10 ml hoặc 1 lượng tương ứng với 1 2 hoặc 1 ml mẫu 
thử vào một the tích phù họp môi trường lòng casein đậu 
tương, trộn đều. Doi với thuổc dán, lọc một lượng mẫu

thư tương đưemg với 1 miếng dán như mô tà troné phần 
Chitan bị máu thừ mục Kiểm tra sự phu hợp cua phươĩĩg 
pháp đêm khi có mặt máu thử qua màng [ọc vó khuẩn và 
cấv vào 100 nil môi trường long casein đậu tương, ủ  ở 30 
'C đốn 35 °c trong 18 h đến 24 h.
Phân lập và cây chuyên:
Cấy chuyên sang đĩa môi trường thạch muối inanilol và ù 
ở 30 cc  đến 35 ỞC trong ỉ 8 h đèn 72 h.
Đánh giá kết quả:
Khuẩn lạc màu vàng hoặc trang cổ vòng màu vàng bao 
quanh mọc trên môi trường cho thấy mẫu thừ có thể có 
s  aureus. Tiếp tục xác định bàng nhiều phán ứng sinh 
hóa khác.
Mầu thử khóng có s. aureus nêu không có khuân lạc có 
đặc điểm mô là ừ trên mọc trên môi trường hoặc các phản 
ứng sinh hỏa đe xác định s. aureus cỏ kêt quà ảm tính.

Clostridia
Chitan bị mau thử vả SOC nhiệt:
Chuẩn bị tối thiều 20 ml mẫu thừ được pha loãng 10 lần 
như mô tà trong phần Chuẩn bị mau thử mục Kiêm tra sự 
phù hợp cùa phưoĩig pháp đêm khi cỏ mặt máu thử tương 
ứng với không dưới 2 g hoặc 2 ml mầu thừ. Chia mâu thử 
thành 2 phần, mỗi phẩn ít nhất 10 ml. Một phần dun nóng 
tới 80 nc  trong 10 min rồi làm lạnh ngay. Phần còn lại 
không được đun nóng.
Phân lập và cựv chitvên:
cấv 10 ml hoặc lượng tương đương với 1 g hoặc 1 ml mẫu 
thử của cà 2 phàn trên vảo thê tích phù hợp môi trường 
tăng sinh cho Clostridia, u cà hai mâu ở điều kiện ky khí 
ở 30 °c đốn 35 °c trong 48 h. Sau khi ù, từ mỗi bình cấy 
chuvển sang môi tnrờng thạch Columbia và tiếp tục ủ ở 
điều kiện ky khí ờ 30 cc  đến 35 °c trong 48 h đến 72 h. 
Đảnh g/ớ két quà:
Sự phát triển cùa trực khuân trong điều kiện kỵ khí (có 
hoặc không có bào tư) trên mỏi trường, phan ứng catalase 
âm tính cho thấy mẫu thừ có thể có Clostridia. Tiêp tục xác 
định bằng nhiều phàn ứng sinh hỏa khác.
Mầu thử không có Clostridia nêu không cỏ khuẩn lạc có 
đặc điểm mó tà ở trên mọc trên môi trường hoặc các phản 
ứng sinh hóa đe xác định Clostridia có két qua âm tính.

Candida albicans
Chuân bị máu thư và tiên ủ:
Chuẩn bị mẫu thư như mô tả trong phần Chuân bị mâu 
thừ mục Kiêm tra sự phù hợp cũa phương pháp đêm khi 
có mặt mẫu thử, cấy 10 ml hoặc một lượng tương ímg với 
1 g hoặc 1 ml vào 100 mỉ môi trường lỏng Sabouraud- 
dexírose, trộn đèu và ù ở 30 °c đến 35 °c trong 3 ngày 
đến 5 ngày.
Phân lập vù cây chuyên:
cấy chuyên sang mỏi tnrờne thạch Sabouraud-dextrose và 
ủ ờ 30 cc  đến 35 °c  trong 24 h đến 48 h.
Đánh giá kcl quà:
Khuẩn lạc màu trang mọc trên môi trường cho thây mau 
thử có thê có c. albicans. Tiểp tục xác định băng nhiêu 
phàn ứng sinh hỏa khác.
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Mầu thử không có c  albicans nêu không có khuân lạc có 
đặc điềm mô tà ở trcn mọc trên môi trường hoặc các phàn 
ửng sinh hóa để xác định c. albicans có kêt quả âm tính.

3. DUNG DỊCH PHA LOẰNG VÀ MÔI TRƯỜNG

Các dung dịch và môi trường nuôi cấy được chuẩn bị theo 
cách dưới dây. Có thể sử dụng môi trường khác khi chứng 
minh được sự phù hợp của chúng.

Dung địch đệm gốc
Cân 34 g kali dìhydrophosphat (77) và cho vào bình định 
mức 1000 ml, thêm 5ÖÖ ml nước tinh khiết, điều chỉnh pH
7,2 ± 0,2 băng natri hvdroxyd (77). Thêm nước tinh khiêt 
tới vạch, trộn đêu. Phân chia vào các bình, liệt khuân, bào 
quản ứ 2 °c đến 8 °c.

Dung địch độm phosphatpH  7,2
Pha loãng dung dịch đệm gôc với nưức tinh khict theo tỷ 
lệ 1 ; 800 (tt/tt) vả tiệt khuan.

Dược DH'N VIỆT NAM V

Dung dịch đệm natri clorid-pepton p ỉl 7,0
Kali dihydrophosphat 3,6 g
Dinatri hydrophosphat dihvdrat 7,2 g tưcmg ứng với

0,067 Mphosphat
Natri elorid 4,3 g
Pepton (từ thịt hoặc casein) 1,0 g
Nước tinh khiết 1000 ml
Tiệt khuẩn trong nồi hấp theo quy trình đã được thẩm định

Môi trirờtig long casein đậu tirong
Casein thủy phân bởi pancreatin 17,0 g
Bột đậu tương thuỷ phân bời papain 3,0 g
Natri clorid 5,0 g
Dikaỉi hydrophosphat 2,5 e
Glucose monohydrat 2,5 g
Nước tinh khiết 1000 ml
Điều chinh pH sao cho sau khi hấp tiệt khuân, môi trường 
có pll 7,3 ± 0,2 ờ 25 °c. Tiệt khuẩn trong nồi hấp theo quy 
trình đã được thâm định.

Môi trường thạch Sabtìuraud-dcxtrose
Dextrose 40,0 g
Casein thủy phân bởi pancreatin 5,0 g
Pepton từ tnô động vật 5,0 g
Thạch 15,0 g
Nước tinh khiết 1000 ml
Điêu chình pH sao cho sau khi hấp tiệt khuân, môi trường 
có pH 5,6 ± 0,2 ờ 25 Tiệt khuẩn trong nồi hâp theo quy 
trình đã được thấm định.

Môi trường thạch khoai tây dextrose
Dịch chiết từ khoai tây 200,0 g
Dextrose 20,0 g
Thạch 15,0 g
Nước tinh khiết 1000 mỉ
Diêu chinh pỉl sao cho sau khi hấp tiệt khuẩn, môi trường 
có plỉ 5.6 -r 0,2 ờ 25 -c. Tiệt khuân trong nồi Itấp theo quy 
trinh ciã được thẩm định.

Môi trường lỏng Sabouraud-dextrose
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Dextrose 20,0 £>
Casein thủy phân bời pancreatin 5,0 g
Pepton tìr mô động vật 5,0 g
Nước tinh khiết 1000 ml
Diều chỉnh pH sao cho sau khi hấp tiệt khuẩn, môi trường 
cỏ pH 5,6 ± 0,2 ờ 25 °c. Tiệt khuấn trong nồi hap theo quy 
trình đà được thẩm định.

Môi trường lỏng tăng sình Enterobacteria-Mossel
Genlatin thùy phân bởi pancreatin 10,0 g
Glucose monohydrat 5,0 g
Mật bò khô 20,0 g
Kali dihyđrophosphat 2,0 g
Dìnatri hydrophosphat dihydrat 8,0 g
Xanh brilliant 15 mg
Nước tinh khiết 1000 ml
Điều chỉnh pH sao cho sau khi tiệt kbuấn khuẩn, môi 
trường có pH 7.2 + 0,2 ờ 25 °c. Tiệt khuẩn bàng nhiột ờ 
100 °c trong 30 min và làm lạnh Iisay.

Môi trường thạch muối mật tỉm đỏ
Cao nám men 3,0 g
Gelatin thủy phân bời pancreatin 7,0 g
Muối mật 1,5 g
Natri clorid 5,0 g
Glucose monohydrat 10,0 g
Thạch 15,0 g
Đỏ trung tính 30 mg
Tim tinh thể 2 mg
Nước tinh khiết 1000 ml
Điều chỉnh pH sao cho sau khi tiệt khuân, môi trường có 
pH7 .4 ± 0,2 ờ 25 °c. Tiệt khuẩn bang cách đun sôi, không 
được hấp trong nồi hấp.

Môi trường lóng MacConkey
Gelatin thủv phân bời pancrcatin 20,0 g
Lactose monohyđrat 10,0 g
Mật bò khô 5,0 g
Tía bromocrcsol 10 tng
Nước tinh khiết 1 (500 ml
Điều chinh pl l sao cho sau khi hấp tiệt khuẩn, môi trường 
có pll 7,3 ± 0,2 ở 25 °c. Tiệt khuẩn trong nôi hấp theo quy 
trình đã được thấm định.

Mỏi trường thạch MacConkey
Gclatin thủy phàn bời pancreatin 17,0 ẹ
Pepton (thịt hoặc casein) 3,0 g
Lactose monohydrat 10,0 g
Natri cloriđ 5,0 g
Muối mật 1,5 g
Thạch 13,5 g
Đỏ (rung tính 30,0 mg
Tím tinh thê 1,0 mụ
Nước tinh khiết 1000 mi
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Điều chỉnh pH sao cho sau khi hấp tiệt khuân, môi trường 
có pH 7,1 ± 0,2 ừ 25 °c. Đun sôi ỉ min, sau đó hấp tiệt 
khuẩn trong nồi hẩp theo quy trình đẵ dược thâm định.

PHỤ LỤC 13

Đun sôi trong 1 min, lác đều. Điều chinh pli sao cho sau 
khí hấp tiệt khuân, môi trường cố pH 7,4 T 0,2 ờ 25 °c. 
I lấp tiệt khuấn trong nồi hấp theo quy trình đã dược thẩm định.
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Môi trướng lỏng tâng sinh Salmonella Rappaport
Vassiliadis
Pepton đậu tương 4,5 g
Magnesi elorìíl hcxahydrat 29,0 g
Natri clorid 8,0 g
Dikali phosphat 0,4 g
Kali dihydrophosphat 0,6 g
Xanh maỉachit 0,036 £
Nước tinh khiết 1000 rnl
Hòa tan, đun nóng nhẹ. Hấp tiệt khuân trong nồi hấp 
theo quv trình đã được thẩm định với nhiệt độ không quá 
115 °c. Điểu chỉnh pH sao cho sau khi hấp tiệt khuẩn, môi 
trường có pll 5,2 -L 0,2 ờ 25 cc.

Môi trường thạch xyỉose, lysin, desoxychoỉat
Xylose 3,5 g
L-Lysin 5,0 g
Lactose monohỵdrat 7,5 g
Sucrose 7,5 g
Natri clorid 5,0 g
Cao nấm men 3,0 g
Đỏ phenol 80 mg
Thạch 13,5 g
Natri desoxyeholat 2,5 g
Natri thiosulfat 6,8 g
sẳt amoni cilrat 0,8 g
Nước tinh khiết 1000 m!
Điều chinh pH sao cho sau khi tiệt khuẩn, môi trường có 
pH 7,4 ± 0,2 ờ 25 ỪC. Đun sôi, để nguội đến 50 °c  thì rót 
môi trường vào đìa Petri. Không được hâp tiệt khuân trong 
nổi hấp.

Môi trường tăng sinh cho Clostridia
Cao thịt bò 16),0 g
Pepton 10,0 g
Cao nấm men 3,0 g
Tinh hột dỗ lan 1,0 g
Glucose monohydrat 5,0 g
Cystein hydroclorid 0,5 g
Natri clorid 5,0 g
Natri acetat 3,0 g
Thạch 0,5 g
Nước tinh khiết 1000 ml
Làm ẩm thạch, hòa tan các thành phần bằng cách đun nóng 
tới sôi, khuấy dều liên tục. Diều chỉnh pH sao cho sau khi 
hấp tiệt khuẩn, môi trường có pH 6,8 ± 0,2 ỏ 25 °c. Hấp 
tiệt khuẩn trong nồi hấp theo quy trình đã được thẩm định.

Môi trưỉmg thạch Columhỉa
Cascin thủy phân bởi pancrcatin 10,0 g
Pepton từ thịt 5,0 g
Tim thủy phân bởi panercatìn 3,0 g
Cao nâm men 5,0 g
Tinh bột ngô 1,0 g
Natri cloriđ 5,0 g
Thạch  ̂ 10,0 g đển 15,0 g
Nước tinh khiết 1000 ml
Làm ẩm thạch, hòa tan bằng cách đun nóng tới sôi, khuấy 
đều liên tục. Diều chình pH sao cho sau khi hấp tiệt khuẩn, 
mói trường có pH 7.3 ± 0,2 ở 25 °C. Hấp tiệt khuẩn trong 
nồi hấp theo quy trình đã được thẩm định. Đe nguội tới 
45 °c đến 50 °c, nếu cần, thêm 20 mg gentamycin basc và 
rót vào đĩa Petri.

Môi trường thạch cetrimid
Gelatin thũv phân bởi pancreatin 20,0 g
Magnesi ciorid 1,4 g
Dikalisulfat 10,0 g
Cetriinid 0,3 g
Thạch  ̂ 13,6 g
Nước tinh khiết 1000 ml
Glycerol 10 ml
Đun sôi trong 1 min, khuấy đều. Điều chỉnh pH sao cho 
sau khi hẩp tiệt khuân, môi trường cỏ pH 7,2 ± 0,2 ở 25 °C. 
Tiệt khuẩn trong nồi hấp theo quy trình đã được thẩm dịnh.

4. YÊU CÁƯ GIỚI HẠN NHIỄM KIIƯẢN

Neu không có chì dan trong chuyên luận ricng thì giứi hạn 
nhiễm khuẩn cho các ỉoại thuốc không tiệt khuẩn trong 
quá trình san xuất được ghi trong Bảng 13.6.6.

Môi trường thạch muối manỉtoỉ
Casein thủy phân bởi pancrcatin 5,0 g
Pepton từ mô động vật 5,0 g
Cao thịt bò 1,0 g
D-Manitol 10,0 g
Natri cloriđ 75,0 g
Thạch 15,0 q
Đò phenol 0.025 g
Nước tinh khiết 1000 mỉ
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Bảng ỉ 3.6.6 - Yêu cầu giới hạn nhiễm khuẩti

Ị Tổng số 
i vi sinh vật Tổng số nếm

!

Loại chế phẩm 1 hiếu khí (CFU/g hoặc Vi sình vật gây bệnh
(CFU/g hoặc CFU/ml)

CFU/ml)
Thuổc dùng điều trị bòng và các vết 
loét sâu

ỉ
Không cỏ vi sinh vật trong 1 g (ml)

i Nguyên liệu hóa dược 103 102
1

............... J
ị Thành phẩm hóa dược dùng để uống 
1 (dạng khô: viên nén, nang...) 103 102

Ị

Không có Escherichia call Long 1 g (ml) ;

; Thành phẩm hóa dược dùng để uống 
(dạng nước: siro, dung dịch...) 102 10’ Không có Escherichia coỉi trong 1 g (ml) ■

Thuốc dùng theo đường trực tràng 103 ỈO2 -
; Thuốc dùng theo đường niêm mạc miệng, 102 10' Không có Staphylococcus aureus, :
Ị lợi, răng, da, mũi, tai Pseudomonas aeruginosa trong 1 g (ml)
1 Không có Staphylococcus aureus,
■ Thuốc dùng theo đường âm đạo
.

j 102 10' Pseudomonas aeruginosa, Candida 
albicans trong 1 g (ml)

Thuốc dán (áp dụng cho 1 miếng dán) 102 101 Không có Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa trong 1 miếng dán

Thuốc hít (bao gồm cà dạng khí dung)

i
ỉ Không có Staphylococcus aureus,

102
Ị

101 Pseudomonas aeruginosa, vi khuẩn Gram 
âm dung nạp mật trong 1 g (ml).

Thuôc uông cỏ nguôn gôc tự nhiên (động, 
thực vật, khoáng chất); cao thuốc, cồn 
thuốc dùng để sản xuất thuốc uống từ 
dược liệu

i
1

104i 102

Không quá 1 ö2 CFU vi khuẩn Gram âm 1 
đung nạp mật trong ỉ g (ml).
Không có Salmonella trong 10 g (mỉ). I 
Không có Escherichia coli,
Staphylococcus aureus trong 1 g (ml).

Thuốc từ dược liệu (thuốc thang...) được 
xừ lý bằng ethanol thấp độ hoặc nước 
nóng (không sôi) trước khi đùng

ị
Ị 105

f - 107 lf

Ỉ04

Không quá 1 ũ4 CFU vi khuẩn Gram âm ; 
dung nạp mật trong ] g (ml) ; 
Không có Salmonella trong 1Ö g (ml)
Không có Escherichia coli trong 1 g (mỉ) ;

Thuốc từ dược liệu (thuốc thang, trà...)
105 Không quá 1 o3 CFU Escherichia coli •

So lượng tối ị số lượng tôi trong 1 g (ml)
được xử lý bang nước sôi trước k.hi dùng ' đa được chấp ; đa được chấp Không có Salmonella trong 10 g (mỉ)

nhận: 5 X  107 j nhận: 5 X  105 :
1

13.7 THỬ VÔ KHUẨN 

Qui đinh chung
Phép thử này được áp đụng nhằm phát hiện sự có mặt của 
VI khuân, nâm trong các nguyên liệu, chê phâm và dụng 
cụ mà theo Dược điền cần phổi vô khuẩn. Tuy nhiên, kết 
quả âm tính chỉ có nghĩa là không phát hiện được vi sinh 
vật tạp nhiễm trong ché phẩm đã thừ trong điều kiện của 
thử nghiệm.

Những biện pháp phòng tạp nhiễm vi sinh vật
Thừ vô khuẩn phải dược tiến hành trong điều kiện vỏ 
khuân. Đê đạt được điéu kiện này, khu vực thử nghiêm

phải phù họp với qui trình thử vô khuẩn được tiến hành. 
Các biện pháp phòng tránh tạp nhiễm phải đảm bảo không 
ảnh hưởng đến vi sinh vật có thể cỏ trong mầu thử. Khu 
vực thử vô khuẩn phải được đánh giá thường xuyên bằng 
phương pháp lấy mẫu tại khu vực làm việc hoặc bằng cách 
tiến hành mẫu đổi chứng thích họp.

Môi trường và nhiệt độ ủ
Có thể sử đụng môi trường được pha che theo chỉ dẫn dưới 
đây hoặc sừ dụng các môi trường thương mại có sẵn nếu 
chúng đáp ứng yêu cầu về khả năng đinh dưỡng theo mục 
Kiềm tro chốt lương môi (rường. Môi trường thioglycolaí
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lòng được dùng đỏ phái hiẹn vi khuân hiếu khí và kỵ khí. 
Môi trưỏug casein đậu tương long được dùng đc phát hiện 
vi khuẩn hiếu khí và nấm.
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Môi trưòng thĩoglycolat lỏng
L-Cystin 0,5 g
Thạch 0,75 g
Natri clorid 2,5 g
(ilucOvSe monohvdral/khan 5,5 g''5,0 g
Cao nấm men (tan được trong nước) 5,0 g
Casein thủy phân bời pancrcatin 15,0 g
Nalri thioglycolat 0,5 g
hoặc acid thioglycolic 0,3 ml
Dung dịch natri resazurin ỉ g/L mới pha) 1,0 nil
Nước 1000 mi
pH sau khi tiệt khuẩn: 7,1 ± 0,2
Trộn L-Cystin, thạch, natri clorid. glucosc, cao nấm men, 
casein thủy phân bời pancrealin với nước và đun nóng 
đến tan hoàn toàn. Hòa tan nairi thiogíycolat hoặc acid 
thioglycoiic vào dung dịch trên, thêm dung dịch natri 
hvdroxvd 1 M (TT) (nếu cẩn) đe điều chỉnh pll sao cho môi 
tnrờng sau khi tiệt khuân cỏ pH 7,1 ± 0,2. Nếu cần phải 
lọc thì đun nóng lại dung dịch (tránh dun sôi) và lọc nóng 
qua ui ấy lọc đà thấm ướt. Thêm dung dịch resazurin, trộn 
đều và đóng môi trường vào ống (hoặc bình) thích hợp 
sao cho sau khi kết thúc quá trình ù, không quá một nửa 
thể tích phía trên của môi trường trong ống {hoặc bình) bị 
chuyển màu chi thị do hấp thụ oxy. Hap tiệt khuẩn theo 
qui trình đã được thẩm định. Bảo quàn môi trường ờ nhiệt 
độ 2 °c đán 25 °c trong bao bì vô khuẩn, kín khí. Nếu 1/3 
thổ tích phía trên của ống (hoặc bình) mòi trường cỏ màu 
hồng, môi trường không thích hợp để thử nghiẹm. Có thể 
phục hồi lại môi trườne bàng cách đun cách thuỷ cho mât 
màu rồi làm lạnh nhanh, chú ý tránh tạp nhiễm không khí 
không vô khuẩn vào môi trường và chỉ sử dụng mòi trường 
đã phục hồi này một lần. Không sử đụng môi trường quá 
thời hạn sử dụng đã thẩm định.
Ù mối Irường thioglycolat lỏng ở 30 °c đèn 35 °c.
Với các chế phẩm có chửa chất bảo quản nhóm thủy phân 
mà không áp dụng phương pháp màng lọc được, cỏ thê ù 
mỏi trường thioglycolat lỏng ờ 20 cc  đến 25 °c thay vì sừ 
dụng môi trường lỏng casein đậu tương vả trường hợp này 
môi trường thioglycolat lòng phải đạt ycu càu vè khá năng 
dinh dường theo mục Kiểm tra chất lượng môi trường. 
Khi được qui định hoặc chứng minh rõ ràng, có thê sử 
dụng môi trường thiogỉycolat lỏng thav thế. Chuẩn bị 
hỗn hợp môi trường có thành phần giống như mói trường 
thioglycoỉat lòng ờ trên nhung không cỏ thành phần thạch 
và dung dịch natri resa/urin, liệt khuân giong như ờ trên. 
Môi trường sau khi tiệt khuẩn có pH 7,1 ± 0,2. Đun nóng 
trong nồi cách thủy trước khi sử dụng và ù ở 30 °c đến 
35 cc  trong điều kiện kỵ khí.
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Môi trường casein đậu tưong lỏng
Casein thúy phán bời pancreatin 17.0 g
Bột đậu Urong thủy phân bời papain 3,0 g
Natri elorid 5,0 g
Dikali hydrophosphat 2,5 g
Cilucose monohyđrat/khan 2,5 g/2,3 g
Nước 1000 mỉ
pH sau khi tiệt khuẩn: 7,3 --r 0.2
1 ỉòa tan tất cà các chất rắn trong nước, đun nóng nhẹ để cho 
tan hoàn toàn. Để nguội đên nhiệt độ phòng. Thêm dung 
dịch natri hydro.xyd ỉ M  (TT) (nêu cân) đê diêu chỉnh pll 
sao cho môi trường sau khi tiệt khuẩn có plí 7,3 ± 0,2. Lọc 
(nếu cần) đê cho môi trường trong. Phản chia mồi trường 
vào ong (hoặc bình) thích hợp và hấp tiệt khuẩn theo qui 
trinh dã được thâm định. Bảo quản môi trường ở nhiệt độ
2 °C đén 25 ,:'C trone bao bì vô khuẩn, kín khí, trừ khi mỏi 
trường được sử dụng ngay. Không sử dụng môi trường quá 
thời hạn sử dụng đã thâm định.
ủ  môi trường casein dậu tương lỏng ờ 20 °C đến 25 °c. 
Môi trường nuôi cấy phải đạt chất lượng theo mục Kiểm 
tra chất lượng môi trường. Có thể kiểm tra chất lượng môi 
trường trước hoặc song song với thử vô khuẩn mẫu thử.

Kiểm tra chất lucmg môi trường
a) Độ vó khuân
Lẩy ngẫu nhiên một vài ống (hoặc bình) môi trường mới 
săn xuất, đem ủ ờ nhiệt độ 30 °C đến 35 °C trong 14 ngày 
đối với môi trường thioglycolat lỏng; ù ở nhiệt độ 20 °c 
đến 25 °c  trong 14 ngày đổi với môi trường casein đậu 
tương lòne. Các loại môi trường phải không được có vi 
khuẩn, nam mọc.
b) Khả nàng dinh dưỡng
Tiến hành kiêm tra khả năng dinh dưỡng đổi với mồi lô 
môi trường dược pha che sằn hoặc mồi lô mói trường được 
pha chế từ môi trường khô nhiêu thành phân hoặc được 
pha ché từ các thành phần riêng lẻ. Sử dụng các chủng vi 
sinh vật phù hợp theo qui định trong Bảng 13.7.1.

Bảng ỉ 3.7.1 - Chùng vi sinh vật phù hợp để kiểm tra khà 
năng dinh dưỡng và sự phù hợp cùa phương pháp

Vi khuẩn hiếu khí
Staphyỉoccocus ưureus ATCC 6358, CTP 4.83, NCTC 10788,

NCIMB 9518, NBRC13276
Baciìỉus suhtiỉis ATCC 6633, C1P 52.62,

:NC1MB 8054, NBRC 3134 
Pseudomomis acmginosa ATCC 9027, NCỈMB 8626,

CIP82 118, NBRCỊ 3275 :
Vi khuẩn kị khí
’ Closthdium sporogenes ATCC 19404, C1P 79.3, NCTC 532,

...ATCC ỊỊ437. NBRC 14293
Nấm
:Candida aìbicans ATCC 10231, IP 48.72,

|NCPF 3179, NBRC 1594 
AspcỉgiỉhìIS brasiỉ"ìem is ATCC 16404, ĩ p 1431.83,

ỈM1 149007, NBRC 9455
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Cấy vào môi trường thioglycolat lòng một lượng nhỏ 
(không quá 100 CPU) các vi sinh vật sau, chú ỷ cây 
riêng rẽ vi sinh vật vào các ông (hoặc binh môi trường): 
CỈQStridium sporogencs. Pseudomonas aeruginosa, 
Staphyloccocus aureus. Cây vào môi trường casein đậu 
tướng lòng một lượm! nhò (không quá 100 CFU) các vi 
sinh vật sau, chú ý cấy riêng rẽ vi sinh vật vào các ông 
(hoăc bình môi trướng); AspergiỉhỉS brasiỉiensis, Baciỉỉus 
subtỉỉis, Candida aỉbicans. ù  trong không quá 3 ngày đổi 
với vi khuẩn và không quá 5 ngày đôi với nâm.
Cần đảm bảo chùng vi sinh vật đem cấy vào môi trường 
không được cấy truyền quá 5 lần từ chủng gốc ban đầu. 
Môi trường đạt chất lượng nếu sau thời gian ủ. vi sinh vật 
đều mọc tốt.

Kiểm tra sự phù họp của phương pháp
Tiến hành qui trinh tương tự hệt với thử vô khuẩn mẫu thử, 
chỉ khác:
Phưtmg pháp màng lục: Sau khi chuyển mẫu thừ lén màng 
lọc, thém vảo phần dung địch pha loãng cuối cùng một 
lượng nhò (không quá 100 CFU) các vi sinh vật tương ứng. 
Phương pháp cấy trực tiếp: Sau khi chuyển mầu thử vào 
ống (hoặc bình) môi trường, thêm vào một lượng nho 
(không quá 100 C’FƯ) các vi sinh vật tưOTig ứng.
Trong cã hai trường hợp trên, sử dụng vi sinh vật theo 
Bảng 13.7.1. Đong thời tiến hành kicm tra khà năng dinh 
dưỡng cùa môi tnrờnệ và các ống này được coi như mẫu 
đối chửng dương, u tất cả các ống (hoặc bình) môi trường 
trong không quá 5 ngày.
Neu sau thời gian ủ, sự phát triển của vi sinh vật trong ổng 
môi trường chứa mẩu thử tốt, rò ràng giong với sự phát 
triển của vi sinh vật trong ống đối chứng dương khống 
chứa mầu thừ, điều đó có nghĩa mẫu thừ không chứa chất 
ức chế vi sính vật hoặc khâ năng ức chế vi sinh vật của 
mẫu thứ đã bị loại bỏ bời diều kiện thí nghiệm. Lúc này cỏ 
thể áp dụng qui trình thừ vô khuẩn trên mẩu thừ mà không 
cần bất cứ sự diều chinh nào.
Nếu sau thời gian ủ, sự phát triển của vi sinh vật trong ống 
môi trường chứa mẫu thừ không rồ ràng như sự phát triển 
của vi sinh vật trong ong đối chứng dương không chứa 
mau thử, điểu đỏ có nghĩa mẫu thừ chửa chất ức chế vi 
sinh vật và khà năng ức chế vi sinh vật cùa mầu thừ không 
bị loại bỏ bởi điều kiện thí nghiệm. Lúc nàv cẩn thay đôi 
diêu kiện thử nghiệm đê loại bò tác dụng cùa chàt ức chc 
và tiên hành kiêm tra lại sự phủ hợp cùa phương pháp. 
Ticn hành kiềm tra sự phù họp của phương pháp khi:
-  Tiên hành thừ vò khuân trên một sản phàm mới.
-  Có sự thay đồi về điều kiện thử vô khuẩn.
Sự phù họp cùa phương pháp có thể được tiến hành dồng 
thời với thử vỏ khu án mẫu thử.

Tiến hành thử  vô khuẩn
Cỏ thê tiến hành thử vô khuẩn mẫu thử bằng phương pháp 
màng lọc hoặc phương pháp cấy trực tiếp, ( ’an tiến hành 
các ông dôi chứng âm tính. Phương pháp màng lọc ưu tiên 
dược sừ dụng, dược lựa chọn khi bàn chất mầu thư cho 
phép có thê áp dụng phương pháp màng lọc dược, ví dụ
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mậu thử là dung dịch nước, dầu hay cồn, hoặc mẫu thử có 
thê hỏa trộn hoặc hòa tan trong nước hoặc dung môi hữu 
cơ miên lả dung môi hữu cư đỏ không ức chế vi sinh vật 
trong điêu kiện cùa thử nghiệm.

Phươìtg pháp màng ỉọc
Sừ dụng màng lục có kính thước lơ lọc không quá 0.45 pin, 
kích thước lồ lọc nàv đã được chứng minh là phù hợp trong 
việc lưu giữ vi sinh vật. Màng lọc cclulose nitrat được dùng 
cho các chế phẩm dạng nước, dạng dầu và các dung dịch 
cồn thẩp độ. Màng lọc celulose acelat được dùng cho các 
chế phẩm cồn cao độ. Có thể sử dụng loại màng lọc phù 
hợp cho các chế phẩm riêng biệt, ví dụ kháng sinh.
Kỹ thuật thử vò khuẩn mô tà dưới đây được áp dụng cho 
màng lọc có đường kính 50 111111. Nêu sừ dụng màng lọc 
có đường kính lớn hơn, cần thav đỏi thể tích dung dịch 
pha loãng vả qui trình rừa cho phủ hợp. Bộ dụng cụ lọc và 
màng lọc phải được tiệt khuẩn theo cách phù hợp. Bộ dụng 
cụ lọc phải dược thiết kể sao cho cỏ thể dưa mẫu thử và lọc 
mẫu thừ trong điêu kiện vô khuân, cho phép lấy màng lọc 
ra khỏi bộ lọc và cấy vào môi trường trong điều kiện vô 
khuẩn, hoặc cho phép có the mang bộ dụng cụ đem ủ sau 
khi đã thêm môi trường vào bộ dụng cụ đó.
Mau thừ ỉà dung dịch nước.
Chuvcn một lượng nhỏ đung dịch pha loãng vô khuẩn 
thích hợp như dung dịch pepton thịt hoặc pepton casein
1 g/L cỏ pH 7,1 ± 0,2 lên màng lọc cùa bộ lọc vô khuẩn và 
lọc. Dung dịch pha loãng có thể chứa các các chất trung 
hòa vả/hoặc các chất bất hoạt phù hợp trong trường hợp 
mẫu thử có chứa kháng sinh.
Chuvển mầu thử lên màng lọc, nếu cẩn có thô pha loãng 
mẫu giống như đà tiến hành trong mục Kiếm trơ sự phù 
hợp của phương pháp bang dung dịch pha loãng phù hợp, 
chú ý lượng mẫu phải tuân thù theo qui định trong Báng
13.7.2. Lọc ngay. Nếu mẫu thừ cỏ khả năng kháng khuẩn, 
rừa màng lọc không dưới 3 lan, thc tích dung dịch pha 
loãng của mỗi lần rừa phài giống như thồ tích dung dịch 
pha loàng đẫ tiến hành trong mục Kiếm tra sự phù hợp cùa 
phương pháp. Chủ ý không rứa quà 5 lần, mỗi lần 100 ml 
dung dịch pha loáng, ngay cả trong trường hợp kểt quà 
kiểm tra sự phù hợp của phương pháp khi áp dụng qui 
trình rửa này không loại trử được hoạt tính kháng khuẩn 
của mẫu thừ. Chuyên toàn bộ màng lọc vào môi trường 
nuôi cây hoặc cẳt mảng lọc trong điều kiện vỏ khuân thành
2 phân tương dương và cấy mồi nứa màng lọc vào một 
loại mói trường nuôi cấy. Thể tích môi trường nuôi cay 
phải giổng như thể tích môi trường dã tiến hành trong mục 
Kiềm tra sự phù họp của phương pháp. Ngoài ra, có thể 
thay thế băng cách cho môi trường nuôi cay vào bộ dụng 
cụ chứa màng lọc. LJ mòi trường trong không dưới 14 ngày. 
Máu thừ lù chát rắn cỏ thé hòa tan dược:
Chú ý lượng mầu cho vào mồi loại môi trường phải tuân 
thù theo qui định trong Bảng 13.7.2. Hòa lan mẫu thừ 
trong dung mỏi pha loãng được cung cấp kèm theo mầu 
thừ, nước cất pha tiêm, nước muối sinh lý hay dung dịch
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pepton thịt hoặc pepton casein 1 g/L và tiếp tục tiến hành 
như mô tà dối với mầu thử là dung dịch nước ờ trôn.
Mchí thừ dạng dàu/dung dịcỉì dầu: Chủ ý lượng mằu cho 
vào mồi loại mòi trường phài tuân thù theo qui định trong 
Bâng 13.7.2. Chuyên trực tiếp mẫu thử (không càn pha 
loãng) lèn màng lọc khô nếu mầu thừ là dung dịch dầu có 
độ nhớt thấp, Nếu mẫu thử là dung dịch dầu rất nhớt, nôn 
pha loãng mẫu thử trong dung dịch pha loãng vô khuẩn 
thích hợp như isopropyi myristat, dung môi này dã dược 
chửng minh là không có hoạt tính kháng khuẩn. Dề cho 
dung dịch dầu tự chảy qua màng lọc rồi sau đó tiến hành 
lọc với áp lực lọc đều đặn, Rửa màng lọc không dưới 3 lần, 
mồi lan 100 nil dung dịch pha loãng phù hợp như dung 
dịch pepton thịt hoặc pepton cascin 1 g/L có chứa chất 
diện hoạt phù hợp với nồng độ giong như nồng độ đã tiến 
hành trong mục Kiêm tra sự phù ìurp của phương pháp, ví 
dụ có thể su dụng poỉysorbat 80 ở nồng độ 10 g/L. Chuyên 
màng lọc vào trong môi trường hoặc ngược lại giong như 
đã mô tà doi với mẫu thử là dung dịch nước, ù ờ nhiệt độ 
và thời gian giông như trên.
Mau thử dạng mở, kem:
Chú V lượng mẫu cho vào moi loại môi trường phải tuân 
thủ theo qui định trong Bàng 13.7.2. Nên pha loãng thuốc 
mờ hoặc thuốc nhũ dịch kiêu N/D trong isopropyl myristat 
với tỳ lộ 1%, gia nhiệt dưới 40 °c nếu cần. Trong một số 
trường họp hạn chể có thẻ gia nhiệt lên tới 44 °c. Tiến 
hành lọc nhanh và tiếp tục xừ lí giống như mẫu thừ dạng 
dầu/dung dịch dầu.

Phương pháp cấy trực tiếp
Chuyển tnrc tiếp lượng mầu thừ cho vào mỗi loại môi 
trường theo qui định trong Báng ! 3.7.2. Chú ý thẻ tích mẫu 
thừ không dược vượt quá 10 % thề tích của mỏi trường, trừ 
khi có chi dẫn khác.
Nếu mầu thử có hoạt tính kháng khuẩn, cần trung hòa 
hoạt tính này bàng chất trung hòa trước khi liến hành thử 
vô khuẩn hoặc pha loãng mẫu thử trong một thể tích môi 
tnrờnư nuôi cay đủ lớn. Khi thè tích mẫu thừ lớn có thê cân 
phải sử dụng môi trường đặc h(.m (cân phải tính đèn mức 
độ pha loãng của mầu thư khi xác định độ đặc của môi 
trường nuôi cấy). Nếu có thố, nên chuyên trực tiếp mòi 
trường đặc vào mẫu thử.
Mau thử dạng dung dịch dầu: Sừ dụng môi trường có 
bổ sung chat diện hoạt phù hợp với nông độ giông như 
nồng độ đà tiến hành trong mục Kiêm tra sự phù hợp cùa 
phươĩìg pháp, ví dụ có thẻ sử dụng polysorbat 80 ờ nông 
độj0g/L .
Mau thừ dạng mờ, kem: Pha loãng mầu thư theo tỷ lộ 1:10 
bằng cách nhũ hóa mẫu thừ trong dung dịch pha loãng 
như dung dịch pepton thịt hoặc pepton caseìn 1 g/L cỏ 
chửa chất diện hoạt. Chuyển mẫu thử đă pha loãng vào 
mòi trường nuôi cấy không chửa chất diện hoạt, 
u môi trường đà cấy mầu thử trong không. dưới 14 ngày. 
Định kỳ quan sát sự phát triển của vi sinh vật trong quá 
trình Ì1. Hàng ngày, lắc nhẹ nhàng môi trường nuôi cay
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có chứa mẫu thử dạng dâu. Tuy nhiên, neu sử dụng môi 
trường thioglycolat lỏng thì hạn chế lác tối thiếu dê duy trì 
điều kiện kỵ khí cùa môi trường này.
Mâu thừ là chi khâu phau thuật và chì khâu dùng trong 
thúy: Sư dụng lượng mẫu thử cho vào mỗi loại môi trường 
nuôi cây theo qui định trong Bảng 13.7.2. Mở bao bì đỏng 
gói trong điều kiện vô khuẩn, cất 3 đoạn của mồi sợi chỉ 
khâu cho mồi loại môi trường nuôi cấy. Tiến hành thử 
nghiụn trên 3 đoạn, mỗi doạn 30 cm, cắt từ đoạn đầu, 
đoạn gura và đoạn cuối của sợi chì khâu. Sừ dụng các doạn 
được cắt lừ các bao gói mới inớ. Chuyển tùng đoạn vào 
môi trường nuôi cấy. Chủ ý thể tích môi trường nuôi cấy 
phải đủ ngập mẫu thử (20 ml đen 150 ml).

Quan sát và đánh giá kết quả
Định kì trong suốt quá trình ủ và khi kết luận, kiểm tra môi 
trường bằng mắt thường xem cỏ sự phát trien của vi sinh 
vật hay không. Neu bàn chât của mẫu thử làm dục môi 
trường khiến khó quan sát bằng mắt thường sự phát triển 
cua vi sinh vật thì sau 14 ngày ủ, cấy truyền một lượng nhò 
từ môi trường đó (mỗi ổng không quả 1 ml) sang loạt môi 
trường mới cùng loại và tiếp tục ủ cả môi trường cũ và môi 
trường mới cấy truyền trong không dưói 4 ngày.
Neu không quan sát thay sự phát triển của vi sinh vật trong 
các môi trường, mầu thử đạt chì tiêu vô khuẩn. Neu quan 
sát thấy sự phát triên của vi sinh vật trong các môi trường, 
mẫu thử không đạt chỉ tiêu vô khuẩn, trừ trường hợp chỉ 
ra rõ ràng ràng thừ nghiệm không có giá trị do các nguyên 
nhân không liên quan gì đến mẫu thử.
Thử nghiệm dược coi là không có giả trị khi:
-  Các số liệu về kiểm soát vj sinh vật của khu vực thử vô 
khuẩn không đạt.
-  Khi rà soát lại quá trình thừ vô khuẩn phát hiện thấy có 
sai sót.
-  Có sự phát triển của vi sinh vật trong ống đối chứng âm 
tính.
-  Sau khi phân lập và định danh vi sinh vật thu được trong 
ổng môi trường, sự phát triển của vi sinh vật này rõ ràng 
là do sai sót liên quan đến vật liệu hoặc kỹ thuật được áp 
dựng cho mẫu thử.
Neu thừ nghiệm không có giá trị, tiến hành thừ vô khuân 
lại với số lượng mẫu giống như lân đâu.
Nếu không qua» sát thấy sự phát triển của vi sinh vật trong 
các mỏi trường ở lần thử lặp lại, mẫu thử đạt chi tiêu vô 
khuẩn. Neu quan sát thấv sự phát triển cùa vi sinh vật trong 
các môi trường ờ lần thử lặp lại, mẫu thử không đạt chỉ 
tiêu vô khuân.

DƯỢC ĐIỀM V II'ỉ NAM V
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Bcìuạ Ị3.7.2 - Số lương tối thiểu mẫu thừ của đơn vị đúng gói cho vào mồi loại môi trường

Số luọng chế phấm trong 1 đon vị đóng gói

Chất lỏng:
- dưới 1 ml
- từ 1 inl đến 40 inl
- hon 40 ml dến không quá 100 tnl
- hơn 100 ml

• Chất lỏng kháng sinh

Số lượng tối thiểu mẫu thử của đon vị đóng gỏi cho vào 
mổi loại môi trường (trừ khi có qui định khác)

Toàn bộ đon vị đóng gói
1/2 đơn vị đóng gói nhung không dưới ỉ ml
20 tnl
10 % đơn vị đóng gói nhưng không dưới 20 ml 

1 m!

Chế phẩm không tan, chế phâm dạng kem, mỡ được phân ' , . ... , ,. ,, , ị __ i, Lây lượng tương ứng với ít nhât 200 ma thuôc
tán hoặc nhũ hóa j
Chẩt rắn:
- dưới 50 ma

i - từ 50 mg đến dưới 300 mg
- từ 300 mg đcn 5 g
- hơn 5 g 500 mg
- Chi khâu phẫu thuật và chi khâu dùna trong thủ y 3 đoạn (mỗi đoạn dài 30
- Băng, bông, gạc phẫu thuật được dóng gói kín ; 100 mg mỗi gói
- Chỉ khâu phẫu thuật và các dụng cụ khác đuợc đỏng gói ! Toàn bộ đơn vị đóng gói
dùng một lan

C 1 rtr*  / l n n  rT  <•» 1 1 \/  t e l  T n i m r t  r>T T i T Ô t  n  V i /•

I
' Toán bộ đơn vị đóng gói 
í 1/2 đơn vị đóng gói nhưng không dưới 50 tng 
' 150 mg 

500 mg
3 đoạn (mỗi đoạn dài 30 em)

dùng một lần 
Các dụng cụ y tế khác Toàn bộ dụng cụ, cắt nhò dụng cụ hoặc tháo rời dụng cụ ra

Bảng /.?. 7.3 - Số lượng tối thiểu đơn vị đóng gói của lò đem thừ

Số lượng don vị đóng gỏi của lô*

Thuốc tiêm:
- Không quá 100 đơn vị đóng gỏi
- Trên 100 đen không quá 500 ĩkm vị đóng gói
- Trên 500 đơn vị đóng gói

Thuốc nhỏ mất và chế phẩm không tiêm:
- Không quả 200 đon vị đóng gói
- Trên 200 đơn vị đóng gói

, - Nếu chế phẩm được đóng gói dùng một lần, áp dụng 
! qui định giống với thuốc tiêm

' Chi khâu phau thuật vờ chỉ kháu dừng trong thù y 

Chế phẩm ran:
- Không quá 4 dơn vị đóng gói

ị - Trên 4 đên không quá 50 đon vị dóng gói 
■ - Trên 50 đơn vị đóng gói

Số lượng tối thiểu đon vị đóng gói của lô đem thử cho 
mỗi loại môi trưòmg trừ khi có qui định khác**

10 % hoặc 4 đơn vị đóng gói, lấy số lớn hơn 
10 đơn vị đóng gói
2 % hoặc 20 đơn vị đỏng gói (đổi với thuốc tiêm thể tích 
lớn: 10 đơn vị đóng gói), lay số bé hơn

5 % hoặc 2 đon vị đóng gói, lay số lớn hơn 
10 đơn vị đóng gói

2 % hoặc 5 đơn vị đóng gói, lấv số lớn hơn, tối đa 20 đơn 
vị đỏng gói

Mồi đơn vị đóng gói
20 % hoặc 4 đơn vị đóng gói, lay số lớn hon.
2 % hoặc 10 đơn vị đóng gói, lấy số lớn hơn.

* Nêu không rõ số lượng đơn vị đỏng gói của lô, sử dụng số lượng tối đa theo qui định trong bảng.
: ** Nêu lưọng màu trong một đơn vị đóng gói dù cho 2 loại môi trường, sô lượng tôi thiêu đơn vị đóng gỏi đem thử 
! trong cột dược hiếu là tinh cho cà 2 loại mõi trường.
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Áp dụng phép thử vô khuẩn vào thuốc ticm, thuốc nhỏ 
mắt và các chế phâm không tiêm có yêu cầu vô khuẩn
Khi sử dụng phương pháp màng lọc, luọng mầu Irong một 
đơn vị đóng gói ít nhất phái tuân thù theo qui định trong 
Bảng 13.7.2, neu có thẽ thì sử dụng toàn bộ lượng mẫu 
trong một đơn vị dóng gói, pha loãng neu cân với khoảng 
] 00 rnl đung dịch pha loàne phù hợp như dung dịch pcpion 
thịt hoặc pepton casein 1 g/L.
Khi sữ dụng phương pháp cấy trực ticp, lượng mẫu thư 
cho vào mỗi loại môi trường tuân theo qui định trong Bàng
13.7.2, trừ khi có chỉ dẫn khác. Neu thể tích hoặc lượng 
mẫu thừ trong một dơn vị đóng gói không đủ đê tiến hành 
thừ nghiệm, cần lấy mẫu thừ từ 2 hoặc nhiều đơn vị đóng 
gói đê cấy vào các môi trường khác nhau.

Số lượng tối thiểu đơn vị dóng gói đem thủ
Số lượng tối thiểu dơn vị đóng gói dem thử được dựa trên 
cữ lô của mẫu thử và được qui định tại Bảng 13.7.3.

13.8 XÁC ĐỊNH HĨỆU QƯẢ KHẢNG KHUẨN CỦA 
CHẤT BẢO QUẢN

Chất bảo quản là những chất được thêm vào các ehe phẩm 
phán liều không vô trùng, nhất là các loại thuốc nước, đè 
ngăn chận sự phái triên của vi sinh vặt có sẵn trong chế 
phẩm hay nhiễm vào chế phẩm trong quá trình sản xuất. 
Chất bảo quàn cũng được thêm vào các chế phẩm vô trùng 
đa liều để ức ché sự phát triển cùa vi sinh vật nhiễm vào 
chế phẩm sau kbi mở ra sử dụng.
Không được dùng chất bảo quản như một biện pháp thay 
thố cho thực hành tốt sản xuất thuốc, không được dũng 
chất bảo quản với mục đích duy nhát là làm giảm sổ hrợng 
vi sinh vật trong chế phẩm không vô trùng hoặc đế làm 
tăng hiệu quả của quá trình tiệt trùng đối với chế phẩm vô 
trùng đa liều.
Da số các chất bào quản là nhũng họp chất độc. Do đó, đc 
bào đàm an toàn, nồng độ chất bào quan trong sàn phẩm cuôi 
phủi thấp hơn mức cỏ thổ gây nguy lìiêm cho người sử dụng. 
Nồng độ chất bào quàn càn dùng có thể giảm đến mức tối 
thiểu nếu một hay nhiều hoạt chất trong công thức pha chê 
có khả năng kháng khuẩn và/hoặe kháng nấm.
(.'hắt bào quàn và nong độ sư dụng cùa nỏ phai ghi rò trên 
bao bì của sàn phẩm.
Iliệu quả bảo vệ sàn phâm của chàt bảo quàn phải được 
xác định ngay lừ giai đoạn nghiên cứu và phát triên sàn 
phẩm. Phương pháp xác định hiệu quà khảng khuân của 
chất bảo quân được trình bày dưới đây.
Nguyên tắc cùa phương pháp là cấy một hồn dịch vi sinh vật 
chì thị thích hợp vào chế phẩm can thử, tot nhât là cây trực 
tiểp vào bao bì đóng gói cuối cùng cua sàn phẩm, nếu có 
thê. ủ  chế phẩm đã cấy vi sinh vật ở nhiệt độ thích hợp, sau 
dó lấy mẫu và dem số lượng vi sinh vật sống còn lại trong 
sàn phẩm sau mỗi khoảng thời gian ù nhất định. Việc sử 
dụng Chat bao quàn được xem là có hiệu quà nêu số lượng 
vi sinh vật giâm dáng kê hoặc không tăng theo thòi gian.

Tiéu chuân đè đánh giá hiệu quà kháng khuân của chất bảo 
quàn lũy theo loại chỏ phẩm và đường dung thuốc (xem 
Bảng 13.8.1).

Phân loại ehể phẩm
Đối tượng của thừ nghiệm xác định hiệu quà kháng khuẩn 
cua chất hào quản lã các loại chế phẩm có thành phần 
chính lu nước hay cỏ sư dụng nưó'c làm tá dược. Các chế 
phàm náy dược chia thành 4 nhóm như Bảng 13.8.1.

Bàng 13.8. ỉ

Loại cỉiế 
phầni

l

Mô tả

Thuốc tiêm và thuốc dùng ngoài đường tiêu 
hóa bao gôm nhũ dịch, thuốc nhỏ tai, thuốc
nhỏ mắt và thuỏc nhỏ mũi vô trung. _____ ;
T huốc nhò mũi không vô trùng, các chế pbâm 1 
dùng cho màng nhày, các chế phàm dùng ngoài 
da, bao gồm ca các lứiũdịch.
Các loại thuốc uống (trừ thuốc kháng aeid). 
Thuốc uống kháng acid

Vi sinh vật chỉ thị
Aspergillus niger ATCC 16404 (1P 1431.83, IMI 149 007). 
Candida albicans ATCC 10231 (IP 48.72, NCPF 3179). 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (O P 82.118, 
NCI MB 8626).
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CIP 4.83, NCTC 
10788).

Môi trường nuôi cấy
Tất cà các mói trường sử dụng trong phụ lục này phải được 
kiềm tra khà năng dinh dưỡng, dùng các vi sinh vật chi thị 
nêu trên dê thừ trước khi dùng.

Chuẩn bị hỗn dịch vi sinh vật chỉ thị
Cấy riêng rẽ chùng vi sinh vật chỉ thị lên bề mặt mỏi trường 
rắn thích hợp, có thô sừ dựng mói trường giới thiệu ờ Báng
13.8.2 hoặc mỏi trường khác có sẵn trên thị trường có cùng 
công dụng và có khả năng dinh dưỡng tương đương, sau 
đó ủ trong điều kiện như qui định ờ Bảng 13.8.2 (xem Phụ 
lục 13.6. Thừ giới hạn nhiễm khuẩn đc biốt thành phần cùa 
các mỏi trường dinh dưỡng).
Sau khi ù, nếu cần, có thè tiêp tục cay chuyên vi sinh vật 
thu dược santỉ bề mặt môi trường dinh dưỡng mới, cho đen 
khi thu dược vi sinh vật ở trong trạng thái phát triển tốt 
nhái. T uy nhiên, số lần cấy chuyển không dược quá 5 lần 
từ chung gốc ban đầu.
Rưa bề mặt môi trường nuôi cấy các vi khuẩn vá 
c. ưỉbiccuìs bảng dung dịch natri ctorid vô trùng 0,9 %, tập 
trung dịch rừa vào vặt đựng thích hợp và bồ sung dung dịch 
natri clorid vô trùng 0,9 % đê thu được hỗn dịch có khoảng 
10* CPU. Dê thu hoạch bào tử/í. niger, cũng tiến hành như 
trên nhưng dùng dung dịch natri clorid vỏ trùng 0.9 % cỏ 
chứa 0,05 % polysorbal 80, thêm dung dịch natri cloriđ YÔ 
trũng 0.9 % dê dược hồn dịch cỏ khoáng !0S (T u.ứtil.

PL-3 16



Bỏng ỉ 3.8.2 - Điều kiện nuỏi cav' vi sinh vậl
vi sinh vạt chỉ thị __  Môi trường nuôi cây ___ Nhiệt dộủ Thòi gian ủ

Pseiidomonas aerugĩỉiosa Moi trường lòng caseìn đậu tưonng 30 °c. đến 35 °c 18 h đốn 24 h
Môi trưòng thạch cạsein đậu tương

Staphyỉococcus aureus Môi trường lòng casein đậu tương 30 °c đển 35 °c 18 h đến 24 h
1 Môi trường thạch casein đậu tương

cãndida aỉbicans Môi trường Sabouraud lòng 20 °c đen 25 °c 44 h đến 52 h
1 Mỏi trường thạch Sabouraud ! _ _

A.spergịỉhtsniger '' Mổí trường Sabouraud lòng i 20 °c đến 25 °c 6 ngày đến 10 ngày
__  Môi trường thạch Sabouraud _ :......... !

Dược ĐIỀN VIỆT NAM V PHlj LVC 13

Ngoài ra, có thẻ tàng sinh chùna gốc của mỗi vi sinh vật 
chi thị trong môi trườne lỏng thích hợp, ví dụ môi trường 
giới thiệu ờ Bàns 13.8.2, thu hoạch vi sinh vật chi thị băng 
cách ly tâtn, sau đó rửa và phân tán lại trong dung dịch 
natri cloriđ vô trùng 0,9 % đê được hôn dịch có khoảng 
10S CFƯ/ml.
Đếm số lượng te bào sống cùa mỗi hỗn dịch thu được bang 
phương pháp đĩa thạch (xem Phụ lục 13.6 Thừ giới hạn 
nhiễm khuẩn). Kết quà đếm (CFU/m!) dược dùng đê xác 
định lượng vi sinh vật đã cấy vào chế phẩm cần thừ tại thời 
điềm bắt đầu thử nghiệm.
Bào quàn các hồn dịch vi sinh vật chỉ thị trong tủ lạnh nếu 
không đùng ngay trong vòng 2 h. Các hỗn dịch vi khuẩn và 
c. aỉbicans phải dùng trong vòng 24 h sau khi thu hoạch, 
hỗn dịch A. niger có thể bảo quản trong tủ lạnh trong 7 Iigàv.

Tiến hành
Cấy riêng rè từng hỗn dịch chủng vi sinh vật chỉ thị đã 
được chuẩn bị như trên trực tiếp vào 4 đơn vị đóng gỏi 
cuôi cùng của chế phẩm cần thử, lắc kỹ dc trộn đều. The 
tích hỗn dịch vi sinh vật cấy vào các đơn vị đóng gói được 
tính toán sao cho nồng độ vi sinh vật chỉ thị trong che 
phẩm cần thừ ngav sau khi cấy khoảng từ 105 CFU/m! 
đến 106 CFƯ/ml đoi với chế phẩm loại 1,2 và 3, khoảng 
10"’ CFƯ/ml đến 104 CFU/ml đổi với chế phẩm loại 4. Thê 
tích hỗn dịch đem cấy không được vượt quá 1 % thể tích 
chế phẩm cần thử, tốt nhất là từ 0,5 % đến 1 %. Nếu không 
thê cấy vi sinh vật chỉ thị trực tiếp vảo đơn vị đóng gói cuối 
cùng của sản phẩm, chuyến một the tích đủ lớn của chế 
phâm cân thử, ít nhất 20 mỉ, vào 4 vật chứa vô trùng có the 
tích thích họp, có nắp kín và tiếp tục tiến hành như trôn, 
u các vật chứa đã cây vi sinh vật chi thị ở nhiệt độ 20 °c 
đên 25 °c, tránh ảnh sáng. Lấy mẫu từ mồi vật chửa lúc 
0 h và sau những khoảng thời gian ủ nhất định như qui định 
ở Bàng 13.8.3, lượng mầu cần lấy thường là 1 ml hoặc 1 g. 
Ghi chép mọi thay đổi về mặt cảm quan cùa chế phẩm cần 
thử trong quá trình ủ. Xác định so lượng vi sinh vật tại 
mồi thời điểm lay mẫu bẩns phương pháp đĩa thạch, dùng 
môi trường dinh dưỡng và nhiệt độ ủ như qui định ở Bảng
13.8.2, thời gian ủ từ 3 ngày đến 5 ngày đối các vi khuẩn 
và c. albicans, 3 ngày đen 7 ngày đối với A. niger.
Phải bảo đàm loại bỏ hoàn toàn hoạt tính kháng khuẩn 
và/hoặc kháng nấm của chế phẩm cần thừ bằng phương 
pháp pha loãng, lọc, hav dùng chất trung hòa. Neu sử dụng 
phương pháp pha loãng, điểm cần chú ý là độ chính xác cùa 
kêt qưà đêm sẽ giàm khi số lượng vi sinh vật khá nhò (nhỏ

hơn 30 CFƯ/hộp đỗi với phương pháp hộp thạch, dùng hộp 
petri có dường kính tử 90 mm đôn 100 mm). Nêu sử dụng 
chất trung hòa, phải có biện pháp kiêm tra thích hợp đê bảo 
đảm nòng độ chất trung hòa đã dùng đủ đê loại bò hoàn 
toàn hoạt tính kháng khuẩn của chế phẩm cần thừ và đê bào 
đảm băn thân chất trung hòa không gây bất cứ ánh hường 
bất lợi nào đến sự phát triển của vi sinh vật chi thị. Dùng 
nông độ vi sinh vật chỉ thị, tính băng CFƯ/ml, tại thời điêm 
bắt đầu thử nghiệm (Rữ) và nong độ vi sinh vật sống đêm 
được tại mồi thời điểm lay mầu “Ư (/í,), tính lượng giâm đi 
cùa mồi vi sinh vật chi thị tại thời diêm đỏ (R): 

Log10Reduction = LogioRo - Log)0Rt

Nguycn tắc đánh giá hiệu quả kháng vi sinh vật của 
chất bảo quản
Hiệu quà kháng khuẩn của chất bào quản hay hộ chất bảo 
quàn được xem là đạt yêu cầu nếu kết quả thử nghiệm thỏa 
mãn các nguycn tắc đánh giá ờ các Bảng 13.8.3 (.A/B/C/Đ). 
Số lượng vi sinh vật chì thị tại một thời điểm tàng không 
nhiêu hơn 0,5 logio CFƯ/ml so với kết quà đếm ờ thời điểm 
gan kề trước đó thi được xem là “không tăng".

Bàng Ỉ3.8.3.A - Chẻ phẩm loại 1

Log|0Reductỉon
Ị 7 ngày I 14 ngày 28 ngày

ị Vi khuẩn > >1,0 • >3,0 Không tăng
1 Nấm men, ì Không tăng : Không tăng 1 Không tăng

nấm mốc Ị 1 !

Bảng Ỉ3.8.3.B - Ché phẩm loại 2 

Logj0Rcductioii
7 ngày 14 ngày 28 ngày

Vi khuẩn - > 2,0 ; Không tăng
i Nấm men, ■ - * Không tăng ! Không tăng

nam mốc

Bàng Ỉ3.8.3.C - Ché phẩm loại 3

7 ngày
Vi khuân 
Nấm men, 
nấm mốc .

Log10Reduction
14 ngày 28 ngàv

1.0 Không tăng
Không tăng Không tăng
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Bủng ỉ 3.H.3.D - Chế phátn loại 4

Logl0Beduction
7 ngàv 14 ngày 28 ngày

Vi khuẩn Không tăng Không tang
Nấm men, Không tăng Không tăng
nam mổc ;

13.9 XÁC DỊ MI HOẠT L ự c  THƯ Óc KHÁNG SINH 
BẢNG PHƯƠNG PHÁP THỬ VI SINH VẬT

Hoạt lực kháng sinh được xác định bàng so sảnh khà năng 
ức chế sự phát triên vi sinh vật nhạy câm cùa kháng sinh 
thừ và kháng sinh chuân.
Kháng sinh chuẩn được sứ dụng trong thử nghiệm phài 
được xác định hoạt tính một cách chính xác đựa trên chất 
chuẩn quốc tế.
Phép thừ xác định hoạt lực phải được thièt kê sao cho có 
thồ tính toán được tính có giá trị của mô hình toán học 
được dùng làm cơ sờ cho phương trình hoạt lực. Ncu áp 
dụng mô hình đường thăng song song, hai đường logarit 
liều-đáp ứng của chất chuẩn và chế phẩm thử phải song 
song với nhau và phải tuyến tính trong khoảng liều đirợc 
dùng trong tỉnh toán. Các điều kiện đó phải dược kiểm 
định bởi các thừ nghiệm tính có giá trị cùa phương pháp 
(valiđity tcst) ở xác suất đâ cho, thường là 0,05. Có the sử 
dụng các mô hình toán học khác, ví dụ mồ hình tỷ số độ 
dổc nếu chứng minh dược tính có giá trị của phương pháp. 
Trừ trường hợp được chỉ dần trong chuyên luận riêng, giới 
hạn tin cậy (P = 0,95) của phcp thử xác định hoạt lực phải 
không được dưới 95 % và không ỉớn hơn 105 % so với 
hoạt lực ước đoán.
Tiến hành định lượng theo phương pháp A hoặc B. 

Phưotig pháp khuếch tán (A)
Làm lòng môi trường phù bợp với điồu kiện thừ nghiệm và 
cấy một lượng chủng vi sinh vật nhạy cảm với kháng sinh 
thử vào môi trường ở nhiệt độ thích hợp, ví dụ 48 °c đen 
50 °c đối với vi sinh vật dạng sinh dường, sao cho có thể 
tạo ra dược vòng vô khuẩn sắc nét, có đường kính phủ hợp 
tại nồng độ kháng sinh sừ dụng. Rót ngay môi trường đã 
cấy chủng vi sinh vật vào đĩa petri hoặc đĩa vuông với thể 
tích môi trường phù hợp để thu được lớp môi trường có bẻ 
dày đồng nhất từ 2 mm đến 5 ram. Ngoài ra, cỏ thổ dùng 
phương pháp tạo 2 lớp môi trường, trong dó chi có lớp môi 
trường phía trên là được cấy chủng vi sinh vật.
Bào quàn đĩa môi trường trẽn sao cho vi sinh vật không 
phủt triổn hoặc không bị chết trước khi đĩa môi trường được 
sử dụng và bề mặt cùa môi trường phải khô khi sử dụng. 
Sử dụng dung môi và dung dịch đệm pha loãng theo Bàng
13.9.2 dê chuẩn bị các dung dịch kháng sinh chuẩn và 
dung dịch kháng sinh thử có hoạt lực tương đương. Nhỏ 
các dung dịch này lên bề mặt của môi trường, ví dụ, vào 
các ống trụ vô khuẩn được làm bằng sứ, thép không gỉ hay 
vật liệu phù hợp khác, hoặc nhỏ vào các lỗ đà dục trong

môi trường thạch. Phài nhỏ thể tích giống nhau vào các 
ổng trụ hoặc vảo các lỗ thạch. Ngoài ra, cỏ thề sử dụng các 
khoanh giấy hấp phụ vô khuẩn có chất lượng phù hợp, đà 
tham các dung dịch kháng sinh chuẩn và kháng sinh thừ và 
đặt các khoanh giấy đó lèn bề mặt của môi trường.
Đe đánh giá tính có giá trị của phép thử, sử dụng ít nhất 
3 nồng dộ kháng sinh chuẩn và 3 nồng độ kháng sinh thừ 
có hoạt lực tương đưimg nhau. Nên sử dụng các nồng độ 
kháng sinh theo cáp số nhân. Khi tính tuyến tính cùa hệ 
thông dược khăng định trốn một số lượng đầy đủ các phép 
thử 3 nồng độ, thi đối với các phép thử thường ngày, có thể 
sừ dụng phép thử 2 nồng độ. Tuy nhiên, trong trường hợp 
có tranh chấp, phải áp dụng phép thử 3 nồng độ.
VỊ trí các dung dịch trong đĩa petri hoặc đĩa vuông được 
sấp xếp theo mõ hình thống kẻ phù hợp, trường hợp sử 
dụng đĩa petri cỡ nhò không thê nhò quá 6 dung dịch thỉ 
phải sắp xếp các dung dịch kháng sinh chuẩn và thử một 
cách luân phiên để tránh các nồng độ lớn khuếch lán XC11 
phủ nhau.
Ư ờ diều kiện nhiệt độ phù hợp trong 18 h. Thời gian 
khuếch tán trước khi ủ thường từ 1 h đến 4 h ờ nhiệt độ 
phòng hoặc ờ 4 °c đê hạn chế toi đa sự ảnh hưởng của việc 
nhò các dung dịch kháng sinh ở các thời điểm khác nhau 
vá cai thiện độ dốc cùa phương trình hồi qui.
Đo đường kính vòng vô khuân với độ chính xác tối thiểu 
là 0,1 mm hoặc đo diện tích vòng vô khuẩn với độ chính 
xác tương đương và tính toán hoạt lực bàng phương pháp 
thống kê thích họp.
Với mỗi phép thừ định lượng, sử dụng đù sổ lần lặp lại 
của mỗi nồng độ đỏ đàm bảo độ chính xác theo qui định. 
Có thể phài tiến hành lặp lại phép thử nhiêu lần, tập hợp 
kết qưà theo phương pháp thống kê đc đạt được độ chính 
xác theo qui định nhầm khẳng định chắc chắn hoạt lực cùa 
kháng sinh thừ không thấp hơn giới hạn tối thiểu.

Phưong pháp đo độ đục (B)
Cấy vào môi trường thích hợp hôn dịch chủng vi sinh vật 
nhạy cám với khảng sinh thử sao cho có the gây ra sự ức 
chế đù lớn tới sự phát triển của vi sinh vật. Cây vào mỏi 
trường lượng vi sinh vật hợp lí nhằm thu được độ đực phù 
hợp, có thế đo được sau thời gian ù lá 4 h.
Môi trường sau khi đâ cấy chủng phái được sử dụng ngay. 
Sử dụng dung môi và dung dịch đệm theo Bảng 13.9.3 đê 
pha các dung dịch kháng sinh chuẩn và thử có hoạt lực 
tương đương.
Để đánh giá tính có giá trị của phép thử, sừ dụng ít nhất 
3 nòng dộ kháng sinh chuẩn và 3 nồng độ kháng sinh thử 
có hoạt lực tương đương nhau. Nên sử dụng các nông độ 
kháng sinh theo cấp sổ nhân. Để thu được sự tuyến tính 
theo mii định, cần lựa chọn 3 nong độ uẻn tiếp từ một sô 
lượng lớn các nồng độ, trong đó các nong độ của dung dịch 
kháng sinh chuân và thử tương đưorng nhau.
Nhỏ một thể tích bảng nhau các dung dịch kháng sinh 
vào ổng nghiệm, thêm môi trưòng đà cấy chủng với thê 
tích bàng nhau vào mỗi ống nghiệm (ví dụ 1 ml dung dịch 
kháng sinh và 9 mỉ môi trường). Với phép thử dinh lượng
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tyrothricin thcm 0,1 ml dung dịch kháng sinh vào 9.9 mỉ 
môi trường đã cấy chùng).
Song song chuẩn bị 2 ổng nghiệm đổi chúmg không có 
kháng sinh, cả 2 ong này đều chứa môi trường dã cấy 
chủng, thêm ngay vào ] ống 0,5 ml íormaỉcỉehyd (TT). Các 
ống nghiệm này được dùng đê chuẩn hóa thiết bị quang 
học dùng đê đo sự phát triên cùa vi sinh vật.
Đặt các ổng nghiệm theo phân bố ngẫu nhiên hoặc hình 
vuông Latin hoặc phân bố khổi ngầu nhiên trong bế điều 
nhiệt hoặc trong thiết bị phù hợp khác sao cho nhiệt độ 
cùa các ông nghiệm nhanh chóng đạt được nhiệt độ ù theo 
qui định, duv trì các ống nghiệm ờ nhiệt độ ủ trong 3 h 
đến 4 h, đàm bảo nhiệt độ và thời gian ù đong nhất giữa 
các Ống nghiệm.
Sau thời gian ù, làm ngừng sự phát triển cua ví sinh vật 
bằng cách thêm 0,5 ml Ịormaìdehyd OT) vào mỗi ổng 
nghiệm hoặc bằng biện pháp xử lý nhiệt và đo độ đục bằng 
thiết bị quang học phù hợp cho kết quả có 3 chữ sổ cỏ ý 
nghĩa. Ngoài ra, có thể đo độ đục của từng ống nghiệm sau 
các khoảng thời gian ủ hoàn toàn như nhau.
Tính toán hoạt lực dựa theo phương pháp thống kê phù hợp. 
Sự tuyến tỉnh giữa liều-đáp ứng (số liệu chuyên đổi hoặc 
không chuyên đồi) thường chi đạt được trcn một khoảng 
rất hẹp. Khoảng này phải được dùng đề tỉnh toán hoạt lực 
và phài gồm ít nhất 3 nòng độ liên tiếp để cho phép có thổ 
kiểm tra lại tính tuyến tính. Khi tính tuyển tính của cả hệ 
thống được khẳng định trẽn một số lượng đầy đù các phép 
thử 3 nồng độ, thì đối với các phép thử thường ngày, có thể 
sử dụng phép thử 2 nồng dộ, và phải được cơ quan có thầm 
quyền chẩp thuận. Tuy nhiên, trong trường hợp có tranh 
chấp, phải áp đụng phép thừ 3 nồng độ.
Với mỗi phép thừ định lượng, sử dụng đủ số lần lập lại của 
mỗi nồng độ đê đam bảo độ chính xác theo qui định. Có 
thể phải tiến hành lặp lại phép thử, tập hợp kêt quà theo 
phương pháp thong kê để đạt được độ chính xác theo qui 
định nhằm khang định chắc chắn hoạt lực cùa kháng sinh 
thử không thấp hon giới hạn tối thiểu.

Chủng vi sinh vật
Chuyên luận này giới thiệu một số chủng vi sinh vật và 
diều kiện sừ dụng của chúng. Có thể sừ dụng chủng vi 
sinh vật khác miễn là chủng đó nhạy cảm với kháng sinh 
thử, được sử dụng trong môi trường phù hợp, trong điều 
kiện nhiệt độ và píl phù hợp. Nồng độ cùa dung dịch 
kháng sinh phài dược lựa chọn đẻ đảm bào có sự liên 
quan tuyến tính giữa logarit nồng độ với đáp ứng trong 
điều kiện thử nghiệm.

Chế tạo hỗn dịch cấy truyền
Baciỉỉus cereus, Baàlìus subtiìis, BaciUus pumìlus. Hôn 
dịch bào tử được chuẩn bị như sau: cấy chùng vi sinh 
vật lên bê mặt môi tnrờne số 1 đà có sẵn mơngan suựat 
(TT) với nồng độ 0.001 g/L vậ ủ ờ 35 °c đến 37°c trong 
7 ngày. Dùng nước càt vỏ khuản đê gặt vi khuân (chù yêu 
dưới dạng bào từ). Làm nóng hồn dịch bào tử ở 70 °c 
trong 30 min và pha loãng lới nong độ thích hợp, thường
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là 107 đến 10* bào từ trong 1 ml. Hồn dịch bào tử có 
thê sử dụng lâu dài nêu bảo quán ờ nhiệt độ không quá 
4 °c.
Ngoài ra, có thê chê tạo hồn dịch băng cách cấy chùng vi 
sinh vật vào môi trường số 3 và nnòi cấy ở 26 cc  trong 
4 ngày dên 6 ngày, sau đó, thêm lượng mangan sidfat (TT) 
phù hợp trong điều kiện vô khuân vào môi trường đổ thu 
được nông độ 0,001 g/I,, ù thêm 48 h. Sử dụng kinh hiền 
vi đê kiêm tra xem bào lừ có được hình thành với tỷ lệ đủ 
lớn trong hon dịch (khoảng 80 %) và li tâm. Hòa cắn trờ 
lại trong nước cất vô khuẩn để thu dược hỗn dịch có nồng 
độ 107 đến 10x hào lừ trong 1 mỊ làm nóng hồn dịch ờ 
70 °c  trong 30 min và bảo quản ở nhiệt độ không quá 4 °c. 
Bordetella bmnchiseptica. Nuôi cây chứng vi sinh vật trong 
môi trường sổ 2 ờ 35 °c đến 37 °c trong 16 h đến 18 h. Gặt 
chủng băng nước cất vô khuẩn và pha loãng đến độ đục 
thích hợp.
Staphylocơccus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli, Micrococus lute US, Staphylococcus 
epỉdermìdis. Chuâii bị chủng vi sinh vật giông như mô 
tả đối với chủng B. bronchisepùca, nhưng sừ dụng mỏi 
trường số l và diều chinh độ đục hồn dịch sao cho có sự 
tuyến tính tốt giữa liều-đáp ứng trong thừ nghiệm bằng 
phương pháp đo độ đục, hoặc lạo ra được vòng vô khuẩn 
sẳc nét, có đường kính phù họp trong thừ nghiệm bàng 
phương pháp khuếch tán.
Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis. Nuôi cấy 
chủng vi sinh vật trong môi trường so 6 °c ở 30 °c đến 
37 °c trong 24 h, Gặt chủng bằng dung dịch natri cỉorid 
0,9 % (Tí) vô khuẩn. Pha loãng đến độ đục thích họp bằng 
dung dịch natri clorid 0,9 % ÍTT) vô khuẩn.

Dung dịch đệm
Dung dịch đệm so 1 đến 12 có pH từ 5,8 đen 8,0 được pha 
chê bằng cách: Lấy 50,0 ml duny dich kaỉi dihydrophosphaỉ 
0,2 M  (TT), thêm dung dịch natri hydroxyd 0,2 M  (TT) với 
lượng thể tích ghi ở Bảng 13.9.1. Thêm nước vừa đủ 200 ml.

Bảng Ị 3.9. ỉ - Thành phần dung dịch dệm

PHỤ LỤC 1.3

Số dung 
dịch đệm pH (±0,1)

Dung dịch
natrỉ hyđroxy d 0,2 M

(mi)
1 5,8 3,72
7 6,0 5,70
3 6,2 8,60
4 6,4 12,60
5 6,6 17,80
6 6.8 23,65
7 7,0 29,63
8 7,2 35,00
9 7,4 39,50
10 7,6 42 'so
11 7,8 45,20
12 8,0 46,80
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Dung dịch đệin số 13 (pí l 6.8 -É 0.1): Hòa tan 6.4 g kali 
dihydrophosphat (77) và 18,9 g dinatri hydrophosphat 
(TT) trong 1000 ml nưcrc.
Dung dịch đệm số 14 (pH 10,5 L 0,1): Hòa tan 35.0 g 
dikali hvdrophosphat (TT) trong 900 ml nước, thêm 20 ml 

dịch na tri hydroxyd ỉ M ('IT), thêm nước vừa đủ 
1000 ml.
Dung dịch đệm số 15 íplĩ 4,5 ± 0,1); Hòa tan 13,61 g kali 
dihydrophosphat (77) trong 1000 ml nước.
Dung dịch đệm số 16 (pi I 7,8 ¿-0,1): Hòa tan 5,59 g dikaỉi 
hydrophosphat (77) và 0,41 g kali dihydrophosphưt (TT) 
trong 1000 mỉ nước.
Dung dịch đệm số 17 (pH 8,0 ± 0,1): Hòa tan 16,73 g dikaỉi 
hydruphosphat (77) và 0,523 g kali dihydrophosphat (Tí) 
trong 750 ml nước, điều chinh pH 8,0 bang dung dịch natrỉ 
hydroxyd 0, ỉ \ f  (Tỉ) hoặc dung dịch acid phosphoric 0. ỉ M  
(77) nếu cần, thêm nước vừa đủ 1000 ml.
Dung dịch đệm số 18 (pH 6,0 ± 0.1): Hòa tan 8.63 g kali 
dihydrophosphat (Tỉ) và 1,37 g di na tri hydrophosphat khan 
(Tỉ) trong 750 ml nước, diều chình pH 6.0 bằng dung dịch 
na tri hydroxyd 0, ì M  (Tì) hoặc dung dịch acid phosphoric 
0,ỉ Xí (TT) nếu cần. thêm nước vừa đù 1000 ml.
Dung dịch đệm số 19 (pH 6,0 ± 0,1): Hòa tan 20.0 g dikaỉi 
hỵdrophosphat (IT) và 80,0 g kali dihydrophosphat (TT) 
trong 1000 ml nước.
Dune dịch đệm sổ 20 (pH 5,6 -  0,1): Hòa tan 0,908 g kali 
dihydrophosphat (TT) trong vừa đủ 100 ml nước (dung 
dịch A). Hòa tan 1,161 g dỉkaỉi hydrophosphaỉ (TT) trong 
vừa đủ 100 ml nước (dung dịch B). Trộn 94,4 ml dung dịch 
A và 5,6 mỉ dung dịch B. Điều chinh pll 5,6 bằng dung 
dịch A hoặc B, nếu cân.

Môi trường
Có thể dùng các loại môi trường sau hoặc thay thế bàng
môi trường khác tương đương.
Mỏi trường sỏ Ị
Pcpton 6,0 g
Casein thủy phân bởi pancreatin 4,0 g
Cao thịt bò 1,5 g
Cao nấm men 3.0 g
Cìlucose monohydrat 1,0 g
Thạch 15,0g
Nước IOOOml
Mói trưởng sô 2
Casein thủy phân bời pancreatin 17,0 g
Bột đậu tương thủy phân bời papain 3,0 g
Natri clorid 5,0 g
Dikali hydrophosphat 2,5 g
Cìtucose monohydrat 2,5 e
Thạch ] 5,0 g
Polysorbat 80 lOOg
Nươc 1000 [II1
1 lòa tan các thành phần (trừ polysorbat 80 ) trong nước, đun 
sôi, thèm polysorbat 80 ngay trước khi thêm nước vừa đù.

Môi tnrờng sô 3
Pepton 6,0 g
Cao thịt bò 1,5 g
Cao nam men 3,0 g
Natri clorid 3,5 g
Glucose monohydrat 1,0 g
Dikali hydrophosphat 3,68 g
Kali dihydrophosphat 1,32 g
Nước 1000 ml
Moi trường sô 4
Cao tim 1,5 g
Cao nấm men 1,5 g
Pcpton - casein 5,0 g
Glucose monohydrat 1,0 g
Natri clorid 3,5 g
Dikali hvdrophosphat 3,68 g
Kali dihvdrophosphat 1,32 g
Kali nitrat 2,0 g
Nước 1000 ml
Mỏi trường sỏ 5
Pepton 5,0 g
Cao thịt 3,0 g
Dikali hydrophosphat. 12H .0 26,9 g
Thạch 10,0 g
Nước 1000 ml
Sau khi tiệt khuân môi trưòrtg, thêm dikali hydrophosphat 
(TT) dưới dạng dung dịch vỏ khuẩn vào môi trường.
Môi trường so 6
Pepton 9,4 g
Cao nấm men 4,7 g
Cao thịt bò 2,4 g
Natrí clorid 10,0 g
Glucose monohydrat 10,0g
Thạch 23,5 g
Nước 1000 mỉ
Mỏi trường sỏ 7
Glycerol 10,0 g
Pcpton 10,0 g
Cao thịt 10,0 g
Natri clorid 3,0 g
Thạch 15,0 g
Nước 1000 ml
Mồi trường so 8
D-ẹlucose 10,0 g
Tryptone 6,0 g
Cao nấm men 2,0 g
N ước vừa d ù 1000 m)
Mỏi tncờng sỏ 9
Pepton 6,0 g
Casein thủy phân bởi pancreatin 4,0 g
Cao nấm men 3,0 g
Glueose monohvdrat 1,0 g
Thạch 20,0 g
Nước 1000 tnl
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Mới trường sô ¡0
Pepton 6,0 g
Cao thịt bò 1,5 g
Cao nẩm men 6,0 g
Glucosc 1,0 g
Thạch 15,0 g - 20 g
Nước 1000 ml
Môi tnròmg sô 11
Pepton 5,0 g
Thạch 15,0 g
Cao thịt bò 3,0 ¡1
Nước 1000 mi
Môi trường so 12
Pepton 10.0 g
Cao thịt 3,0 g
Natri cioriđ 30,0 g
Thạch 20,0 g
Nước 1000 ml
Mỏi trường sỏ 13
Pepton 6,0 g
Cao nấm men 3,0 g
Cao thịt bò 1,5 g
Thạch 20,0 g
Nước 1000 ml
Mỗi trường so 14
Pepton 6,0 g
Cao nấm men 3,0 g
Cao thịt bò 15 g
Thạch 15.0 g
Nước 1000 ml

i
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Td Bàng 13.9.2 - Điểu kiện định lượng kháng sinh bảng phương pháp khuếch tán

IJIJ

Tên kháng sính Chất chuẩn Dung môi ban đầu Dung dịch đệm Chủng vỉ sinh vật
Môi trường vả 

pH (± 0.1)
Nhiệt độ ủ

Acetyl spiramvcin Acetyl spiramycin Hòa tail acctvl spiramycin 
trong ethanul (TT) với tỷ lệ 
5 mg trong 2 ml, sau dó thêm 
nước cất vừa dù

Số 16 Bacillus suhtiỉis 
ATCC 6633

So 10 
(pH 8,1)

35 - 37 °c

Amphotericin B Amphotericin B Dimethyl suỉ/oxid (TT) Số 14 Saccharomyces 
cere vi si ÚC 
ATCC 9763 
1P 1432-83

So 6 

(pH  6,1)

35 - 37 “C

Bacitracin kẽm Bacitracin kẽm Dung dịch acid hydrocloric 
0.0 Ỉ AI (TT)

Số 7 Micrococcus ìuteus 
N C T C  7743 
CÍP 53.160 
ATCC 10240

Sổ 1
(pH  7,0)

35 - 39 ° c

Bleomycin S u lfa t Bleomycin S u l f a t Nước Sổ 13 Mycobacterium 
smegma/is 
ATCC 607

So 7 
(pH 7,0)

35 - 37 "C

Colislimethat natri Colistimethat natri Nước Số 2 Bordet cl ỉa 
bronchiseptica
N C T C  8344 
(HP 53.157 
ATCC 4617 
Escherichia coli 
N C IB  8879 
CIP 54.127 

ATCC 10536

So 2 
(pH 7.3)

35 - 3 9 ° c

Dihycirostreptomvcin
S u lfa t

Dihydrostreptomycin
S u lfa t

Nước Sổ 12 Bacillus subtil is 
NCTC 8236 
CIP 1.83 
Bacillus sub tilts 
NCTC 10400 
CIP 52.62 
ATCC 6633

SỐ 1
(pH 7,9)

30 - 37 ° c

Doxycyclin hydroclorid Doxycyclin hydroclorid Dung dịch acid hydrocỉỡríc 
0,01 M (TT)

SỐ 15 Bacillus cereus 
ATCC 11778

So 9
(pH 6,0 - 7,0)

35 - 37 ° c

pH
|; I ựC Ị 3 

D
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Ợ
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Tên kháng sinh

ĩừyth rom vein cstolat

Erythromycin ethyl succinat 

ĩ: p.'1:romvein steamt

Framycetin Sulfat

Gentamycin Sulfat

Jos am ye in 

Josamycin propionat 

Kanamyein monosulfat

Chát chuẩn
Erythromycin

Dung môi ban đầu
Methanol (TT)

Framycetin Sulfat Nước

Gentamycin Sulfat Nước

Josamycin I lòa 30 mg trong 5 ml methanol 
(TT), thêm nước vừa đủ 100ml

Josamycin propionat Hòa 40 mg trong 20 ml
methanol (TT), them dung 
dịch đệm số 20 vừa dù 100 ml

Kanamycin monosulíầt Nước

Kanamycin acid Sulfat



Dung dịch đệm Chủng vi sinh vật Môi trưò*ng và 
pH (±0,1)

Nhiệt độ ủ

Sổ 12 Bacillus pumỉỉus 
NCTC 8241 
CIP76.18 
Bacillus sub tills 
NCTC 10400 
CIP 52.62 
ATCC 6633

Số 1
(pH 7,9}

30 - 37 °c

Số 12 Bacillus subtiỉis 
NCTC 10400 
CIP 52.62 
ATCC 6633 
Bacillus pumìỉus 
NCTC 8241 
CIP76.18

Số 5 
(pH 7,9)

30 - 37 X

SỔ 12 Bad ỉ ỉ US pum iỉus 
NCTC 8241 
CIP76.18 
Staphylococcus 
epidcrmidis 
NC1B 8853 
CIP 68.21 
ATCC 12228

Số 1
(pH 7,9)

35 - 39 X

Sổ 20 Bacillus subtiỉis 
C1P 52.62 
ATCC 6633 
NCTC 10400

Số 1
(pH 6,6)

35 - 37 X

SỐ 20 Bacillus subtil is 
CIP 52.62 
ATCC 6633 
NCTC 10400

Sổ 1
(pH 6,6)

35 - 37 X

SỐ 12 Bacillus subtilis 
NCTC 10400 
CĨP 52.62 
ATCC 6633 
Staphylococcus aureus 
NCTC 7447 
CIP 53.156 
ATCC 6538 p

Số 1
(pH 7.9)

3 0 - 37X  

35 - 39 X

Dược Đ
IÊN
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rên kháng sinh Chất chuẩn Dung môi ban đầu
Kitasamycin Kitasaniycin Methanol (TT)

Lvmccyclin Lymccvclin

Ncomycin Sulfat Ncomycin Sulfat Nước

Neùltniein Sulfat Nctilmicin Sulfat Nước

Nystatin Nvstatin Dimethyỉ Ịòrmamid (7 T)

Oxytetracyclin đihyđrat Oxỵtctracvclin dihydrat Danq dịch acid hvdmcỉor, 
0.0 / M (TT)

Polvmvcin ü Sulfat Polymycin B Dung dịch đệm so 18

Rifamycin natri R'famyein natri Methanol /77)

Spiramvcin spiramvcin Methanol (TT)



Dung dich dem

SO 17

Chüng vi sinh vat

Bacillus subtil is

Mui truong va
pH (±0,1) 

So 11

NhiC't do u
30- 37 °c:

ATCC 6633 (pH 7.9)
Sö 1 Bacillus pumilns Sö 1 37 - 39 X'

NCTC 8241 
CIP 76.18

(pH 6,6)

So 12 Bacillus pumilus S6 5 30 - 37 "C
NCTC 8241 (pH 7.9)

So 17 Bacillus pumilus S6 1 35 - 39 °C
NCTC 8241 
CIP 76.18

(pH 8.0 -8,1)

Sö 12 Bacillus subi it is Sö 5 30 - 37 "C
NCTC 10400 
CIP 52.62 
ATCC 6633

(pH 7.9)

SO 12 Staphylococcus aureus Sö 1 32 - 35 "C
ATCC 6538 P 
CIP 53.156

(pH 7.9)

S6 19 Saccharomyces S6 6 29-31 X
cerevisiac (pH 6,0 )
ATCC 2601

So 1 Bacillus pumilus So 1 30 - 37 "C
NCTC 8241 (pH 6,6)

So 18 Escherichia co/i So 12 32 - 37 "C
ATCC 8739 (pH 6,5 -6,6)

So 7 Mia ococcus /uteus So 1 55 - 39 "C
NCTC 8340 
CIP 53.45 
ATCC 9341

(pH 6,6)

So 12 Bacillus subtil is SO 1 30 - 32 "C
NCTC 10400 
CIP 52.62 
ATCC 6633

(pH 7,9)

PHU I.UC 13 
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Tôn kháng sinh

Strep lom vein Sulfat

Teieopkmin

Tetracyclin hvdrocloriđ 

Tobramycin 

Vancomvcin 

Vancomycin hydroeỉoriđ

Teicopianin

Tetraeyelin hydroclorid 

Tobramycin 

Vancomycin 

Vancomvcin hvdroclorid

Chất chuẩn
Streptomycin su 1 fat

Dung môi ban đầu
Nước

Dung dịch đệm sổ 2

Dung dịch acid hydrocỉorlc 
0.0 ỉ M (TT)
Nước

Nước

Nước

Nước



Dung dịch đệm Chung vi sinh
SỔ 12 Bacillus su hỉ il is 

NC TC 8236 
CỈP 1.83 
Bacillus subtiỉis 
N C T C  10400 
C IP  52.62 
ATCC 6633

SỐ 2 Bacillus saht His 
N C T C  8236 
C IP  52.62 
ATCC 6633

Số 15 Bacillus cere us 
ATCC 11778

SỔ 12 Bacillus subti/is 
ATCC 6633

SỐ 15 Bacillus subí His 
ATCC 6633

SỐ 12 Bac ill lus S ĩ  ib ! i lis 
N C T C  8236 
C IP  52.62 
AT c e  6633

Sổ 15 Bacillus subtil is 
AT c e  6633

Môi truômg và 
pH (± 0,1)

số 1

Nhiệt đô ủ
30 - 37 X

(pH 7,9)

30 - 37 °c.

SỐ 11 35 - 37 °c
{pH 7,8 - 8,0)

Số Ỉ 3 35 - 37 ”C
(pH 6.0 - 7,0)

SỔ 1 30 - 37 T
(pii 7.9) 

Su 14 
(pH 5,9)

30 - 32 X '

Sổ 1 37 - 39 °c
(pH 8,0)

SỐ 14 30 - 32 X '
(plỈ 5,9)

Dược DiLN VIG'f n
a

m
 V 

P1 lự LỤC' ]3



y.

Tên kháng sinh

Colistiinethat natrt

Đihydrostreptomycin
succinat

Erythromycin estoiat

Erythromycin ethyl 
sucinat

Erythromycin stcarat 

Eramycetin Sulfat

Gentamvcin sill fat 

Gramicidin 

Josamycin

t-o Bảng 13.9.3- Điều kiện định lượng kháng sinh bẳng phương pháp đo độ đục

Chat chuän Dung môi ban đầu Dung dịch đệm Chüng 
vi sinh vât

Môi trường và 
P H (±0,1)

Coiistimethat natri Nước Số 7

Escherichia coli 
NGIB 8666 

CIP 2.83
SỔ 3 

(pH 7,0)

Dihydrostreptomycin sulfat Nước Sổ 12

ATCC 9637 
Klebsiella pneumoniae 

NCTC 7427 
CIP 53.153

SỐ3
(pH 7,0)

Erythromycin Methanoỉ (TT) Sổ 12

ATCC 10031 
Klebsiella pneumoniae 

NCTC 7427 
CIP 53.153 

ATCC 10031
Staphylococcus aureus

SỐ4 
(pH 7,0)

Framycetin sulfat Nước Sổ 12

NCTC 7447 
CIP 53.156 

ATCC 6538 P 
Staphylococcus aureus 

NCTC 7447 
CIP 53.156

SỐ3 
(pH 7.0)

SỐ 3

Gentamycin sulfat Nước Sổ 7

ATCC 6538 P 
Staphylococcus aureus 

NCTC 7447 
CIP 53.156

(pH 7.0) 

SỐ3

Gramicidin Methanoỉ (TT)

Thêm vào dung 
dịch đệm số 7 
poỉysorbat 80

ATCC 6538 P 
Enterococcus hirae 

CIP 58.55 
ATCC 10541

(pH 7.0) 

SỒ3

Hòa 30 mg trong 5 ml

(TT) với tỷ ỉệ 
0J mg/ml

Staphylococcus aureus 
ATCC 6538 P 

Staphylococcus aureus 
CIP 53.156

(pii 7,0) 

SỐ3
Josamycin methanoỉ (TT), thêm nước Số 20 ATCC 6538 P (pH 8,0)

vừa đù 100 ml NCTC 7447

Nhiệt độ li

35 - 37"C

35 - 37 °c

35 - 37 "C

35 - 37 °c

35 - 37 "C

35 - 37 "C

35 - 37 °c

35 - 37 “C

n
un
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Tên kháng sình Chất chuấn Dung môi ban đầu

Jos a ít: vein propionat

Kanamycin m o n o s u l f a t  

K a n a m y c in  a c id  S u lfa t

N c o m v c in  S u lfa t

Rifatnycin natri

Spiramycin

Streptomycin S u lfa t 

Tyrothricìn

Hòa 40 mg trong 20 ml
Josamycin propionat methanol (TT), thêm dung

dịch đệm số 20 vừa đù 100 ml

Kanamycin monosulfat Nước

Neomycin S u lfa t Nước

Rifamycin natri Methanol (TT)

Spiramycin Methanol (TT)

Streptomycin sulfat Nước

Gramycidin Ethanol (TT)

Vancomycin hvdroclorid Vancomycin hydroclorid Nước



Dung dịch đệm Chủng 
vi sinh vật

Môi trirỉmg và 
pH (±0,1) Nhiệt độ ủ

Staphylococcus aureus

SỐ 20 CIP53.156 Sổ 3 1 < •? *T OP
ATCC 6538 p (pH 8,0) - s 1 L

NCTC 7447
Staphylococcus aureus

Sổ 3SỔ 12 NCTC 7447 35 - 37 "CCĨP53.156 
ATCC 6538 p

(pH 7.0)

Staphylococcus aureus

Số 12 NCTC 7447 
CIP 53.156 

ATCC 6538 p

Số 3 
(pH 7,0) 35 - 37"C

Escherichia coll

Sổ 7 NCIB 8879 
OP 54.127 

ATCC 10536

Sổ 3 
(pH 7,0)

uct-*1’C,

Staphylococcus aureus

Số 7 NCTC 7447 
CIP 53.156 

ATCC 6538 p

SỐ 3 
(pH 7,0) 35 - 37 *'C

Klebsiella pneumoniae

Sổ 12 NCTC 7427 
CIP 53.153 

ATCC 10031

Số 3 
(pH 7,0) 35 - 37 °c

Ethanol (TT) Enterococcus hirae Số 3 37 »cATCC 10541 (pH 7,0)

Sổ 12
Staphylococcus aureus

O P 53.156 
ATcc 6538 p

Số 3
(pH 7,0) 37 - 39 °c

Dược ĐI ÚN VIỆT NAM
 V 
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13.10 PIIÂN TÍCH THÒNG KẾ KẾT Q V Ã  ĐỊNH LƯỢNG SINH HỌC

1. Mỏ’đầu
Chuyên luận nảy hướng dần cách thiết kẻ thí nghiệm sinh học và phương pháp phàn tích thong kê các kcl quả thử nghiệm 
sinh học cỏ trong Dược dicn Việt Nam.
Có thè dừne kiểu thiết kế thí nghiệm và cách tinh toán kết quả khúc với phương pháp mô tà trong chuyên luận này, miễn 
là các phương pháp dó cỏ độ tin cậy không kém phương pháp được mỏ tá ờ đày.
Phương pháp sinh học dược dùng đổ thư nghiệm các chất hay chế phám tnà hoạt iực cùa chủng không thê xác định một 
cách chính xác bằng các phương pháp phân lích hóa - lý. Nguyên tẳc của phương pháp là so sánh chê phâm cần định 
lượng với một chế phẩm chuẩn để xác định lượng chế phảm cần định lượng cho cùng tác động sinh học với lượng đã cho. 
tính bằng đơn vị, cùa chc phàm chuẩn. Đế đảm bào độ chính xác cùa kết quả định lượng, các phép thư được liến hành 
với chế phẩm chuẩn và chế phẩm cần định lượng phái thực hiện đong thời và trong cùng đicu kiện thí nghiệm.
Bất kỳ một định giá nào cùa thử nghiệm sinh học luôn luôn mắc phái sai sô ngầu nhiên do tính biến thiên vốn có cùa đáp 
ứng sinh học, do đỏ nếu có thổ, khi tính kết quà cùa mỗi thử nghiệm phái tính sai số, kê cà khí dùng phương pháp chính 
thức. Vì vậv, trong chuyên luận nảy có hướng dẫn các phươĩìg pháp thiết kế thử nghiệm và cách tính sai so. Các phương 
pháp tính toán trình bày ờ đàv chỉ lính đốn sai số ngẫu nhiên gây ra bời các sinh vật thứ và giả định rang các sai so hệ 
thống, ví dụ sai số do cân, pha ỉoàng,... là rất nhỏ và không ảnh hường đáng ke đen kểt quà định lượng (do đó phài có 
biện pháp thích hợp đá giám sai số hệ Ihỗng đến mức có thể chấp nhận dược). Trong mọi trường họp, trước khi áp dạng 
một phương pháp thống kê bất kỳ. phải tiến hành thừ sơ bộ một sổ lần thích hợp đê bảo đám chắc chắn tính khả dụng 
của phương pháp đỏ.
Độ chính xác của kết quả thử nghiệm sinh học dược xác định bởi các giới hạn tin cậy, hoặc là khoảng tin cậy của hoạt lực. 
c.iiới hạn tin cậy ờ xác suất 95 % thường được chọn trong các thử nghiệm sinh học, do đỏ cũng được chọn trong chuyên 
luận này. Khoảng tin cậy tính bằng các phương pháp toán thống kẻ ẹiới thiệu ờ đây có khả nâng chứa hoạt lực thật của 
chế phẩm cần định lượng với xác suất 95 %. Một sổ chuyên luận Dược điên qui định giới hạn tin cậy phải không được 
vượt quá một ngưỡng nhất định, ví dụ phải nấm trong khoảng từ 95 % dến 105 % so với hoạt lực tính được, trong một 
số trường họp cần phải lặp lại thử nghiêm hai hay nhiều lần để đạt được giới hạn tin cậy cho phép.
Chú giài các ký hiệu dùng trong chuyên luận này được trình bàv trong bàng ở phần cuối cùa chuyên luận.

2. Ngẫu nhiên hóa
Việc phân bồ nhữnư xư 1Ý (liều, nồng độ....) khác nhau của chế phdm chuẩn và chế phâm thử cho các đơn vị thi nghiệm 
(ví dụ động vặt thí nghiệm, ổng nghiệm,...) phải dược thực hiện một cách hoàn toàn ngầu nhiên. Bất kỳ một sự lựa chọn 
nào khác về nhùng điều kiện thí nghiệm (ví dụ chọn lựa cân nặng, tuổi cùa động vật thi nghiệm, điéu kiện môi trường 
thí nghiệm,...), cũng không được phép cổ ý trong thiết kế thí nghiệm má đều phai lựa chọn ngẫu nhiên. Chọn vị trí của 
chuồng nuôi động vật thí nghiệm trong phòng thi nghiệm, trình tụ dùng các xử lý cũng phải được thực hiện một cách 
ngẫu nhiên.
Ngẫu nhiên hóa cỏ thể thực hiện bằng cách ném xúc xắc, xào các lá bài có đánh số, dùng bảng số ngẫu nhiên hay các 
phần mồm vi tính thích hợp.

3. Các thử  nghiệm dựa trcn đáp ứng định lượng

3. ỉ  Mô hình thống kê
3.1. ỉ Nguyên tắc chung
Hai mô hinh thống kè thường dùng trong các thử nghiệm sinh học là mỏ hình đường thăng song song và mô hình tỷ lệ 
dộ dốc. Trong chuyên luận này chỉ giới thiệu mô hình dường thăng song song. Đổ tìm hiêu thêm vè mô hình còn lại, xỉn 
tham khảo Dược điển châu Au IX hay các tài liệu thong kè khác.
Chi có thể áp dụng mô hình thong kê đường thăng song song nếu thử nghiệm hội đử các điêu kiện sau:
1) Các xừ lý khác nhau cùa chế phẩm chuẩn và chế phẩm cần đmh lượng đã được phân bô ngầu nhiên cho lừng đơn vị 
thí nghiệm;
2) Các đáp úng cùa mồi xử lý tuân theo phân phối chuân;
3) Dộ lệch chuẩn cùa các đáp ÚTtg trong mỗi nhỏm xử ỉý cùa cả chê phàm  chuân và chê phẩm  cẩn định lượng không 
khác nhau có ý nghĩa.
Khi thừ nghiệm được triển khai sử dụng, nhà phân tích phải xác định xem các so liệu thu thập được từ nhiều thử nghiệm 
cỏ thỏa mãn các điều kiện lý thuyết sau không:
Diều kiện 1 có thê thỏa màn nếu thực hiện đúng theo các hướng dần trình bàv ờ mục 2 (Ngẫu nhiên hóa).
Diều kiện 2 là một giã định mà trong thực tế hầu như đều được thoa màn. Những sai lệch nhỏ so với giá định nàv nói 
chung không gây ánh hương lớn đen kết quá. ncu mồi xử lý được tiến hành nhiều thí nghiệm lặp lại.
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Điều kiện 3 có thể dược kiếm tra bàn2 phép thư tính dồng nhái cua các phương sai, ví dụ bàng phép kiểm Bartlett hoặc 
phcp kiểm llartlcỵ (xem các ví dụ trong mục 3.2.8).
Nếu điều kiện 2 vàdioặc điêu kiện 3 không thỏa màn, chuyên doi đáp íme V bằng ln(y), ÍT hay r  có thê cho kết quả tốt. 
Phép chuyển đổi V thành ln(v) rất hữu ích trong trưởng hợp tính đong nhất cùa các phương sai không thỏa mãn. Phép 
chuyển đổi này cũng giúp cài thiện tính chuẩn nốu phân phổi bị lệch vổ bên phải.
Sụ chuyên đỏi V thành /ỹ  thường được dùng khi các quan sát tuân theo phân phối Poisson, ví dụ khi các quan sát thu 
được bàng phương pháp đém.

3. ì .2 Các thử nghiệm thường nhật
7’rong các thừ nghiệm thường nhật, rất khó kiêm tra một cách hệ thống các điều kiện lý thuyết mô tà ờ mục 3.1.1, bời vì 
trong thực tổ sỏ quan sát trong một thử nghiệm thường nhò do đó ảnh hưởng đốn độ nhạv cùa các phép kiểm thong kê. 
Tuy nhiên, trong những thừ nghiệm cân xứng (là những thừ nghiệm có sổ xử lý của chế phàm chuân bang với số xử lý 
cùa chế phátn cân định lượng, ví dụ: thử nghiệm 2 -r 2, 3 + 3,...) những sai lệch nhỏ so với tính chuẩn hay so với tính 
dồng nhất cùa phương sai không anh hường lớn đến kết quả thử nghiệm. Do đó, chi cần kiểm tra lại các điều kiện lý 
thuvết nói trên khi một loạt các thử nghiệm hên tiếp không thỏa mãn phép kiểm tính có giá trị (xcm mục 3.2.4).
Nu oài 3 điều kiện lý thuyết đã nói trên, mô hình đường thẳng song song còn yêu câu mồi thư nghiệm phải thòa mãn 
thcm 2 diều kiện sau:
4) Đường biêu diễn mối quan hệ giữa ỉogarit liều và đáp ứng phải tuyến tính trong khoảng liều đã dùng.
5) Đường thẳng ln(liều) - đáp ứng của chế phẩm cần định lượng phải song song với đường In(liều) - đáp ứng của chế 
phẩm chuẩn.
Chỉ có thổ kicm tra điều kiện 4 và 5 nếu thử nghiệm dược tiến hành với ít nhất 3 nồng độ pha loãng cùa mồi chế phẩm 
(định lượng 3 liều hay lớn hem). Tuy nhiên, nếu tính tuyến tính cùa đường logarit liều -  đáp ứng, trong một khoáng liêu 
nhất định, đà dược chửng minh bởi một số lượng đú lém các thử nghiệm có 3 liều trứ lên, có thê tiến hành thừ nghiệm 
chi với 2 tiều của mồi chế phẩm (thử nghiệm 2 liều) trong các thử nghiệm hàng ngày, dùng trong khoảng liều đã cho. 
Trước khi tính hoạt lực và các giới hạn tin cậy, cần phải tiến hành phân tích phương sai đê kiếm tra xem thừ nghiệm có 
đáp ứng các điều kiện 4 và 5 hay không.
Các thử nghiệm dựa trên IUÔ hình thống kê đường thảng song song được trinh bày trong mục 3.2.
Nếu có bất cứ điều kiện nào trong 5 điều kiện nói trên không thỏa màn, các phương pháp tính toán giới thiệu ờ đây sẽ 
không có giá trị. Khi đó, phải tiên hành rà soát lại các kỳ thuật thừ nghiệm đê tìm ra nguyên nhân.
Nêu các phép kiêm thống kê cho thấy bất kỳ một điều kiện nào trong 5 điêu kiện nói trên không thỏa mãn, không được 
chuyển ngay sang một phép chuvển đổi khác, trừ khi có đủ bàng chứng rằng nguyên nhân gây ra hiện tượng dó không 
phải do ngầu nhiên mà là kết quả của một sự thay đổi có hệ thống cùa các điồu kiện thí nghiệm. Trước khi ảp dụng một 
phép chuyển đồi mới vào các thứ nghiệm thường nhật, phải lặp lại phép kiềm thong kê đà trình bày ờ mục 3.1.1.
Đe thu được một kết quà thừ nghiệm dáng tin cậy, có thể phải tiến hành một vài thừ nghiệm độc lập, sau đó phối hợp các 
kêt quà thử nghiệm lại với nhau (xem mục 4 - Phối hợp các két quá thử nghiệm).
Nhằm mục đích kiểm soát chàt lượng cùa các thừ nghiệm hàng ngày, nên ghi các trị định giá về độ dốc hồi qui và sai 
số dư dưới dạng biểu đồ kiểm tra.
Nêu sai số dư lớn một cách bất thường, nguyên nhân đâu tiên phải nghĩ đến là có sai sót kỳ thuật nào đó. Neu các khảo 
sát khắng định cỏ sai sót trong quá trinh thử nghiệm, phải lặp lại thử nghiệm. Sai số dư cùng có thể rất lón neu trong dãy 
sô liệu đỏ cỏ một giá trị bất thường. Chỉ dược loại bó giá trị nghi ngờ là bất thường nếu giá trị đó khác có ý nghĩa thống 
kc với các giá trị còn lại.
Một sai sô dư nhỏ bát thường có thể xàv ra một lan hoặc một lúc nào đó làm cho các tv số F vượt quá giá trị tới hạn. 
Trong những trường hợp như vậy, có the thay sai số dư định giá được cùa từng thử nghiệm riêng bảng một sai số dư trung 
binh dựa vào các số liệu trước đó trong biểu đồ kiểm tra.

3. ỉ.3 Cách tỉnh toán vờ những hạn chê
Dưới dãy là 3 hạn chè áp dặt cho mỗi thử nghiệm nhằm làm đơn giàn hóa việc tính toán và làm tăng độ chính xác của 
thừ Iighiẹtn:
a) Sô nông độ pha loãng của mỗi chổ pbầm trong một thừ nghiệm phải bàng nhau;
b) Ty lộ giữa các licu kế tiểp nhau phai là một hằng sổ đoi với tất cà các xử lý trong một thừ nghiệm, ví dụ: 5VS/ =
S/sỊ -  ... -  z ,z :;
c) Sỏ các dơn vị thí nghiệm cùa mồi xử lý phải băng nhau.
Lác công thức tinh toán áp dụng cho một thiết kế thử nghiệm tuân thủ đúng 3 hạn che nêu trên được giới thiệu ờ mục 3.2. 
Doi với các thiết kế thừ nghiệm không tuân theo các hạn chế đã ncu, các công thức tính toán sc rẩt phức tạp và không 
được giới thiệu trong chuyên luận này.
Trong mục 3.2.8 có trình bày một số ví dụ để minh họa về phương pháp tính thống kê. Có thể dùng các số liệu trone các 
VI dụ dó dó kiém tra các phan mềm dùng trong phân tích thống kê kểt quả thử nghiệm sính học.
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3.2 Mô hình dường thẳng song song
3.2. ỉ Giới thiệu
Mô hình đường thảng song song dựa trên quan hệ tuyển tính giữa đáp ứng y và logaritXcùa liều D.

Y -  a + bX
Trong đỏ:
Y là dáp ứng mong đợi;
X  là ln (liều) = ln(0); 
a và h là các hằng số.
Mô hình đường thẳng song song có thể được minh họa bời đồ thị trong Hình 13.10.1. Trên đồ thị, trục hoảnh biểu diễn 
các logarit liều với nồng độ thấp ó' hên trái và nồng dộ cao ờ bèn phải, trục tung biồu diễn các đáp ứng đo được. Các đáp 
ứng riêng cùa mỗi xử lý dược biểu thị bang các chấm dcn. Hai (tường trên đồ thị biéu diễn mối quan hệ giữa logarit liều 
và đáp ứng lính được của chế phâm chuân và chế phàm cẩn đinh lượng.
Từ trục tung kẻ một đường thẳng bất kỳ song song với truc hoành, cắt hai đường In(licu) - đáp ứng tại hai điểm có hoành 
độ là lnzv và Inzy, dây là hai logaril nồng độ hoặc logarit liều của chế phẩm chuân và chế phẩm thừ cho cùng đáp ứng 
sinh học.
Để cho thừ nghiệm thỏa mãn, hoạt lực gia định cùa chế phẩm thư phai nần với hoạt lực thực. Dựa vào hoạt lực già định 
này và hoạt íực ân định cùa chế phàm chuẩn, pha các dỏ pha loãng có hoạt lực tương đương sao cho hoạt lực zv cùa chế 
phâm thử ơbăng hoạt lực zs của chê phâm chuẩn s.
Khoáng cách nam ngang giữa 2 đường thẳng; ln(zs) - ln(zít-) là hoạt lực thực cùa che phẩm thử so với hoạt lực giả định 
cùa nó. Neu đường thẳng của chế phãm thử ờ bên phài cùa che phẩm chuân, hoạt lực già định (1ã được định giá quá cao 
và việc tính toán sẽ cho hoạt lực định giá được thấp hom hoạt lực gia định; cũng tương tự nếu đường thảng của chế phẩm 
thừ ở bên trái của chế phẩm chuẩn, hoạt lực giả định dã dược định giá quả thấp và việc tính toán SC cho hoạt lực định giá 
được cao hơn hoạt lực giả định. Trong một thử nghiệm, nếu đoạn thẳng ln(zy) - ln(zơ) càng nhỏ, hoạt lực giả định của 
ché phẩm càn thử nghiộm càng gần với hoạt lực thật cúa nó và kết quà thử nghiệm sè càng chính xác.

Hình Ỉ3.10.Ỉ - Mò hình đường thẳng song song của một thừ nghiệm 3 -t 3.

Chú ỷ: I.ogarit tự nhiên ỉn (hay logc) dược sừ dụng xuyên suốt trong chuyên luận này, do đó, antilogarit tương đương 
với e \  Tuy vậy, nếu muốn, hoàn toàn có thổ dùng logarit cơ sổ 10 (hay logio) thay cho in, khi đó, antilogarit tưomg ứng 
với 10'.
3.2.2 Thiết kế thử nghiệm
Các thừ nghiệm sinh học có thể được thiết kế theo một số cách khác nhau như trình bày dưới dây.

3.2.2. ỉ Thiết kế ngẫu nhiên hoàn toàn
Neu toàn bộ các đơn vị thí nghiệm (động vật, ống nghiệm,...) tương đồi đông nhảt, việc phân chia các đom vị thí nghiệm 
cho các xừ lý khác nhau phai được tiến hành một cách ngẫu nhiên, ví dụ dùng bàng hoán vị ngẫu nhiên.
Nếu chia các đơn vị thí nghiệm thành các phản nhóm, vỉ dụ theo vị trí vật lý hay theo ngày thí nghiệm, nôn chia theo 
cách tính đong nhất hơn là chỉ xét đốn số lượng các dơn vị thi nghiệm, ta có thổ tăng độ chính xác cùa thừ nghiệm bằng 
cách áp dụng một hoặc nhiều hạn chế trong cách thiết kế thí nghiệm. Sự phân chia các đơn vị thí nghiệm theo các hạn 
che đỏ cho phép loại bò những nguồn gây sai số không liên quan.
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3.2.2.2 Thiết kế ngân nhiên theo khôi
Trong kiểu thiết kế thí nghiệm này, có thê tách các nguồn biến thiên ra khòi sai số toàn phần, ví dụ biến thiên do sự nhạy 
cảm giữa các lứa động vật thí nghiệm hoặc biến thiên giữa các hộp Petri trong định lirợng vi sinh vật bằng phương pháp 
khuếch tán. Thiết kế thí nghiệm ngẫu nhiên theo khối đòi hỏi mỗi khối (lứa động vật hoặc hộp Petri) phải có số xử lý 
bằng nhau và chỉ thích hưp neu khối đủ lớn đế có thẻ chứa tất cà các xử ]ý cùa thử nghiệm.
Bàng 13.10.6 trình bày công thức tính toán áp dụng cho các thừ nghiệm thiết kc thí nghiệm ngầu nhiên theo khôi, trong 
đó mỗi xử lý chi xuất hiện một làn duy nhất trong mồi khối (thiết kế thí nghiệm ngẫu nhiên theo khối không lặp). Ví dụ 
minh họa cho kiểu thiét kế thí nghiệm này được trình bày trong vi dụ 3.2.8.2.

3.2.2.3 Thiết kế hình vuông Latin
Kiểu thiết kế thí nghiệm này thích hợp với những thử nghiệm mà đáp ứng chịu ảnh hường của 2 nguôn biến thiên khác 
nhau, trong đó mỗi nguồn biến thiên có k mức hay k vị trí khác nhau. Ví dụ, trong định lượng kháng sinh bàng phương 
pháp khuếch tán. các xử lý có thể dược sắp xếp thành k x k  dãy trên một khay lớn, mỗi xử lý chi xuất hiện một lần duy 
nhất trong mồi hàng và mỗi cột. Chì có thổ áp dụng kiổu thiết ke thi nghiệm hỉnh vuông Latin khi số hàng, sô cột và sô 
xử lý cùa mồi chế phẩm đều phải bang nhau.
Các đáp ứng dược ghi vào một bảng hình vuông gọi là hình vuông Latin. Biền thiên do sự khác nhau ve đáp ứng giữa k 
hàng và giữa k cột sẽ được tách khỏi biến thiên toàn phần, do đó làm giảm sai số của định lượng.
Bảng 13.10.6 trình bày công thức tính toán áp dựng cho các thư nghiệm hình vuông Latin, trong đó môi xứ lý chi xuât 
hiện một lẩn duy nhất trong mỗi hàng và mồi cột. Ví dụ minh họa cho kiêu thiết kế thỉ nghiệm này được trinh bày trong 
ví dụ 3.2.8.3.

3.2.2.4 Thiết kể chéo
Kiều thiết kế thí nghiệm này được áp dụng trong trường họp thí nghiệm có thể chia thành các khối, nhưng mỗi khôi chỉ 
có thể nhận hai xử lý, ví dụ một khối là một đơn vị thí nghiệm được thừ hai lần vào hai thời điểm khác nhau. Mục đích 
của kiểu thiết ké chéo là làm tăng dộ chính xác của thừ nghiệm bàng cách loại trừ ảnh hường do sự khác nhau giữa các 
đơn vị thi nghiệm. Neu thử nghiệm tiến hành với 2 liều của chế phẩm chuẩn và 2 liều của chế phẩm cần định lượng, ta 
có kiểu thí nghiệm chéo đỏi.

Bảng Ỉ3.Ỉ0.Ỉ - Cách sắp xếp các liều trong thiểt kế thí nghiệm chéo

Nhỏm các đơn vi __ ., ,  , . A G iaidoanl thí nghiệm Giai đoạn II

! 1 Sị u2
2 S ĩ «/
3 Uj S j

1 4 i u2 ■ K)
Trong thiêt kê chéo đôi, thử nghiệm được chia thành hai giai đoạn, mồi giai đoạn tiến hành vào những thời điềm khác 
nhau. Các đơn vị thí nghiệm được chia thành bốn nhóm, mỗi nhóm nhận một trong bốn xừ lý ờ giai đoạn đầu của thí 
nghiệm. Đơn vị nhận một chế phẩm trong giai đoạn đầu sẽ nhận chế phẩm khác trong giai đoạn sau, và các đơn vị nhận 
liêu thâp trong giai đoạn đâu sẽ nhận liêu cao trong giai đoạn sau. Cách sắp xếp các liều cho ờ Bảng 13.10.1. Vỉ dụ minh 
họa cho kiểu thiết kê thí nghiệm này được trình bày trong Ví dụ 3.2.8.4.

3.2.3 Phán tích phương sai
Mục này trình bày các công thức cần thiết để phân tích phương sai. Người đọc sè dề hiểu hơn khi tham khào thêm các 
ví dụ ờ mục 3.2.8 và Bàng ghi chú các kỷ hiệu ờ mục 6.
Các công thức trình bày ờ đây có thể áp dụng cho các định lượng đối xứng trong đó một hay nhiều chế phẩm cần thừ 
(LL •• •, Z) được so sánh với cùng một chế phẩm chuẩn s, với điều kiện thử nghiệm phải đáp ứng dược các điều kiện sau:
1) tỷ lệ giữa các liều kế tiếp nhau cùa tất cà các chế phẩm phải là một hầng số;
2) sô xử lý cùa mồi chc phâm và 3) sô đơn vị thí nghiệm (số thử nghiệm lặp lại) trong mỗi xử lý phài bằng nhau (xem
mục 3.1.3).
Ngoại trừ một vài khác biệt nhò trong cách tính sai số dư, phưomg pháp phân tích các sổ liệu của mỗi thử nghiệm sinh học 
vê cơ bàn Ịà giông nhau đôi với các kiêu thiêt kê thí nghiệm ngẫu nhiên hoàn toàn, ngẫu ĩihicn theo khối và hình vuông 
Latin. Thiêt kê thí nghiệm chéo cỏ cóng thức lỉnh hoàn toàn khác và do đó được trình bày trực tiếp trong Ví dụ 3.2.8.4. 
Bê chuân bị sô liệu cho phân tích phương sai, dâu tiên phái tinh tông đáp ứng cùa mồi liều, tổng đáp ứng và tương phán 
tuyén tinh iỈDìcar contrast) cùa mồi chế phẩm; đối với các định lượng c ó  nhiều hơn h a i  liều của mỗi chế phầm, càn tinh 
thêm tương phan bậc hai {quadnưic contrasỉ). Các Báng 13.10.2, 13.10.3 và 13.10.4 trinh bày các còng thức tính dó.
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Bàmỉ 13.10.2 - Công thức tính toán cho các thư nghiệm hai liêu đa chê phẩm

IM ỈỤ LỤC 13 DƯỢC ĐIÊN V1ỆT NAM V

Chế phẩm chuẩn s Chế phẩm thử thứ nhất n Chế phẩm thử thứ (h -  1) 7
Tồng đáp ứng của liều thắp Sị U; 7,
Tong đáp ứng của liều cao s2 ơi 7.2
Tồng đáp ứng cúa chế phẩm s, + s? -- s li, -  U: - u Z/ + Z_Ị -  z
Tương phàn tuyên tỉnh S ĩ - S ^ L s ợj - ơ; -  U; 7-2 - z, = Lz

Bàng 13. ỉ 0.3 - Còng thức tinh toán cho các thư nghiệm ba liều đa chế pliẩm

Chế phẩm chuẩn s Chế pha 111 thử thứ nhất V Chế phẩm thử thứ (h -  1) z
Tồng đáp ứng của liều thấp Sỉ u, Zi
Tổng đáp ứng của liều tmng gian s2 u2 7.2
Tổng đáp ứng của liều cao Sĩ u] Zj
Tônẹ đáp ứng cùa che phẩm s, * s2 + Sj = s Uj f v 2 ~r Uị -  ư z, ■» Z2 + 7.J=Z
Tươne phàn mvẻn lính s3 - S/ -  Ls U i-U ^ L u Z !-Z ,= L z

Tương phàn bậc hai S,-2S2 + Sj - Ọ s : ư, - 21 ỉ2 + Ợ, - Q v ì 7, - 272 + z, - Qz

Bảng ỉ 3.ỉ 0.4-- Công thức tỉnh toán cho các thử nghiệm bốn liều đa chế phẩm

Chế phẫm chuẩn s Chế phẩm thử thứ nhất ư Chế phẩm thử thứ (h -  1) z
Tồng đáp ứng cùa liều thấp nhất s, ị u, z.
Tổng đáp ứng cùa liều thứ hai s2 ư2 ; ¿2
Tổng đáp ứng của liều thử ba s] ơ, z]
Tổng đáp ímg cùa liều cao nhất ■S, u 4 ; z 4
Tổng đáp ứng của chế pham s, + Sj + s3 ^ s4 -  s 1 ơ, t ƯJ + ợ, + ỉĩ4 = u 7, + z 2 + 7. ị + z 4 -  z
Tương phàn tuyến tinh 3S4 + s} -  s2 -  3S, = Ls 3Uj k ợ?-  u 2 3Uị = Lư 3Zj + Zị " 7.1 — 37] L/
Tương phàn bậc hai S ,-S : -S 3 + S<--Qs Ui -U ĩ - U ị t U, Qa 7ị - z 2 -  z, t 7.4 -  Qỵ
Tương phán bậc ba 3S2 - S ỉ *■ s4 -  3S, -- Js ! 3U2 ƯI + Ư.Ị 3UỊ -  Jịj 3¿ 2  -  Z, + z4 -  3Zj = Jz

Trong bước kế tiếp, biến thiên toàn phàn của thử nghiệm, còn gọi là sai số chung, được phân tích thành các biển thiên 
riêng phần như trình bày ờ Bàng 13.10.5, các tồng các binh phương được tính từ các giá trị thu đưực ờ các Bang 13.10.2, 
13.10.3và 13.10.4.

Bàng ỉ 3. ỉ 0.5 - Phép thử tính cỏ giá trị của thử nghiệm

Nguồn biến thiên Bâc tư do (/)
Tổng các bình phương ____ . . __ .

2 liều/chế phẩm 3 liều/chc phẩm 4 liều/chế phẩm

Chế phẩm 1 s  + Li + z í»2 . r r2 . rr 2 ị ố,2+ ơ 2+...4-Z2 r.
h- 1 K

2 n 3n i 4 n

Hồi qui tuyến tính ỉ (Ls +Ị.,J+ ...+ L2 Ỵ f (/.v + L,J + ...+ ỉ,?y  _ p  ; (¿i + / - , •  + . . .  -t■ Lj3) _  J-

2nh 2 nh 1 1 20 nh

Tính không 
song song

4  4 4 + . . ’.’+ 4 Ị.ị + ¿3; + ... + L ị £ L ] + L ị  + ... + Lị ư
h - 1 2« 2 n i 20«

. e ỉ + £ Ể + - + e ề ,
Tính không tuyến tính h (3 lièu) ỔỈ + ỔÊ+- + ỔỈ 4«

(Độ cong) 2h (4 liều) 6 n +»//. 4-...+J 2
ỉ 20/7
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PHỤ I ực 13DƯỢC DI ÉN VIẸTNAM V

Tính sai số dư (resuỉuaỉ error) bằng cách lấv sai sô toàn phần của thử nghiệm trừ đi các sai số riêng của các nguồn biến 
thiên khác nhau (Bang 13.10.6), nguồn hiến thiên có thể nhận dạng được tùy theo kiều thiết kế thí nghiệm trong Bang 
13.10.6, Xv~ là tổng binh phương cùa tất ca các đáp ứng do được trong thử nghiệm, K là đại lượng để hiệu chinh:

K = (V.v)J
N

Két thúc phản tích phương sai bầne cách chia các tồng các bình phương tinh được từ Bàng 13.10.5 cho bậc tự do tương 
úng đè được các binh phương trung bình.
Bình phương trung bình của sai so dư cũng được tính theo cách tương tự, dùng số liệu tương úng ờ Bảng 13.10.6.
Binh phương trung bình cùa mỗi biển số cần kiểm tra SC dược biểu diền dưới dạng một tỷ so với sai số dư s2, gọi là tỳ số 
F. Đánh giá mức ý nghĩa của các tỳ' số F bằng cách so sánh F tính dược (viết tắt là FCứl)  với giá trị F tới hạn (viet tát là 
Fcril) tra ùĩ Bảng 13.10.7 hay hang cách dùng các phan mềm vi tính thích hợp. Nếu dùng bàng tra cứu, đọc Fc/il từ Bàng
13.10,7 tại giao điềm giữa cột tương ứng với bậc tự do cùa bình phương trung hình của biến sổ cần kiếm tra ịfị) và hàng 
tương ứng với bậc tự do của (/V). Biến so cẩn kiêm tra được coi là có ý nghĩa nếu Fcal > Frn, ở xác suất p -  0,05 hay 
rất cỏ V nghĩa nếu Ftíl; > Fint ờ xác suất p -  0,01.

Bàng Ị3.10.6 - Định giá cùa sai sổ dư

Nguồn biến thiên Bậc tự Tổng các bình phưcmg
do (/) Ngẫu nhiên hoàn toàn Ngẫu nhiên theo khối Hình vuông Latin

Giữa các xử lý ! ỵ Ị Sị + Sị +... + K
t,2 t.2 ¿1 +64 -t... t- y s h ‘Vỉ +... + Í r

n n
. . . . .

n

Giữa các khối (hàng) n 1 RỈ+RỈ+...+ RỈ y RỈ + R~> (... + Rn K
k k

Giữa các khối (cột) n - 1 c ỉ + c ĩ +... + (y - K
k

Sai số dư Hiệu Sỏ * — ------ - * *

Sai số toàn phần N - 1 IP -K IP- K I P - K

* Lây sai sô toàn phán trừ đi các tỏng các bình phương tương ibỉg của môi phương pháp thiét ké thi nghiệm.

Bảng ỉ 3.10.7 - Giá trị tới hạn của tỷ sô F

f|
1 7 3 4 5 ! 6 7 8 20 <x

12 4,75 3,89 ỉ 3,49 3,26 3,11 3,00 2,91 2,85 2,54 2,30 .
9,33 6,93 5 95 5,41 5,06 4,82 4,64 4.50 3,86 3,36

15 4,54 3,68 3,29 1 3,06 2,90 2.79 : 0 1]*-1 Ệ 1 2.64 2,33 2,07
1 8,68 6,36 5,42 1 4,89 ! 4,56 4,32 4,14 4,00 3,37 2,87 .
! 20 4,35 3,49 3,10 2,87 2,71 ! 2,60 2,51 2,45 2.12 1,84 •

8,10 5,85 4,94 4,43 4,10 3*87 3,70 3*56 2,94 0 47

f, . 25 . . 4,24 3,39 2,99 2,76 2,60 2,49 2,40 2,34 2,01 1 71
7,77 5.57 4,68 4,18 3,85 3,63 3,46 3,32 2,70 2,17

30 4,17 ! 3,32 2,92 2,69 2.53 2,42 2,33 2,27 1.93 1,62
7,56 5,39 4*5 ỉ 4,02 3,70 3,47 3,30 3,17 2,55 2*01

40 4,08 3,23 2,84 : 2,61 2,45 2,34 2,25 2,18 1,84 1,51
7,31 5.18 4,31 3,83 3*51 3,29 3,12 2,99 2,37 1,80

60 4,00 3,15 2,76 2 53 2.37 2,25 2,17 2,10 1,75 1,39
7,08 4,98 4,13 3,65 3,34 3,12 2,95 2,82 2,20 1,60

cc 3,84 3,00 2,60 2,37 2,21 2,10 2,01 1.94 1,57 1,00
* Nân Ị- tinh dược F tới hạn, bien so can kiêm tra dược coi !à có V nghĩa (dòng trên, p -  0.03) hay rat có V nghĩa (doin’ 
dưới, p -  t)! 01 / J] Ui hục tự do cùa từ sổ, / •  lờ bậc tự do cùa matt so.
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3.2.4. Phép thừ tính có giá trị cùa thứ nghiệm
Kết qua thừ nghiệm được coi là có giá trị thống kô {statistically valid) neu:
1) Dại lượn lí hồi qui tuyến lính rất có V nghĩa, Fca; > Fcnt ờ xác suất p  = 0,01 (P < 0,01), chứng tò độ dốc của đường 
in(liều) - đáp ứng rat khác 0.
2) Đại lượng không tuyển tính {non-linearity) phải không cỏ V nghĩa, FCI,I < Fcnt ở xác suất 0,05 {P > 0,05), chửng tò 
thoà mãn điều kiện 4, túc là các dường In(liều) - đáp ứng của ché phẩm chuẩn S  và các chế phẩm thử {ll ...,Z )  thẳng.
3) Đại lượng không song song (non-parallelism) phải không có V nghĩa, Fcaì < Fcn; ờ xác suất 0,05 (P > 0,05), chứng 
tò thừ nghiệm đáp ừng điều kiộri 5, hay nói cách khác các đường In(liều) - đáp ứng của các che phẩm thử i l l  ...,Z ) song 
song với dường In(liều) - đáp ứng của chế phẩm chuẩn $.
Neu đại lượng không song song có ý nghĩa trong một thừ nghiệm có h chc phẩm, kổ cả chế phẩm chuẩn, một trong số 
các chc phẩm cần thừ cỏ thê có độ dốc cùa đường ln(liều) - đáp ứng khác với các chế phẩm cỏn lại. Tính t ’ (phép kiểm 
Dunnett) của mỗi chế phâm cần định lượng (U, .... Z) theo công thức:

l '  = k z h -  (3.2.4.-1)
2 \ fìs~

Đồi với các thừ nghiệm có bốn liều đơn chá phẩm, tính /‘’theo công thức:

/' = / l  ịny
IsịìQns2

So sánh mỗi / 'tính được với giá trị tới hạn đọc từ Bảng 13.10.8, với / ;  = h -  ỉ, f 2 là bậc tự do cùa s2. Ncu / ' có ý nghĩa 
thông kê với một chè phâm bât kỳ, loại bò tât cả các sô liệu lien quan đến chế phâm đó và lặp lại từ đâu phép kiểm tính 
có giá trị với các chế phấm còn lại.

Bảng ỉ 3.10.8 - Giá trị tới hạn cùa t’

f i  = (h -  ỉ) = số chế phẩm cần định hrọmg

fỉ 1 1 3 4 5 6 7 ! 8 9
5 2,57 ; 3,03 3.29 ; 3,48 3,62 ị 3,73 3,82 3,90 ; 3,97
6 2.45 2,86 3,10 3,26 3,39 3.49 3,57 3,64 1 3,71
7 : 2,36 2.75 2.97 3,12 3,24 3.33 3,41 3,47 3,53
8 2,31 ; 2,67 2,88 3,02 3,13 : 3,22 3,29 3,35 1 3,41
9 2,26 2,61 2,81 2.95 3,05 ; 3,14 3,20 3,26 ; 3,32
10 j 2,23 2,57 2,76 2,89 2,99 3,07 3,14 3,19 3,24
11 ị 2,20 ; 2,53 2,72 i 2,84 2,94 3,02 3,08 ! 3,14 3,19
12 2,18 ' 2.50 2,68 1 2,81 2,90 , 2,98 3,04 ' 3,09 3,14
13 2,16 2,48 ị 2,65 2.78 2,87 2,94 : 3,00 3,06 3,10
14 ỉ 2,14 ị 2,46 2,63 : 2,75 2,84 2,91 ! 2,97 3,02 3,07
15 2,13 1 2.44 2,61 2,73 2,82 2,89 2,95 3,00 Ị 3,04
16 2,12 ọ 4? 2,59 2,7) 2,80 2.87 2,92 2,97 3,02

: 17 2,11 2,41 2,58 ; 2,69 2,78 2,85 1 2,90 : 2,95 , 3,00
18 2,10 2,40 2,56 ! 2,68 2,76 2,83 2,89 2,94 2,98

1 19 . 2,09 2,39 2,55 2,66 2,75 2.81. . . . . .  l 2,87 2,92 2,96
20 ; 2,09 2,38 2,54 2,65 2,73 2,80 2,86 2,90 , 2,95
24 2,06 2,35 2,51 : 2,61 2,70 2,76 2,81 2,86 2,90

: 30 2.04 2,32 2,47 2,58 2.66 9 72 2,77 2,82 2,86
40 ; 2,02 ị 2,29 2,44 2,54 2,62 2,68 2,73 2,77 . 2,81
60 2,00 997 2,41 2,51 2,58 ' 2,64 2,69 2,73 ' 2,77
120 1,98 9 04 2,38 2.47 2,55 2,60 2,65 2,69 2,73
co ị 1,96 2,21 2,35 2,44 2,51 2,57 2,61 2,65 : 2,69
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Bien thiên do chố phẩm không được dùng trong phép thừ tính cỏ giá trị cùa thứ nghiệm, tuy nhiên, trong những thừ 
nghiêm mả sai sổ ciư lớn một cách bát thường và tỷ số r  cùa nguồn hiển thiên do chế phâm cao rát cỏ ý nghía, hoạt lực 
om dinh cua chế phẩm cần định Iượne rất khác với hoạt lực thật cùa nỏ, cần phái lập lại thư nghiệm dùng hoạt lực tính 
dược lảm hoạt lực giả định.
Ncu thử nghiệm thỏa màn phép thử tính có giá trị, hay nói cách khác, thừ nghiệm cỏ giá trị thòng kẻ, hoạt lực và các giới 
hạn tin cậy có thể được dinh giá bằng các phương pháp mô tà trong mục kê tiếp.

í 2.5 Định g/í7 hoạt Ị ực vờ các giới hạn tin cậy
Dầ định giã hoạt lực và các giới hạn tin cậy, trước hết phải tinh đáp ứng trung bình cùa môi chê phàm ( ỹ s , ỹ ư , ỹz ):

DƯỢC DíhN Vlt;T NAM V 1,5

= A  (3.2.5.-1)

Tiến hành tương tự như vậy với các ché phẩm khác.
Gọi /  là khoang cách giữa In các liều ke ticp nhau của một chẻ phẩm bất kỳ (/ là hang số trong một thử nghiệm), ví dụ 
ỉ ln(,s\) -  ln(ẮY), độ dốc chung (h) của một thử nghiệm bao gôm h chế phẩm, mồi chế phẩm có cỉ liều khác nhau được 
tính theo cóng thức:

h = Ls + k ’ + -  + LZ (3.2.5.-2)
(cỉ-ỉ)hih

Dối với các thư nghiệm bốn liều dơn chế phẩm, tính h theo còng thức:

/, __ - 1 + hli + + "̂7.
10 in h

ín(tỷ lệ hoạt lực) của chế phẩm cần định lượng ư  được tính theo công thức:

,»/ ...ỹ ụ - ỹ s  (3.2.5.-3)
1 1 h

Gọi Av là hoạt lực già định cùa chế phẩm ư. logarit hoạt lực của ư  (A/ơ) sẽ bằng:

M v -  M[. + In (a l ) (3.2.5.-4)

Hoạt lực tính dược là ước lượng của hoạt lực thật cùa mồi chế phầm cần định lượng. Các giới hạn tin cậy của hoạt lực 
tính được là khoảng chứa hoạt lực thật cùa chê phẩm cân định lượng với xác suất 95 %. Logarit của các giới hạn tin cậy 
dược tính theo công thức sau:

In ( -Ị ) , n / .  . 1 + - '-  + % - * /  (3.2.5.-5)
b \NS Aý. E-?r

với: c
E -s ~ r

(3.2.5.-Ó)

E là giá trị tính dược từ Báng 13.10.5, tính s2 bằng cách chia tổng các binh plurơnẹ cua biến số sai số dư trong Bàng 
13.10.6 cho bậc tự do tương ứng cùa nó, / là giá trị đọc được từ Bang 13.10.28 với xác suất p  -  0.95 v à /là  bác tư do 
cũa.v’.
í rong nhừng thử nghiệm đỏi xứng, còng thức tính các giới hạn tin cậy có thè đơn gian hóa thành:

ln (al.)+CM'l . + ! ( c -  l ị C , \ f L2 ■+ 2H  j  (3.2.S.-7)

với: / / = —A—
ỉrdn

Trong đỏ:
c  là tiêu chí đánh giá ỷ nghĩa cùa đường hồi qui. Trong một thử nghiệm có độ dốc đạt yêu cầu, giá trị cúa c  rẩt gần với !. 
Nêu c < 0 hôi qui tuyến tính khôntỉ có ý nghĩa.
Tinh dụih gỉá hoại lực cua chê phàm L (Re) và các giới hạn tin cậv cua I1Ó băng cách lây antdogarit các giá trị tinh dirợc 
từ các công thức 3.2.5.-ỉ và 3.2.5.-7.
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R,r = an ti In (ả fr )

FTụ an ti InỊ in [.ị,)+CM
\

"" 1 Ậ t ịc .ư ;  2 + 2 H } 1

(3.2.5.-8) 

(3.2.5.-9)

FLị -antiln  ỉn (Aị. ) T  CM
V

í  CM C  T  2ỈỈ ) ]
) ) (3.2.5.-10)

Fĩ‘i: ỉà giới hạn tin cậy trên và FLl là giới liạn tin cậy ciirái của hoạt lực tính được Rư.
Neu nồng độ dung dịch SOC cùa chế phàm chuẩn và các chế phẩm thừ không hoàn toàn bằng nhau, phải hiệu chỉnh hoạt 
lực tinh được và các giới hạn tin cậy với một hộ sô, gợi là hệ sô hiệu chình (xem Ví dụ 3.2.8.3), Hộ số hiệu chỉnh là tý số 
giữa nông độ dung dịch gốc cùa chế phẩm chuẩn và nong độ dung dịch gốc cúa mỗi chế phẩm cần định lượng.

3.2. ố Các giá trị bị mắt
Trong một thử nghiệm đối xứng, một sự cố ngầu nhiên có thể dần đen việc mat một hay nhiều giả trị đo, ví dụ động vật 
thí nghiệm chêt, vòng vò khuân bị méo không đo dược trong một thử nghiệm kháng sinh ... Neu sự cố xảy ra không liên 
quan đốn thành phân của chế phẩm đã sử dụng, vẫn có the tính dược kết quà định lượng một cách chính xác, tuy nhiên 
khi dó các công thức tính toán sẽ trở nên rát phức tạp. Dê có the tiếp tục dùng các cône thức tính toán don giản cùa thiết 
kế thi nghiệm đôi xứng, có thê áp dụng một trong hai cách sau:
1) Neu sô đáp ứng cùa mồi xử lý đù lớn, giảm số đáp ứng trong các xử lý có sỏ đáp ứng lem hơn cho đen khi số đáp ừng 
của tất cà các xử lý bằng nhau. Neu dộng vật thí nghiệm đã được phân bố một cách ngẫu nhiên cho mồi xừ lý, bỏ một 
hay vài đáp ímg, được chọn ngẫu nhiên, từ các xừ iý cỏ số đáp ứng lớn sẽ thu được thử nghiệm đoi xứng. Đổi với các 
thiết ké thí nehiộm ngầu nhicn theo khối, cách đơn giàn nhất là bò tất cả các đáp ứng của khối có giá trị bị mất. Ví dụ, 
chi giữ lại kểt qua đo cùa các hộp Petri có đủ 6 vòng vô khuẩn trong thứ nghiệm kháng sinh 3 + 3 băng phương pháp 
khuếch tán, dùng hộp Petri.
2) Thay các giá trị bị mất bằng các giả trị tính được từ những giá trị còn lại. Cóng thức tính các giá trị mất được trình bày 
ờ ben dưới, số bậc tự do của sai số toàn phần và sai số dư sẽ phái giảm đi một dem vị cho mồi giá trị bị mất. Can nhớ 
ràng đây chi là phương pháp gần đúng, phương pháp chính xác luôn luôn cho kct quà đáng tin cậy hơn.
Nếu có nhiều quan sát bị mất, thay tất cà các giá trị bị mất, trừ một quan sát, bằng các giá trị ước lượng thô và dùng công 
thức thích hợp để tính giá trị của quan sát đó dựa trên các giá trị còn lại, kể cà các giả trị ước lượng thô. Thay quan sát 
bị mât băng giá trị vừa tính được. Tièp tục tính theo cách trên với giá trị ước doán thô thử nhât... Sau khi đã thay thê lân 
lượt tất cả các quan sát bị mất, lặp lại từ đầu chu trình tính toán. mỗi lần lính dùng một giá trị ước đoán hoặc giá trị tính 
được cho đển khi hai chu trình kế tiếp nhau cho cùng kết quà.
Kct quả thử nghiệm chỉ được chấp nhận nếu số các giá trị thay thế tương đối nhò (nhỏ hơn 5 %) so với tổng sổ đáp ứng 
của toàn bộ thừ nghiệm. Cân đặc biệt thận trọng trong trường hợp các giá trị bị mât cỏ khuynh hướng tập trung trong 
một xừ lv hay một khối.
Thiết kế ngâu nhiên hoàn toàn
Trong kiểu thiết kế ngẫu nhiên hoàn toàn, thav giả trị bị mất bảng trung bình sô học của các đáp ứng khác trong cùng 
xử lý.
Thiết kế ngầu nhiên theo khối
Giá trị bị mất 0 ’ ') dược tính bằng công thức:

nfí'~kT' ~G' 
(n~ỉ)(k -ỉ)

(3.2.6.-1)

Trong đỏ:
B ' là tồng đáp ứng cùa khổi chứa giá trị bị mốt, T ’ là tổng đáp ứng của xử lý chứa giá trị bị mất, G ' là tổng tất cà các 
đáp img còn lại trong thừ nghiệm, n và k theo thử tự là sổ khối và số xử lý.
Đố minh họa, già sử giá trị của ĨỈỊ trong khối thứ nhất (trong trương hợp này là hàng hay hộp Petri) ờ ví dụ 3.2.8.2, Bàng 
13.10.14 bị mất ( ĩỉị -  174). Với:
£■= 1.050 
T ’ 869 
G ’ = 7.189 
k -  6
n -  6
y  ’ - 173. Dùng giá trị tính được 173 thay cho đáp ứng của U; trong hộp số 1 của Bàng 13.10.14 và tiếp tục tính toán như 
trình bày trong ví dụ 3.2.8.2 nhung với bậc tự dơ cùa sai so toàn phần là 34, và bậc tự do của sai sò dư là 24.
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Thiết kế hình vuông La tin
Giá trị bị mất (V) được tinh băng công thức:

k{B'+ư+r)-2G' 
y  (k-'ỉ)(k-2)

(3.2,6.-2)

Trong đó: _ r
B ' và c ' là tổng các đáp ứng trong hàng và cột chứa giá trị bị mât. G' là tổng các đáp ứng còn lại trong thừ nghiệm (Bảng 
13 10.18), còn T’ là tòng các đáp úng cùa xừ lý chúa giá trị bị mát (Bảng 13.10.19). Trong thièt kè hình vuông Latin 
k - n  Già sừ giá trị 161 cùa đáp ứng ờ cột thứ 1 và hàng thứ 1 trong Bàng 13.10.18 và Bảng 13.10.19 (Ví dụ 3.2.8.3) bị 
mất, nó sẽ được thay thổ bởi giá trị 150 lính dược bằng công thức 3.2.6.-2 với:
B • = 890 
C ’= 876 
r = 7 9 i  
ớ ' = 6.175 
k = 6
Các bậc tự do sẽ bí giảm xuống còn 19 đòi với sai số dư và 34 đối với sai số toàn phàn.
Thiết kế chéo
Nếu có giá trị bị mất trong kiều thiết kế thỉ nghiệm chéo phải tham khảo các tài liệu thống kê vì công thức tính sẽ rất 
khác nhau tùy theo cách phối hợp các xử lý.

3.2.7 Các thử nghiệm đồi xứng một phần
Neu hoạt lực già định cùa chế phâm cẩn định lượng, là hoạt lực được dùng đe tính lượng chế pharn thừ cần lấv khi pha 
các dung dịch của chế phẩm thử, khác xa với hoạt lực thật, nồng độ cao nhất hoặc nồng độ thấp nhất của che phẩm thử 
có thể nàm lọt ra ngoài vùng tuyến tính của đường In(liều) - đáp ứng, do đó thử nghiệm sè không có giá trị thống kê do 
không thỏa mãn tính tuyến tính và/hoặc tính song song.
Có thê tính hoạt lực từ các so liệu còn lại, sau khi loại bỏ các đáp ứng cùa nong độ cao nhất hoặc nồng độ thấp nhất của 
chê phâm thừ và dùng hoạt lực tính được làm hoạt lực giả định cho những ỉần thử nghiệm lặp lại.
Logarit tỷ lệ hoạt lực được tính bằng công thức:

M =ầỉ—ỈS - ±L  (3.2.7.-1)
1 h 2

Công thức trên rất giống với phương trình 3.2.5.-3, tuy nhiên, ln(tỷ lệ hoạt lực) sẽ bị trừ đi một đại lượng bằng í/2 nếu 
bò nông độ thấp nhất, và cộng thêm //2 nếu bỏ nồng độ cao nhất.
Tính các đáp ứng trung bình ỹ s vàỹ L; theo cách tương tự như thử nghiệm cân xứng hoàn toàn (phương trình 3.2.5.-1), 
nhưng công thức tính độ dốc (à) có một sô biến đồi tùy theo thiết kê thí nghiệm.
Trong thừ nghiệm hai liều đa chế phẩm, tính độ dổc bằng công thức:

Ls +...+ Lỵ 
ỉn(h~ T)~

(3.2.7.-2)

Chủ ý: Trong cóng thức trôn, từ số không bao gồm Lư vì chế phẩm U  chi còn một nồng độ. 
Đổi với thử nghiệm đon chế phẩm:

b = —  (3.2.7.-3)
ỉn

Trong thừ nghiệm ba liều đa ché phẩm, tính các tương phân tuyến tính (X.v, ..., Ly) theo công thức cho ờ Bảng 13.10.3, 
riêng Lv tính bằng công thức ờ Báng 13.10.2. Công thức tính (tộ dốc sè là:

h _ 2(LS +...+ Ly)+Lụ 
ỉn(4h 2)

Bôi với thử nghiệm đơn chê phâm, công thức trên trờ thành:

(3.2.7.-4)

b -
2 Ls + Lu

Sỉn (3.2.7.-5)

3.2.8 Cảcviiiụ
Mục này trình bày một sổ ví dụ minh họa cách sử dụng các công thức tính toán Hèn quan clcn mô hình đường thẳng 
song song.
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Các ví dụ giới thiệu ÍT đây chì nhảm mục (lích minh họa cho các phương pháp tinh toán thống kè và không phái là phương 
pháp hắt buộc phài áp dụng neu chuyên luận ricng cho phép đùn« phường pháp khác.
Đê cỏ thê sir dụng các vỉ dụ trong chuyên luận này như nguồn số liệu tham khao phục vụ cho việc kiếm tra các chương 
trình vi tính, thương mại hay tự biên soạn, dùng trong phán tích thông kê kết quà định lượng sinh học các kết CỊua tinh 
toán có thê chửa nhiêu sỏ thập phân hơn mức cân thick Có thê dùng phương pháp tính toán khác vời phương pháp giới 
thiệu trong chuyên luận này, nhưng kết quả cuối cùng phái giống như các kết quà trong các ví dụ trình bảy ờ đâv.
Ví dụ 3.2.8.1 Thử ỉìghiệỉH hai ỉiêu đa chêphâm với thiêi kê ngâĩt nhiêu hoàn tocuì 
Thừ nghiệm định lượng cortictìtrophùì bang phưnng pháp tiêm dưới da chuột cong trắng
Liêu dùng cùa ché phâm chuàn là 0,25 và 1,0 đơn vị cho mồi 100 lĩ thô trọng chuột thí nghiệm. lĩai ché phẩm thử đều có 
hoạt lực giả dinh là 1 đơn vị/mg và có lie'll dùng giống như chế phâm chuẩn. Các dáp ứng riêng và đáp ứng trung bình 
của môi nhỏm xìr lý cho ờ Báng 13.10.9.

Bang Lĩ. ỉ 0.9 - Đáp ứng metameter y - khối lượng acid ascorbic (rng) trên 100 ẹ tuyết) thượng thận

Chế phấm chuẩn Chế phấm thử Chế phẩm thừ
S V Z 1 ong số

S; Sị u; m 7; z 2
300 289 310 230 250 236
310 221 290 2Ỉ0 268 213
330 267 360 280 273 283
290 236 341 261 240 269
364 250 321 241 307 251
328 231 370 290 270 294
390 229 303 223 317
360 269 334 254 312 250
342 233 295 216 320 216
306 259 315 235 265 265

Trung bình 332,0 248,4 323,9 244,0 282,2 250,0
Phương sai (var,:) 1.026.7 483,8 725,0 718/7 854.6 784.7 Svar, = 4.593,4

ln (var,) 6,9341 6.1817 6,5862 6.5774 6,7507 6,6653 Iln(var,) -  39,6953

Bàng 13. Ĩ0.10- Các tổng đáp ứng và tưimg phán tuyến tính (xem công thức tính ở Bảng 13.10.2)

Chể phẫm chuẩn Chế phẩm thử Chế phẩm thử Tổng số
S V Z

Liều thấp 5; - 3.320 V, -- 3.239 7.1 -  2.822
Liều cao 2.484 u 2-- 2.440 Zỉ = 2.500
Tổng đáp ứng của chế phâm s  - 5.804 u - 5.679 z - 5.322 S y -  16.805
Tương phàn tuvến tinh k.s ; -836 - -799 t-s =. _37? S l -  1.957

K _ (L ỵ Y  _ = 4.706.800,42
N 60

ỵ ^ y 2 = 4.826.447

Tính các tổng các bình phương theo công thức trong các Bảng 13.10.5 và 13.10.6 dùng các sổ liệu tính được ờ Bảng 
13.10.10:

X  , i s'~u:+z: f, 5.8042 IChe phâm = -------z---------K2n

Hồi qui tuyển tính (¿.v + Ly ' ... +L7Ý
2nh

5.6192 + 53222_ _ 4.706.800,42 = 6.256,63 

_ 199~.2 2ĩ ) l  = 63.830,817 - E
ũ i  \

„ u.,......................  4  + 4 *■••• + 4  í-836)! + (-799): + (-322): „ „ „ „Khong song song - — — ■ ----- — -  E -  - -  —■■••••----------——-— -— 63.830,817 -8.218,233
2 n 20
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Giữa các xử lý ■-,  sl ± É J j : đ I Ì . - K  = 3-3202 4 2 -4 S 4 /...+ 2.SỌỌ2 _ g  =78 305/)8
10

'[oàn phần -  X r - K 4.826.447 -  4.706.800,42 = 119.646,58
Sai số dư — Toàn phẩn - Giữa các xử iý = 119.646,58 78.305,6841.340,90

Bcmg Ì3.ỈQ.ỈÍ- Phân tích phương sai

Nguồn biển thicn Bậc tự do
rồng các bình 

phuong
Bình phưo-ng 

trung bình
Tỳ số F Xác suất

Chế phẩm 2 6.256,6 3128,3

Hồi qui tuy en tính ì 63.830,8 63.830,8 83,4 <0,01

Kliông song song 2 8.218,2 4109,1 5,4 < 0,05

Giữa các xử lý 5 78.305,7
Sai số dư 54 41.340,9 765,572
Sai số toàn phần 59 ị 119.646,6

Phép thử tính có giá trị cùa thử nạhiệm
Kểt quà phân tích phươniỉ sai cho thây, tỷ số F  của bien sô hòi qui FCt,i •- 83,4 rất lớn so với F tới hạn ờ xác suất 
p -  0,01,/, -  I và /, -  54: F(p = 0 Oì;fi - ỉ - / 2 - 54.1= 7,13(li, do đó biến số hôi qui rất có ý nghĩa.
Biến số khônc song song cũng có ý nghĩa, //.;/. = 5,4 > F(p ^00ỹ f! _ 2,(2 -y\j~  3,17. Khào sát Bảng 13.10.10 cho thấy chế 
phâm Z có tương phan tuyên tính ỉ. 2  rât khác với Ls và L ị :. Do đó, có khả năng độ dôc của đường ỉn(liêu) - đáp ứng của 
ché phâm Z không phù hợp với các chế phẩm còn lại và là ngưyên nhân làm cho tính có giá trị của thử nghiệm không 
thỏa mãn. Kiem tra giả thuyết trên bàng phcp kiểm Dunnett (t’ được tính theo công thức 3.2.4 - 1 ờ mục 3.2.4) :
Đổi với chế phẩm U:

k z h  -8 3 6 -(-7 9 9 ) 0 2 |
2 Pm22^10x765,572

Đối với che phâm Z:

f. = ^ - Ị g  = - 83M :_ 3_22_)
2 yfnir 2^0x765,572

= -2,94

Dổi với chế phẩm Z, I — 2,94 > t \.rit — 2,27 đọc từ Bàng 13.10.8 với p  = 0,05, fj=  2 và / ĩ  — 54, do đó đưừng ln(liều) 
- đáp ứng của nó không song song với đường In(liều) - đáp ứng cùa ché phẩm chuẩn. Loại các số liệu liên quan đến chế 
phâm Z và lập lại phân tích chỉ với các sô liệu của chế phẩm U và ché phẩm chuẩn, với Zy = 11.483 và L,L --- -1.635 
(Bảng 13.10.10).

= — = 3.296.482,225 
40

£ y 2= 3.390.325

Báng Ỉ3.Ỉ0.Ỉ2 - Phân tích phưcmg sai khône có chế phẩm Z

Nguồn biển thiên Bâc tư do Tổng các Bình phương
Tv số F Xác suấtbình phưong trung bình

Chế phẩm ĩ 390,6 3 9 0 /
Hôi qui tuyến tính 1 66.830,6 66.830,6 90,5 <0,01
Không song song 1 34,2 34,2 0,05 > 0,05
Giừa các xử lý 3 67.255,5
Sai số dư 36 26.587,3 738,54
Sai số toàn phần 39 93 842,8 . . . .

■ Trong háng 13.10.7 không có t) = 54. Tuv nhiên /Ạ/., Ị,Mi.fl - \.p 4!» -  7,31 nên ờ dày F,.n[ -  0 ¿1 y; „ , >?, , phái < 7,31, còn Ffai = 83.4, do
rji-Tcr; rèn hiên sò hồi q u i  lẩt có V nghĩa. Nếu cỏ hảng tra cứu chi tiết hcm, có f . 54 thi Fc.;l - 7,13. Trị ¡,0 nay có t hè  tim được hãng phép ;
uy cùa bàng ị 3. Ịii.v hoăc cũnc có the tinh dưực băng 1 i-j| ! I 1  ĩTNV(p>f;1f\) cửa chircmti trình hang tinh ỉĩxccl
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Sau khi loại chê phâm Z, kêt quà phân tích phương sai cho thấy thừ nghiệm thoa mãn các yêu càu về cà hồi qui và cả 
tinh không song song.
Dịnh giá hoạt ìực vờ các giới hạn tin cậy

DƯỢC' ĐIÊN VIỆT NAM V

_ _ s  _ 5.804 _ 
20

_ _ u  _ 5.679 
y v ~ N v ~ 20

290,2

= 283,95

Tỷ lệ giữa các liều kế tiếp nhau bằng 1,0/0,25 = 4, do đó /  = lní4) = 1,3863, t = 2,03 với p  -  0,95 và/ =  36 (Bảng 
13.10.28).

Ls T Lạ ^  -1.635 
ình ~ 20/

-  -  58,970

h -58,970
Hoạt lực già định Aư cùa chế phẩm ư  là 1 đơn vị/mg, dơ đó:

M ị; -  MỊ; + In(Aị; ) -  0,1 060 + 0 = 0,1 060 

Hoạt ỉực cùa chể phẩm ơbàng antiln(A/ơ) antiln(0,1060) =1,11 đơn vị/mg.

c  -  J L -  « ^ 830’6 -  1 1,0477
E -  S 2P  66.830,6 -  738,5 X  2,032

E _ 66.830,6
h2dn ~ (-58,970)2 X 2 X 10 = 0,969091

(c -1 i f  MỊ/ + 2 h )= (1,0477 -  l)(l,0477 X 0,10602 + 2 X 0,969 09l)= 0,09223

Logarit các giới hạn tin cậy bàng:

ỉn(Aư )+ CM'a ± 7009223 = 0 + 0,1110± 0,3037 

Các giới hạn tin cậy là 0,82 và 1,51 đơn vị/mg.
Ví dụ 3.2.8.2 Thừ nghiệm 3 liêu đ<m chê phám, với thiêt kê thỉ nghiệm ngán nhiên theo khôi không lặp 
Thử nghiệm định lượng kháng sinh hằng phương pháp khuếch tán dừng hộp Petri
Các dung dịch thừ của chc phâm chuân sh s2 và S ị  có nông độ lân lượt là 2,4 và 8 IU/ml. Chê phâm thừ có hoạt lực giả 
dinh là 1.500 IbVml và cũng được pha thành 3 dung dịch thừ uh u: và uị có nông độ tương đương với nông độ các dung 
dịch cùa chẻ phẩm chuẩn. Mồi hộp Petri đều có 3 dung dịch của chế phẩm chuẩn và 3 dung dịch của chế phẩm thử, trong 
đó mỗi dung dịch thừ chỉ xuât hiện một làn duy ĩìhât trong môi hộp Pctri (không lặp). Trật tự săp xêp các dung dịch thử 
trong mỗi hộp được phân bo như trong Bâng 13.10.13.
Các đáp úng riêng và đáp ímg trung bình của mồi dung dịch thử cho ờ Bảng 13.10.14.

Bủng 13.10. ỉ 3 - Cách bổ trí các dung dịch thừ trong các hộp

Hộp số Số vị trí trong hộp
1 2 3 4 5 6

1 u 2 s 3 S i « / S ỉ

2 S ì « / s 2 * 0 S i u 2

3 Uị u ? S ị S j s : M /

4 S ì s 2 Uj Ui M 2 s.ỉ

5 * 9 S i u 2 s 2 S3 Uj

6 s 2 S ỉ «1 u 2 1 0 S |
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Các đáp ứnẹ riêng và trị trung bình đáp ứng cùa mỗi nồng độ được cho ờ Bàng 13. to .ỉ 4.
Hcmg ỉ 3. ỉ tì. ỉ 4 - Đáp ứng y -  đường kính vòng vô khuẩn {mm X 1 0 )

D ư ợ c  ĐIỀN VIỆT NAM V ____ _ ......................... . PHỤ I .ụ c  13

*■ Hộp số Chế phẩm chuẩn & Chế phẩm thử V
Tổng khui

S l s2 S ị «/ u2 U ị

1 176 205 235 174 202 232 R, =-- 1224
? 178 208 238 175 206 234 7?;= 1239
3 178 207 237 177 203 236 Ri= 1238
4 175 205 235 173 201 232 R4= 1221
5 176 206 235 174 204 231 = 1226
6 174 204 236 170 202 229 /?đ= 1215

Tổng cột 1057 1235 1416 1043 1218 1394 7363
Trung binh 176,2 205,8 236,0 173,8 203,0 232,3
Phương sai 2,6 2,2 1,6 5,4 3,2 5,9

Kiểm tra sô liệu thu được bầng các phép thừ tương tự như ở ví dụ 3.2.8.1 cho thấy thử nghiệm đáp úng các điều kiện ỏ' 
mục 3.1.1.

Ả > - ^ 2 -  = = 1.505.938,03
N 36

^ y 2 -1.527.127

Bảng ỉ 3.1 tì. ỉ 5- Các tổng đáp ứng và tương phản tuyến tính (xem công thức tính ở Bàng 13.10.3)

Chế phẩm chuẩn s  Chế phẩm thử H  Tổng số
Liều thấp 57- 1.057 ơ /=  1.043

! Liều trung gian 57 = 1.235 ợ ,=  1 .2 18

Liều cao s Ị = 1.416 ự,= ỉ. 394
Tông đáp ứng cùa chế phàm s -  3.708 ơ - 3.655 11 C

h
! Tương phàn tuyến tính Ls -  359 Ly- 351 o[TII

Tương phàn bậc hai Gs-3 Qt = 1 IIOỉ

Các tông các bình phương được tính bằng các công thức trong Bàng 13.10.5 và 13.10.6 với các số liệu ờ Bảng

s2 + ưChế phẩm -  —  —-------- K= 78,026
1 o

„ X .  . . , _ (Ls 4 L,JỸ
Hồi qui tuyến tính = - - ■ = 21.004,167 = E24

Không song song -  ~-v — -  E -  2,666

_  Qì + Ql 3* +1'Độ cong -  = 0,278
6 n 36

..... , ....,, __ S :  + S ;  + S ĩ  + Ur -I-U ;  + V ;  „Giữa các xử lý = -i 1-— *——l— J.— - K - 2 \  .085,137
6

Giữa các khối = Í t  Ẽ . t t i ý A ỉ l l ± Ế L - I C  = 75,8056
Toàn phần Sv- -  K =■ 21.188,97

Sai số dư --- Toàn phẩn - Giữa các xừ lý - - Giữa các khối -- 28,03
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lìảng Ỉ3.Ỉ0.Ị6 - Phân tích phương sai

Nguồn biến thiên Bậc tụ do Tổng các 
bình phưoìig

Bình phương 
trung bình

1
Tỷ số F Xác suất

Chế phẩm 1 78,03 78,03
Hồi qui tuyên tính 1 21.004,17 21.004.17 18.737 <0,01
Không song song 1 2.67 2,67 2,4 > 0,05
Độ cong 7 0,28 0,16 0,1 > 0,05
Giữa các xử lý 5 21.085,14

Giữa các khối (hộp Petri) 5 75,80 15,16 13,5 ; <0,01

Sai so dư 25 28,03 1,121

Sai số toàn phần 35 21.188,97

Kct quả phân tích phươnií sai cho thấy sự khác nhau có ý nghĩa cao (P < 0,01) cùa kích thước đường kính vòng vô khuân 
giữa các hộp Pctri. Nếu thí nghiệm thiết kế theo kiổu ngẫu nhiên hoàn toàn, biên thiên giữa các khôi sc không được tách 
ra khỏi sai số toàn phân, do đó bình phương trung bình của sai sô dư .V* sẽ lớn hom, dân đên khoảng tin cậy sẽ rộng hơn. 
Đây là ưu điểm của thiêt kế thí nghiệm ngầu nhiên theo khối so với thiẽt ké thí nghiệm kiêu ngâu nhiên hoàn toàn. 
Phép thứ tính cỏ giá trị của thừ nghiệm
Hồi qui tuyến tinh rất có ý nghĩa (P < 0,01), các đại lượng không song song và độ cong không cỏ ý nghĩa (P > 0,05), do 
đó thử nghiệm thỏa mãn cách tính hiệu lực.
Dinh giá hoạt lực vờ các giới hạn tin cậy

_ _ Ư - S  3655-3708 -5 3ỵ  -  y  -  --------= ----------------- = ------
' v s 3/7 18 18

Tỷ lệ giữa các nồng độ ke tiếp băng 2,0, do đó:

/=  ln(2) = 0,69315

L¿ + Lư = 359+351 = J710
lỉnh 2 X  /  X  6 X  2 24/ -  42.6797

M ’ = ———  = -0,0690 
b

M -  N'T E ln(AƯ) -  -0,0690 + ỉn( 1.500) = 7,2442

Hoạt lực của chế phẩm UVàR~  antiln(AT) = 1.400 IƯ/ml- 
VỚ1 p  = 0,95 và / -  25, t = 2,06 (Bảng 13.10.28), la có:

^ _____ 21.004,17
E -  s ¥  "  21.004,17 -• 1,121 X  2,062

-  1,0002

Ĩ Ỉ - -
E

b2dn
21.004,17 

(42.6797)- > ' 3x6
= 0,640605

(c  -1 ịcM '2 + 2 //)=  (1,0002 -  lịlQOOl X  (- 0,069í))2 + 2 X  0,640605)= 0,00026 
Các ln(giới hạn tin cậy) băng:

ln(/1ư)+ CM’± V0,00026 = ln(l .500)+1,0002X (-0,0690)± /o ,00026 = 7,2442 ±0,0160

Các giới hạn tin cậv bàng 1.378 và 1.423 ỈU/ml.
Neu phân tích bàng máy tính, các kết quà sê là:

c  = 1,000227

(c - \ịc M '2 + 2 / / )=  0,00029128

Khoảng tin cậy: 1.376,3 -  1.424,1 IU/ml.
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Ví clu 3.2.8.3 Thử nghiệm 3 liều đơn chế phẩm thiêt kế hình vuông Lai in không lặp 
Thử nghiệm định lượng khảng sinh bằng phương pháp khuềch rán, dùng khay vuông 
Chế phẩm chuẩn có hoạt lực biết trước 4.855 Ili/mg. Chê phàm thử có hoạt lực già định là 5.600 lU/mg. Pha các dung 
dịch gốc hằng cách hòa lan 25,2 mg chế phẩm chuẩn và 21,4 mg chc phâm thử trong lượng vừa đủ dung môi pha loăng 
đổ được 25 ml. Sau đó, pha loãng các dung dịch gôc đên nông độ pha loãng 1/20 và ticp tục pha loãng xa hon với tỷ lệ 
pha loãng 1:1,5 đê dược CÍÌC dung dịch thử cuối cùng của chuân và mâu.
Các dung dịch thử của ché phẩm chuẩn vả chế phẩm thừ được thiét kế trcn khay theo bô trí thí nghiệm hình vuông 
Latin như trong Báng 13.10.17. Các đường kính vòng vô khuân cua thừ nghiệm được trình bày trong Bàng 13.10.18. 
Trung bình đường kinh vòng vô khuẩn, phương sai (vw,) và \n(varị) của mỗi nhỏm dung dịch thừ trinh bày trong Bàng 
13.10.19.

Báng Ị3. ỉ 0.17 - Cách bố trí các dung dịch thừ trẽn khay

mrợc OIẺN VIỆT NAM V

1 2 3 4 5 6

S ị W/ 1(7 S j S> «3

l ‘ l _ } * 3 r í _ s 1 Kỵ : ‘rí
tl-> ■ r í s2 •rí tợ «/
-rí Sỵ 1*3 Ỉ Ỉ Ị j S ị

J.............
Uy

s 7 Uy S ĩ » 3 ; V ị S t

írí rí ■ *0 Uy ! *rí s2
Phép thử tính đồng nhắt cùa các phương sai 
Đôi với một nhóm gôm k phương sai, trong đó mỗi phương sai có f  = ( n - 1) bậc tự do, công thức tính sẽ như sau:

X

Với k=  6, bậc tự do / =  5, công thức trên sẽ rút gọn thành:

X 2 -

j .1? ¿( ị tí Ị : ù Ị Cỉy
Sỵ . Uy . S ị  ỈIị  V ị S;

u Ị  .5/ 11] Uy  . S ỉ  S i

đó mỗi phương sai có f  = ( n - 1) bị

3>kf2 k lnị —  ‘ j  -  y  ln vap

” 3 Ả/ + Ẫ' + 1 
ríit gọn thành:

450 n I f  I t
■ X  61n — —  y Invar

97 L  V  6 J  ^
450 ( 209 20 . _ 3
—  X 6 1 n ™  20,494 -  3,78
97 l  6

Giá trị tính được nhỏ hơn giá trị tới hạn 11,07 dọc từ Bảng 13.10.29 với p  -  0,95 và f = ( k -  1) =■ 5. Do đỏ, sự khác biệt 
giữa các phương sai cùa mồi nhóm dung dịch thử không cỏ ý nghĩa thống kê.

Bâng ỉ 3.10.18- Đáp ứng y - đường kính vòng vô khuẩn (mm X  10)

1 2 3 4 5 6 Tồng hàng
1 161 160 1 178 : 187 171 194 Rỡ- 1.051
1 151 : 192 ■ 150 172 170 192 R y- 1.027
3 162 ị 195 174 161 193 151 /? ,- 1.036
4 194 « 184 199 Ị 160 ị 163 ; 171 1.071
$ 176 181 201 Ị 202 1 154 151 1.065
6 193 ; 166 : 161 Ị 186 ; 198 182 R(,- 1.086

Tổng cột G; = C ỵ  = c y - Q r y - Q  =
1.037 1.078 1.063 1.068 1.049 1.041
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Bâng L U  0.19- Bung binh dường kính vòng vô khuẩn và phương sai của mồi nhỏm dung dịch thư

STT Chể phẩm chuẩn s Chế phẩm thử V
(hộp petri) Tông sô

s. Si ■Vj lí Ị Uỉ
1 161 171 187 160 178 194
0 150 172 192 151 170 192
3 161 174 195 151 162 193
4 163 184 194 160 171 199
5 151 176 201 154 181 202
6 166 182 198 161 186 193

Tỏng cột 952 1059 1167 937 1048 1173
Tmng bình 158,67 176,50 194,50 156,17 174,67 195,50
Phương sai ịvar,) 43,47 n8,70 23,50 22.17 75,07 16,30 Zvar> -  209,20
ln (var,) 3,772 3,357 3,157 3,099 -U 00 2,791 Xln(var,) = 20,494

Bàng ỉ.110.20 ■Các tổng đáp ứng và tương phàn tuyển tính (xem công thức tính ở Bàng 13.10.3)

Chế phẩm chuẩn s Chế phẩm thử u  Tổng số
Liều thấp s,== 952 Vi -937
Liều trung gian $2 ~ 1.059 ư3 = 1.048 i

Liều cao s,= 1.167 V ỹ 1.173
Tồng đáp ứng cùa chế phầm s  = 3.178 u  = 3.158 6.336
Tương phản tuyến tính ls-‘= 215 Lu = 236 L i  = 451
Tương phản bậc hai Q.- 1 Ql == 14 4 2 = 1 5

K - -  
¿V

X /  =1.124.692

6.3362
36

= 1.115.136

Các tổng các bình phương được tínli bàng các cóng thức trong Bàng 13.10.5 và 13.10.6 với các số liệu ở Bàng 13.10.18 
và Bảng 13.10.20.

. 7 s2+ư ,, 3.1782 + 3.1582 , , , , , ,
Chế phẩm = ——:------  -  K = --------- ------------- 1.115.136 —' 11.11 i 1

3n 18
12

Hồi qui tuyến tính -  ■' * = ——— -  8.475,0416 -  E2nh 24

....................„ 4  + 4  r  215’ + 236=Không song song = —2——— -  E = ---------------
2 n 12

8.475,0416 -18,3750
02 02 ị 2 ị 42

Đô cong (không tuyến tinh) = -- = ———  = 5,4722
ón 36

SỈ 4- S22 +S; + ơ |2 + ơ 22 + ¿7? _ 9522 + l.Q592 f -  + 1-1732
Giữa các xừ lý = _!----- i-----i----- I----- i ------------------------------------ 1.115.136 = 8.510

n 6
RỈ+XÌ + IIỈ + RỈ + RỈ + RỈ 1.051=+ 1.027= '.086* Ị 115136 = 412

k 6
} + C,2 +CỈ +CÌ +CÌ + C 2 .. 1.03 72 + 1.0782 +... + 1.0412

Giữa các hảng

„ _ cỉ+cĩ+cỉ +CĨ +CỈ+CỈ  „ 1.0372 + 1.0782 + ... + 1.0412 , 1 Giữa các cột = - - ----— — ì—— ------5— -8- -  K  ---------------- -—— — —  -1.1 15.136 = 218,6667
k 6

Toàn phần = x > ’2 =1.124.692-1.115.136 = 9.556

Sai sổ dư = Toàn phần -  Giữa các xừ lý -  Giữa các hàng -  Giữa các cột -  415,3333
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Bảng Ỉ3.Ỉ0.2Ỉ - Phàn tích phương sai

DƯỢC ĐIỆN VIỆT NAM V

Nguồn bicn thiên Bậc tự do
l  ổng các bình 

phương
Bình phương 
trung bình Tỷ sổ F Xác suất

: Chế phẩm ; 11 11,1111 11,1111 ;
Hồi qui tuyến tính 1 8.475,0416 ; 8.475,0416 408,1 ị <0,01
Kliông song song ị 1 ị 18,3750 Ị 18,3750 0,885 > 0,05
Dộ cong 2 5,4722 Ị 2,7361 0,132 > 0,05

! Giữa các xử lý 5 8510 ị
' Giữa các hàng : 5 412 1 82,40 3.968 < 0.05

Giữa các cột 5 218,6667 43,73 2,106 > 0,05
Sai số dư 20 415,3333 . 20,7667 1
Sai số toàn phần 35 9.556 ; !

Phân tích phương sai cho thấy sự khác nhau có ý nghĩa (P < 0,05) giữa các hàng chứng tò thiết ke thí nghiệm hình vuông 
Latín cho độ chính xác cao hơn thiết kể thí nghiệm ngẫu nhiên hoàn toàn.
Phép thử tính có giá trị cùa thử nghiệm
Hồi qui tuyển tính rất cỏ ý nghĩa (P < 0,01), tính không luyến tính và tính không song song cùa các đường ln(liều) - đáp 
ứng không có ý nghĩa ịp  > 0,05), do đó thử nghiệm thỏa mãn các phép thử tính có giá trị.
Định giá hoạt lực vờ các giới hạn tin cậy
Tỷ íệ giữa các nồng độ kế tiếp nhau bằng 1,5. do đó /  = ln(l,5) = 0,405465. Với p  -  0,95 và f -  20, t -  2,09 (Bàng 
13.10.28).

y? =

ỷư =

s  3.178
18

u 3.158 _
ÀV ' 18

451
lỉnh  24/

1 7 5 ^ 1 7 * 5 5 6  
h 46,346

M = M ’ + ìn(ACJ) -  -0,023974 + ln(5.600) -  8,606548 

Hoạt iực cùa chế phẩm ụ  \ ảR~  antiln(A/) = 5.467,3 lu/mg.
E 8.475,0416

o
K -  s ¥  "  8.475,0416 -  20,7667 X 2,092

-  1,0108

-  - 4 ^ Ị Ề ^ Ế r r . o a mh2dn "" 46,3462 X  3 X  6 
Các ln(giới hạn tin cậy) được tính theo công thức:

ln(4;)+ CA/' ± -J(c -  ìịcM'1 +2 h ) =:

-  ln(5.600) + Ị 0 108 X  ( -  0,023974)+ y 0,0108x[ỉ,0108 X  ( -  0.023974): +  2 X  0,2192]
-  8,60629 ± 0,06878

Các giới hạn tin cậỵ bằng 5.102,6 và 5.855,1 IƯ/mg ờ p = 0,05
Vi các dung dịch gốc cùa chế phâm chuẩn và chế phẩm thừ có hoạt lực không hoàn toàn hằng nhau dựa trên hoạt lực già 
định, cân hiệu chinh hoạt lực tính được và các giới hạn tin cậy bẵng cách nhân với một hệ số hiệu chình:

4.855 X  25,2 / 25 
5.600 X  21,4 /25

-  1.02091
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Sau khi hiệu chinh, hoạt lực tính được sè bằng 5.582 lU/mg với giới hạn tin cậy từ 5.209 IU/mg đến 5.977 ĨU/mg ơ xác 
suất 95 %.

Ví dụ 3.2.8.4 Thiết kế chéo dôi
Thử nghiệm định lượng insuỉin húng phương pháp tiêm dưới da tho
Các dung dịch cùa chế phẩm chuẩn có nồng độ 1 và 2 lU/ml. Hoạt lực ghì định của chế phẩm thừ là 40 lU/ml và dược 
pha loãng thành các dung dịch có nông độ tương đương với các dung dịch cùa chè phâin chuân. Tiêm dưới da các thò thí 
nghiệm với liêu 0,5 ml môi dung dịch thử theo thict kê ờ Bảng 13.10.22. Các két quả thí nghiệm trinh bày trong Bàng 
13. ỉ0.23. Phương sai lớn cho thây biên thiên lớn giữa các tho thi nghiệm và cân tlìiêt phải dùng thièt kế thí nghiệm chéo.

Bảng ỉ 3. ỉ 0.22 - Cách săp xép các xứ lý

PHỤ LỰC 13 DƯỢC ĐIÊN VIỆT NAM V

Ngày thí nghiệm
1

-----. ........
Nhóm thỏ

2 3 4
Ngàv [ ■V/ S ị « 7 u2
Ngày lĩ ih ’<! .V? SL

Phép thử tính đong nhất của các phương sai hằng phép kiêm Hartlev 
Tinh tỷ số F  theo công thức:

P' _  ̂ã !max. _  ̂ ~ ^ ^-5 3
var»,ii,. 230>6

Trong dó varf/hn là phương sai lớn nhất và varmi„ là phương sai nhỏ nhất trong k phương sai cần kiểm tra. F  tính được 
(F-ni -  5,3) nho hơn F  tới hạn (Pom = 12,7) đọc từ Bàng 13.10.30 với p  = ọ,95, k -  8 và bậc tự do/-= 7. Do đó, sự khác 
nhau giừa các phương sai cùa mỗi nhỏm dung dịch thử không có V nghĩa thông kê. Nêu dùng phép kicm Bartlctt với cùng 
sô liệu, giá trị tính được sẽ là 6.4 so với giá trị tới hạn băng 14,1.
Trong các thư nghiệm dùng thiết kế chéo, các tổng đáp ứng và tương phàn tuyên tính được tính riêng rẽ cho môi giai 
đoạn thí nghiệm. Kết quả thu được trình bày trong Bảng 13.10.24.

Bàng ỉ 3.10.23 - Đáp ứng y: glucose huyết (mg/100 ml) ở 1 và 2 ‘/2 h

Nhóm 1 Nhỏm 2 Nhóm 3 Nhóm 4

Tổng Tổng Tổng Tồng
N u2 số s2 «/ số Uị Sỉ XSÔ

Uì Si so

112 104 216 65 72 137 105 91 196 118 144 262

126 112 238 116 160 276 83 67 150 119 149 268

62 58 120 73 72 145 125 67 192 42 51 93

86 63 149 47 93 140 56 45 101 64 107 171

52 53 105 88 113 201 92 84 176 93 117 210

110 113 223 63 71 134 101 56 157 73 128 201

116 91 207 50 65 115 66 55 121 39 87 126

101 68 169 55 100 155 91 68 159 31 71 102

Tổng cột 765 662 557 746 719 533 579 854 5415

Trung bình 95,6 82,8 69,6 93,3 89.9 66,6 72,4 106.8

Phương sai 709,7 627.9 525,1 1.012,5 479,6 230,6 1.214,3 1.215,1
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Bàng 13.J0.24 - Các tổng dáp ứng VÌ1 lương phán tuyên tính

Chế phẩm chuẩn S Chế phẩm thử U Tổng sổ

Ngày ĩ
Nồng dọ thâp 5'// -  765 Un =719
Nồng độ cao S2Ị = 557 v :¡-  579
Tông sô Sị -  1.322 u¡ = 1.298 D¡ = 2.620

Ngày 11
Nồng độ thẳp Sur--854 Un,- 246
Nong độ cao ^  = 533 í Ự// = 662
Tồng số Su -  1.387 ơ„ = 1.408 D„ = 2.795

Tỏng chê phàm s  -  2.709 u--- 2.706 X V = 5.415

Tương phân tuyến tính
Ngày 1 Ls,---- 208 1/7= -140 ¿/=-348
Ngày 11 Lsu-~- 321 Lun = '84 ¿// = -405
Tổng so ^  = -529 ¿,/ = -224 E l  = -753

Phân tích phương sai trong các thử nghiệm thiết kế chéo phức tạp hơn các kiểu thiết kế ihí nghiệm khác vì biến thiên do 
cấu phân tông các binh phương, gây bởi tính song song không độc lập với biến thiên do câu phần gây bới sự khác nhau 
của thò. Tính song song của các đường hồi qui sẽ được kiếm tra bàng đại lượng bình phương trung bình của sai sổ dư 
thứ hai, được tính bằng cách lấv tổng các bình phương cùa cấu phần do sự khác nhau về thỏ (khối) trừ đi cấu phần không 
song song và hai cẩu phần tương tác.
Ba cấu phán tương tác được đưa thèm vào phân tích phương sai là do sự ỉặp lại tronc mỗi nhóm thô thí nghiệm, gồm: 
Giữa các ngày xche phâm: Giữa các ngày X hôi qui; Giữa các ngày X tính sons song.
Ba đại lượng này biểu thị khuynh hướng của 3 cấu phần (chế phẩm, hồi qui và song song) thay đồi từ nsày thí nghiệm 
này sang ngày thí nghiẹm khác. Tính có giá trị của thử nghiệm phụ thuộc vào các tý số F tương ứng của ba dại lượng 
nói trên. Nêu F tinh được rất có V nghĩa. FCƠI > FCệ.ị,' ờ p  -  0,01, càn phải rất thận trọng khi suy diễn các kết quà của thử 
nghiệm, và nếu có thế, phái lặp lại thừ nghiệm.

5.4152 = 458.159,77

X r  = 511.583

Tính giá trị cúa tổng các hình phương cùa chế phẩm, hồi qui và không 
sô liệu trong Băng 13.10.24.
Chú ý trong thứ nghiệm này n = 16, là tồng sổ đáp ứng của mồi xử lý

2.7092 \ 2.7062
--4 5 8 .1 5 9 ,7 7  = 0.14

r ; ; s '  + u ?
Ghê phàm = ——-----  -  Ả ---

Jn 32

song song theo công thức trong Bảng 13.10.5 với 

qua hai ngày thí nghiệm.

Hồi qui tuyến tính = ~ ~  “ ~ ~ ~  = 8.859,52 = E1 - 2nh 64
_ (- 50ỌV I ( 924.VKhông song song = - 1. E = y...' — -3—r .. ; -8,859 52 = 1.453,51

2 n 32

Giữa các khối (thỏ) - K  = 216" -) 2382 +... 102:
2

-  458.159,77 = 39.794,73

Trong đó /)’, là các tông ttáp img cùa mỗi thò tlú nghiệm trong Báng 13.10.23.
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, , Đ; + I)l „  2.620'4 2.7952Giữa các ngày = —- —-  -  A -■---------- -------—
In  32

Trong đỏ Dị và Dỵ là tông đáp i'mg cùa mỗi ngày thỉ nghiệm.

-  458.159,77 = 478,51

... . . ( S , - S „ - U , + Ơ . , Ỵ  [1.322- 1.387- 1.298 + 1.408?Giữa các ngày X Chê phâm = — — — ' — L-----— --------- - ■ ————4- — 31 64
N  _ 64

Trong đó lV/. Sịị, ưị và U/J là tong đáp ứng cùa từng chế phẩm trong mỗi ngày.

Giữa các noày X hồi qui

f là tỏng đáp ứng của từng chẽ phàm trong môi ngày.

_ (¿a, - 4 v + A [ ( - 32 l ) - ( - 208) + (-X 4 )-(-140)? 
N  “  64
(Ls„ - L „ ~4,7 + ỉ VỈỴ [(- 321)-(-208)-(-84) + (-140)?Giữa các ngày X Không song song -  ----_y.—--Ti' -TIT- ^ TL_:.r - — ——-— - ——21- = 446,27

„V 64
Trong đó Ty/, ¿Ì7/, Tt.7 và Lun là tirorng phản tuyến tính cùa mỗi ngày thí nghiệm.
Toàn phần = X y* -  K ■■ 511,583 -  458.159,77 =- 53.423,23
Sai số dư giữa các thỏ r Giữa các khối -  Không song song -  (Giữa các ngàv X che phẩm) -  (Giữa các ngày X hồi qui) “  

39.794,731.453,51 31,64 -  50,76 -  38.258,81
Sai số dư trong mồi thó •••• Toàn phan - Giữa các khối - Giữa các ngày - Chc phẩm - Hồi qui - (Giữa các ngày X không 
song song) -  53.423.23 39.794,73 - 478,51 - 0.14 - 8.859,52 - 446,27 = 3.844,06 
Phép thử tính có giá trị cùa thử nghiệm
Phân tích phưong sai cho thấy thử nghiệm thòa mãn phép thử tính cỏ giá trị:
1) Hồi qui tuyển tính rất có ý nghĩa: tỷ số F  cùa đại lượng hồi qui được tinh dựa trên bình phương trung binh cùa sai số 
dư trong mỗi thỏ, Fatì -  64,5 > FtV„ = 7.63 với p -  0,01,// = 1 và /-  “ 28.
2) Tính không song song của đường hôi qui: phép thừ tính không song song trong Ihict kê chéo dựa trên bình phtrơng 
trung bình của sai số dư giữa các thở, Fcaì = l ,06 < F(/._ 0 05./,' = !,/: - 2x) = 4,19, chứng tò các đường ln(liêu) -  đáp ứng của 
chuẩn và mẫu song song với nhau.
3) Ba cấu phàn tương tác đều không có ý nghĩa, các tỷ số F tính được lân lượt là 0,02, 0,04 và 3,25 và đêu nhỏ hơn 
Fa-i, = 4,19.

Bảng ỉ ỉ. ỉ 0.25 - Phân tích phương sai
---- -

Bậc Tổng các bình Bình phương
Nguồn biến thiên tự do í phuong trung bình Tỷ số F I Xác suất

1 Không song song 1 1.453,5 1.453,5 1,06 r  > 0,05
Giữa các ngày X chế phẩm 1 31,6 31,6 0,02 > 0,05

1 Giữa các ngày X  hồi qui ! 1 ; 50,8 50,8 0,04 > 0,05
Sai so dư giữa các thỏ 28 38.258,8 1.366.4 1

Giữa các khối (thò) 31 39.794,7 1.283,7 !
1 Chế phẩm ! 1 ị 0,1 ; 0,1 0,00 > 0,05I 1
, I lồi qui 1 1 8.859,5 8.859,5 64,5 Ị <0,01

Giữa các ngày 1 478,5 478,5 ị 3,48 > 0,05
1 Giữa các ngày X  không song song ; 1 , 446,3 446,3 3,25 > 0,05 ;

Sai số dư trong mỗi thỏ 28 ; 3.844,1 137,3
Toàn phân 63 53.423,2 847,9878472

Định giá hoạt lực và các giới hạn tin cậy
Tỷ lệ pha loãng bàng 2, đo đ ó /  = ỉn(2) -  0,69315. Với p  -  0,95 v à / -  28, t -  2,05 (Bảng 13.10.28).

. U - S  2.706-2.709 -3ỳ  -  ỹ  = —— -  — —— ^ —
5 2n 32 32

h = = l l ỉ l  = 33,948
2nỉ 32/

M ' -  —- • - -v- ----- V ■ ■ \  —-  -  0,002 76
h 32x(-33,948)
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M =: \ f '  + \n(Ar ) -  0,00276 ln(40) -  3,6916

Hoạt lực R -  antiln(AZ) -  antiln(0,00276) = 40,1 lU/inl.

/7 - — —  = ----------- ------- --  -  0 24023
h - c i n  ( -3 3 V 4 8 ) -  X  2 X  16 5

2h )= 0,0697 (l ,0697 X  0,002762 + 2 X  0 ,24023 )=  0 ,033488(C -\ịcM ll +
Logarit các giới hạn tin cậy bằng:

ln(4 )+ CA/' ± /0,033488 = 3,6918 ± 0,1830

Khoảng tin cậy cùa hoạt tực từ 33,4 đen 48,2 Iư/ml.

4. Phối họp các kết quả thử nghiệm

4.1 Mở dầu
Đổ đáp ứng các yêu cầu cùa Dược điển, ví dụ yêu càu về độ chính xác. có thể phải lặp lại hai hay nhiều thử nghiệm độc 
iập và phối họp các kct qua thừ nghiệm đổ được kểt quà cuối cùng chính xác và dáng tin cậy hơn.
Hai thử nghiệm được coi là dộc lập với nhau nếu quá trình thực hiện của mỗi thừ nghiệm không gây bất cứ ảnh hưởng 
nào đên két quả của thử nghiệm khác. Điều đỏ có nghĩa là các sai số ngẫu nhiên của các yếu tố chủ yếu ảnh hưcmg đến 
kết quả thừ nghiệm (ví dụ: sự pha loãng chế phầm chuẩn và chế phẩm thử, độ nhạy của chi thị sinh học) cùa một thử 
nghiệm phái độc lập VỚI các sai số ngẫu nhiên tương ứng của thử nghiệm kia. Các thử nghiệm thực hiện vào những ngày 
kế tiếp nhau dùng cùng dung dịch góc cùa che phẩm chuẩn không phải là những thừ nghiệm độc lập.
Có nhiêu phương pháp phối hợp kết quả cùa các thử nghiệm độc lập, tuy nliiên, dưới đây chỉ trình bày ba phương pháp 
gần đúng do tinh đơn gian và dễ áp dụng của chúng.
Trước khi phổi họp, các hoạt lực phải được hiệu chỉnh với hoạt lực giả định của mỗi chế phẩm thừ (xem Ví dụ 3.2.8.3) 
và phải được biểu diễn dưới dạng ỉogarit.

4.2 Phôi hợp cân chỉnh (weighted combination) các kết quả thử nghiệm
Phương pháp này có the áp dụng nếu thỏa màn các điêu kiện sau:
1) Các thừ nghiệm phải độc iập với nhau;
2) Đại lượng c  của mồi thừ nghiệm phải nhò hơn 1,1 (xem công thức 3.2.5-6 dể biết công thức tính và ỷ nghĩa của C);
3) Bậc tự do của sai sổ dư của mồi thử nghiệm không dược nhò hơn 6, tốt nhẩt là lớn hơn 15;
4) Sự khác nhau giữa các định giá hoạt lực riêng phải không có ý nghĩa thống kê (xem mục 4.2.2).
Nêu các đicii kiện trên không thỏa mãn, phương pháp này không dược áp dụng. Khi đó dùng phương pháp giới thiệu ở 
mục 4.3 đê tính hoạt lực trung bình và lây kẻt quả tính được làm hoạt lực giả định cho lân thử nghiệm kê tiếp.
4.2.1 Tính các hệ so cân chinh w
Giả sử các kêt quả do cùa môi n ' thử nghiệm đã được phân tích đè dược n ’ giá trị logarit hoạt lực M  và các giới hạn tin 
cậy tương ứng. Đối với mỗi thử nghiệm, tính theo logarit khoảng tin cậy L bang cách lẩy giới hạn tin cậy trên trừ đi giới 
hạn tin cậy dưới. Tính hệ sô cân chỉnh IT cho mồi giá trị cùa M  theo phương trình 4.2.1.-1, với t có cùng giá trị như khi 
tính các giới hạn tin cậy.

4.2.2 Tính đòng nhất cùa các hoạt lực
Đc kiêm tra tính đông nhát cùa một dãy các logarit hoạt lực, thành lập biêu thức có phân phôi xấp xỉ phân phối ỵ 2

(4.2.ỉ .-1)

nhu sau:

(4.2.2.-1)

với:
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Nẻu % tính được nhỏ hơn giá trị tương ứng với bậc tự do/ -  (n'~ 1) tra từ Bang 1 3.10.29, sự khác nhau giữa các hoạt 
lực khdng có ý nghĩa thông kê và, do đó, có thc ticp tục tinh hoạt lực trung bình vả các giới hạn tin cậy theo các công 
thức ờ mục 4.2.3.
Nếu ỵ /  tỉnh dược lớn hơn giá trị tới hạn tương ứng dọc từ Bang 1.3.10.29, các hoạt lực tính được không dòng nhất và 
không the sử dụng các công thức ơ mục 4.2.3. thav vào đó, có thê dùng các công thức ư mục 4.2.4.

4.2.3 Tinh hoạt lực trung hình có cún chình (xveighted mean) vó các giới hạn tin cậy 
Logarit hoạt lực trung bỉnh có cân chinh được tính theo cóng thức:

y  WM
M (4.2.3.-1)

ỵ > r
Độ lệch chuẩn của ỉogarit hoạt lực trung bình là căn bậc hai cùa nghịch đào của tổng các hộ số cán chinh ỈV:

_ n ~
" " Ị ỵ u '  (4.23-2)

và các logarit giới hạn tin cậy của hoạt lực trung binh được tính theo phương trình sau:

Ã7±/.s\, (4.2.3.-3)

Trong đó t là giá trị tới hạn đục dược từ Báng 13.10.29 với bậc tự do bàng tông sỏ bậc tự do của các sai số dư cua moi 
thử nghiệm riêng.

4.2.4 Hoạt lực trung hình có cân chỉnh và các giới hạn tin cậy dựa trên hiến thiên trong môi thử nghiệm vù giữa các 
thử nghiệm
K.hi phối hợp các két quả của một sổ thử nghiệm lặp lại. giá trị TT có thổ có V nghĩa. Biến thiên của các hoạt lực có thổ 
phân tích thành hai cấu phần, gồm:
1) Biển thiên trong mồi thừ nghiệm s\f - 1' w

, 2 _
2) Biên thiên giữa các thử nghiêm sh  -

với M là trung binh chưa cân chỉnh (trung binh số học) của các M. Biền thiên đầu thay dôi từ thừ nghiệm này đến thử 
nghiệm khác, trong khi biến thicn sau là chung cho tàt cả các Ầí.
Đối với mỗi M  tính hệ số càn chinh theo công thức:

S M ~  s l l

Dùng W' thay thế cho w  trong các công thức ờ mục 4.2.3, với t = 2.

4.3 Phoi họp pltỉ cân chỉnh (umveighteứ comhination) các kết quả thử nghiệm
Cách phổi hợp các kết qua thừ nghiệm đơn giàn nhút là tính trung bình sô học cùa //’ logarit hoạt lực M  và sau đó tính 
độ lệch chuẩn cùa nó theo công thức:

í;'(íí' -1) (4.3.-1)
Các logarit giới hạn Ún cậy băng:

M t t S ị ị  (4.3.-2)

Trong đó / có (n 1) bậc tự do. Vì sổ các thư nghiệm cần phối họp thường, nhò nên giá trị cũa t khá lớn.

4 .4  V ỉ  dụ
Bang 13.10.26 liệt kê các hoạt lực cùng các giới hạn tin cậv của 6 thư nghiệm độc lập cùa cùng một chê phâm và bậc tự 
do của sai sỏ dư tương ứng. Tât cả các thừ nghiệm đêu đáp ứng diêu kiện ]. 2 và 3 trong mục 4.2. Các hệ sô cân chỉnh 
ICđược tính theo công thức 4.2.1.-1 ở mục 4.2.
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Phép thừ tính đồng nhất cua các hoạt lực

mụ LỤC 13

ỵ ,(w M )

x ì = Ị > ( v  -Ăif  . Ị | W ) - U y r  ' 2 . 1 2 3 . 3 2 3 , 8 7 9 2 = 4 42 
22.070,6028

ỵ 2 tinh được 4.42 nhỏ hem giá trị tới hạn 11,07 đọc từ Bảng 13.10.29 với bậc tự do / -  5. Do đó, sự khác nhau giừa các 
hoạt lực không có ý nghĩa thống kè, và do đó đạt tât cả các điêu kiộn.

Bảng 13.10.26 - 1 loạt lực và các giới hạn tin cậy cùa sáu thứ nghiệm dộc lập

Lần thír nghiệm Hoạt lực R
(iu/iọ)

Các giói hạn tin cậy (ILÍ/ỉọ)
Giói hạn dưới Giói hạn trên

Bậc tụ do 
DF

1 18.367 17.755 19.002 20
2 18.003 17.415 18.610 20
3 18.064 17.319 18.838 20
4 17.832 17.253 18.429 20
5 18.635 17.959 19.339 20
6

Tong sổ
18.269 17.722 18.834 20

120 ;

Bủng ì 3. ỉ 0.27

Với f = 20, p -  0,05. Bàng 13.10.28 cho t = 2,09. Tính w = 4t2/L2 theo công thức 4.2.l.-l

M  = In (R) ì V w W M w \ p

9,8183 0,0679 í 3.777,8301 37.091,9101 364.179,9033
9.7983 0,0664 3.951,6825 38.719,7456 379.387,4392
9,8017 0,0841 2.462,5579 24.137,1950 236.584,9721
9,7887 0,0659 4.003,1116 39.185,4586 383.576,6531
9,8328 0.0740 3.175,7400 31.226,4061 307.042,9060
9,8130 0,0609 ! 4.699,6807 ! 46.117,7833 1 452.552,0054
58,8528 : 22.070.6028 216.478,4988 2.123.323,8792

* L -  ln(giới hạn tin cậy trên) - ln(giới hạn tin cậy dưới)

Hoạt lực trung hình va các giới hạn tin cậv:
Iĩoạt lực trung binh và các giới hạn tin cậy của nó dược lính bàng các công thức ờ mục 4.2.3 và các sổ liệu trong Bàng 
13.10.26 và 13.10.27.

Ki c*
s - w  21^478^88  
ỵ^ ịy  22.070,6028

S r :  =  = 0,00673
^ ¡ ỵ W  ^'22.070,6028

Với số bậc tự do f=  120, p  -  0,95, t -  1,98.

M ± ts u = 9,8085 ± 1,98 X 0,00673 = 9,7951 và 9,8218
Băng cách lấy antilogarit các giá trị tính được, hoạt lực trune bình băng 18.187 IU/lọ với khoảng tin cậy ỡ xác suất 
95 % từ 17.946 đến 18.431 IU/lọ.



5. Các Bảng tra cứu

m ựLỤC 13 DƯỢC ĐỈHN VIỆT NAM V

Bàng I3.J0.2tS - Bàng giá trị tới hạn của phân phôi t

p p ,

/ 0,05 0,01 / 0,05 0,01
1 12,71 63,66 18 2,10 2,88
1 4,30 9,92 19 2,09 2,86
3 3,18 5,84 20 2,09 2,85
4 2,78 4,60 21 2,08 2,83
5 2,57 4,03 11 2,07 2,82
6 2,45 3,71 23 2,07 2,81 1
7 2,36 3,50 24 2,06 2,80
8 2,31 3,36 25 2,06 2,79
9 2,26 3,25 26 2,06 2,78
10 2,23 3,17 27 2,05 2,77
11 2,20 3,11 28-29 2,05 2,76 ,
12 2,18 3,05 30 2,04 2,75
13 2,16 3,01 40-43 2,02 2,7
14 2,14 2,98 57-63 2,00 2,66 Ị
15 2,13 2,95 102-126 1,98 2,26 i
16 2,12 2,92 600-OO 1,96 2,58 ỉ
17 2,11 2,90 1

Nếu giá trị quan sát lớn hơn giá trị trong bàng, nỏ được coi là cỏ ý nghĩa (P - 0,05) hay rất có ý nghĩa (p  - 0,01).

Bàng 13. ĩ 0.29- Bảng giả trị tới hạn cùa ỵ 2

11 p p 1

! / 0,05 0,01 f 0,05 0,01
1 3,84 6,63 11 19,68 24,73
2 5,99 9,21 12 21,03 26,22

3 7,81 11,34 13 22,36 27,69

, 4 9,49 13,28 14 23,68 29,14
Ị

11,07 15,09 15 25,00 30,58 í

1 6 12,59 16,81 16 26,30 32,00
! 7 14,07 18,48 20 31,41 37,57 :

8 15,51 20,09 25 37,65 44,31
9 16,92 21,67 30 43,77 50,89

10 18,31 23.21 40 55,76 63,69
Ncu giá trị quan sát lớn hưu giá trị trong bảng, nó được coi là có ý nghĩa (P = 0,05) hay rât cỏ ý nghĩa (p 0,01).
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Bàng 13.10.30 - Giá trị tới hạn của tỷ số F - varmax/var niu
k là số phương sai trong nhóm xử lý, mỗi phương sai có/bậc tự do {Haríỉey 's tesí).

T 4 6 8 9 10 12

i1i

20,6 29,5* 37,5"' 4 ĩ,ì 44,6 51,4 ;
49 69 89 97 106 120

5 13,7 18,7 22,9 24,7 26,5 29,9
28 38 46 50 54 60 Ị

6 10,4 13,7 16,3 17,5 18,6 20,7 Ị
19,1 25 30 32 34 37

7 8,44 10,8 12,7 13,5 14,3 15,8
ị 14,5 18,4 22 23 24 27 Ị

• 8 7,18 9,03 10,5 IU 11,7 12,7
11,7 14,5 16,9 17,9 18,9 21

9 6,31 7,80 8,95 9,45 9,91 10,7
9.9 12,1 13,9 14,7 15,3 16,6 ịi

1 10 5,67 6,92 7,87 8,28 8,66 9,34
8,6 10,4 11,8 12,4 12,9 13,9

Nếu F tính được lởn hơn giá trị trong bảng, biển số cần kiểm tra được coi là có ý nghĩa (dòng trên, p -  0,05), hay rất có ý
nghĩa (dòng dưới, p  = 0,01).

6. Bảng chú giải các ký hiệu
Ký hiệu Định nghĩa ,

■ Ị) 1 Độ dốc hôi quì tuyến tính cùa đường thẳng liều - đáp ứng hay In(lièu) - đáp ímg cùa tất cà các ché 1
i ị phẩm trong một thừ nghiệm 1

d Số mức liêu cùa mỗi chế phẩm trong một thử nghiệm đối xứng
r  e . Cơ số của logarit tự nhiên, e == 2,718281828.... i

f So bậc tự do
h SỐ chế phầm trong mộl thử nghiệm, kể cà chế phẩm chuẩn 1
k Số xử lý trong một thử nghiệm, k = dh
n Số thí nghiệm lặp lại hoặc số đơn V thí nghiệm của mỗi xừ lý
n ’ ; SỐ các định giá hoạt lực riêng

s2 Trị định giá của phưomg sai được tính từ binh phương trung bình cùa sai sổ dư. s ị  là phương sai
: của logarit hoạt lực M

S ị . S : , S ị

Trị định giá của Dộ lệch chuẩn, (=VsJ)
Nông độ tiểu thấp, trung gian và cao của chế phẩm chuẩn s. Trong một thử nghiệm chi có 2 nồng 
độ của mỗi che phẩm .V; đại diện cho nồng độ cao 

í Thống kệ l của Student (Bảng 13 ] 0.28)
ỉ ’ __ Thống kẻ t" cùa Dunnctt (Bảng 13.10.8)

uy ~ ỉ __Nồng độ^(liều) của các chế phầm thừ ư  ... z
Đáp ứng_riẽng haỵ_đáp ứng riêng đã dược chuyển đổi 
Đáp ứng tinh_được dùng đẻ thaỵ_thế cho giá trị bị mất
Dáp ứng trung hình của chế phẩm chuẩn và các chế phẩm thử

ĩ loạt lực giả định của các chế phẩm thử l i  ... 2, là hoạt lực được dùng đổ tính lượng chế phẩm cần 
lấy khi pha các dung dịch thử

y
y ’

ỹs - ỹ /
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Bt...Bĩa Tổng đáp ứng cùa mồi đơn vị thí nghiệm (1 đến 2>ì) trong thicl kế chéo đôi
B ’ Tỏng đáp ửngcùa khối hay hàng có chứa giá trị bị mất
c  Dại lượng biêu thị ý nghĩa của hồi qui. dùng trong lính toán các giới hạn tin cậy (phương trình

3.2.5-5). T rong một so tài liệu thong kê kết quà thử nghiệm sinh học, ý nghĩa cùa hồi qui được biểu 
thị theo g:

C . - L
1- g

Cy...C„ Tổng đảp ứng của mồi cột (1 dcn n) trong thiết kế hình vuông Latin
(." Tống đáp ứng của cột không kề một giá trị bị mất trong thiết kế hình vuông Latin
D I.iều

D ị , Dụ Tông đáp ứng cua giai đoạn ỉ vã giai (.loạn II trong thiết ke chéo đôi
K Tong các binh phương cùa đại lượng hồi qui (Bíing 13.10.5)
/■' Tv so cùa hai trị định giá độc lập cùa phương sai theo phân phối F (Bàng 13.10.7)
G ’ Tông dáp ứng trong một thư nghiệm không kể giá trị bị mất
/ Khoáng cách giữa các In(liều) kế tiếp nhau, ỉ  -  In(sýsi) -  ln(s.i) -  ln(S/)
K Đại lượng được dùng đe tính tổng các bỉnh phương trong phân tích phương sai

N
/. Độ rộng của logarit giới hạn tin cậy, I

L = ln(giới hạn tin cậy trên) ln(giới hạn tin cậy dưới)
LS...LZ Tương phàn tuyến tính cùa chế phẩm chuẩn vả các chế phẩm thử (Báng 13.10.2. 13.10.3 và 13.10.4) 1 

M j Trị định giả cùa logarit hoạt lực. trong thừ nghiệm đa chể phẩm, M được dùng kèm với một ký tự 1 
(U...Z) ghi ở dưới, vi dụ ML, để chi rõ một chế phẩm ricng (M = InR).

A/ Trung bình cùa một vài trị định giá dộc lập cùa M
M' Logarit tỳ lệ hoạt lực hay trị định giá cùa lơgarit hoạt lực trước khi hiệu chinh với hoạt lực giả định .

; (M‘-ln R ’) _
N Tong số đáp ứng trong một tliử nghiệm ____ ___  _ _  I

Ns,Nu Tổng số đáp ứng của chế phẩm s  và u
p  Xác suất

Qs...Oz Tương phàn bậc Ị 'I cùa chế phẩm chuẩn và các chế phẩm thừ
R Hoạt lực định giá được dùng với một kỷ tự (IJ....Z) ghi ử dưới, ví dụ Ru để chi rõ một chế phẩm thừ i

riêng trong một thử nghiệm đa chế phấm (R = antilnM)
R ' ; Định giá hoại lực hoặc tý sổ hoạt lực trước khi hiộu chinh bởi hoạt lực gia định (IV = antilnM’).

Rị ...R„ Tổng đáp ứng cua mỗi hàng (1 dến n) trong thiết kế hình vuông Latin, hay mỗi khối trong thiết kế ;
. ngẫu nhiên theo khối.

s  Che phàm chuẩn _ '
,S’ Tong đáp ứng cùa chc phẩm chuàn

S1.S7.Sj Tổng đáp ứng của liều (nồng độ) thấp, trung gian và cao của chế phâin chuân s. Trong một thừ 
nghiệm chỉ có 2 mức liều, s2 là tông dáp ứng của liều cao 

T’ Tong đáp ứng trong một xử lý không kể giá trị bị mất _ ị
lì...7, Tổng đáp ứng cứa các chế phẩm thử u ...z
ỵ . . .z  Các chế phẩm cân thừ

Uị.Uị.Uị ; Tổng đáp ừng cùa licu tháp, trung gian và cao cùa chế phâm 12, trong một dinh lượng chi có I
2 nong độ của mõi chế phẩm, u : đại diện cho nong độ cao 

w IIỘ sổ cân chỉnh dùng trong phối hợp một so định giá độc lập (phương trình 4.2.1 .-1)
',Y ln(liều)

Vì [Ụ LỤC 13 Dl ÍỢC DIÊN VIỆT NAM V
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13.11 ĐỊNH LƯỢNG HOẠT TÍNH VITAMIN Bl2 BẰNG 
PHƯƠNG PHÁP VI SINH VẬT

Dung dịch đệm
Hòa tan 1,29 g dinatri hydrophosphat (TT), 1.10 g add  
citric khan (IT), 1,00 g na trị metahisuỉịìt fiT) trong 100 ml 
nước đê pha tiêm.

Dược ĐIÊN VIỆT NAM V

Mô» trường định lượng 
Thảnh phần
L-Cystin 0,1 g
L-Tryptophan 0,05 g
Acid hydrocloríc IN 10 ml
Dung dịch ađenin - guanin - uracil 5 ml
Dung dịch Xanthin 5 ml
Dung dịch vitamin 1 10 ml
Dung dịch vitamin ỉ! 10 ml
Dung dịch muối A 5 ml
Dung dịch muối B 5 ml
Dung dịch asparagin 5 ml
Dung dịch thùv phân casein bang acid 25 ml
Dextrose khan 10g
Natri acetat khan 5 8
Acid ascorbic lg
Dung dịch polysorbat 80 5 ml

Chuấn hị các dung dịch
Dang dịch thày phản cas em hằng acid: Cho 100 g cas càn 
không chứa vitamin vào 500 ml dung dịch acid hydrocỉoric 
6 N, đun hôi lưu từ 8 h đến ] 2 h. Loại bỏ acid hydrocloric 
trong hỗn họp bàng cất chân không đển khi thu được khối 
bột nhào. Hòa tan cắn thu được bẩng nước de pha tiêm, 
điều chỉnh pll dung dịch về 3,5 ± 0,1 bằng dung dịch natrì 
hydroxyd i N (ỈT). Thêm nước để pha tiêm vừa đù 1000 mỉ. 
Thêm 20 g than hoạt, khuấy đề hấp phụ trong I lì. lọc lấy 
dịch trong. Tiếp tục lặp lại bước thâm than hoạt trên đến khi 
thu dược dung dịch trong suốt, Bảo quàn dung dịch trong 
tolucn, trong tủ lạnh ừ nhiệt độ không dưới 10 cc.
Dung dịch Asparagin: Hòa tan 2,0 g L-asparagin trong 
vừa dù 200 mí nưởc đê pha tiêm. Bào quản dung dịch 
trong toluen. trong tủ lạnh.
Dung dịch adcnin - gĩtanin - uraciỉ: Hòa tan 200 mg moi 
loại adenin su!fat. guanin hydrocỉorid và uraciỉ trong 10 m! 
dung dịch aàd hvdrodoric 4 M. làm nóng nêu cần đèn khi 
tan hết, làm lạnh, thêm nước đề pha tiêm vừa đũ 200 mi. 
Bào quản dung dịch trong toluen, trong tù lạnh.
Dung dịch xanthin: Hòa 0.2 g xanthin vào khoáng 30 ml 
đền 40 ml nước để pha tiêm, đun nóng dến khoáng 70 °c, 
thỏm 6 mi dung dịch amoni hydroxyd 6 /V, khuấy đều đến 
khi tan hoan toàn. Làm lạnh đcn nhiệt độ phòng, thêm 
nước đẽ pha tiêm vừa đù 200 ml. Bào quàn dung dịch trong 
toluen, trong tù lạnh.
Dung dịch muôi A: Hòa tan 10 g kali dìkydrophospỊuit (TƯ) 
và 10 c dìkaH hydrophosphat (TD trong vừa dù 200 ml

nước de pha tiêm. Thêm 2 giọt acid hvdrocỉoric (TT), bào 
quàn trong toluen.
Dung dịch muôi B: Hòa tan 4,0 g magtĩesi Sulfat (ĨT), 0,20 g 
natri cỉorid (77), 0,20 g sắt (H) Sulfat (TT) và 0,20 g mangan 
Sulfat (TT) trong vừa đú 200 ml nước đê pha tiêm. Thêm 2 
giọt acid hydrocỉoric (TT), bảo quản trong toluen.
Dung dịch poỉysorbat 80: Hòa tan 20 g polysorbat 80 vào 
200 ml a!col. Bảo quản trong tu lạnh.
Dung dịch vitamin ỉ: Hòa tan 10 mg riboflavin, 10 mg 
thiamin hydrocỉorid, 100 pg biotin và 20 mg niacin trong 
vừa đủ 400 ml dung dịch acid acetic 0,02 N. Bào quản 
trong toluen, tránh ánh sáng, trong tủ lạnh.
Dung dịch vitamin ỈI: Hòa tan 20 mg acid parư- 
aminobenzoic, 10 mg calci pưntothenat, 40 mg pyridoxal 
hydrocỉorid, 40 mg pyridoxin hydrocỉorid, 8 mg pyridoxamin 
dìhvdrodorìd và 2 mg acid folic trong vừa đủ 400 ml dung 
dịch ethanol trung tính loãng (ỉ trong 4). Bảo quàn tránh 
ánh sáng, trong tủ lạnh.

Pha chế môi trưỉmg
Hòa tan hoàn toàn cystin và tryptophan vào 10 ml dung 
dịch acid hydrocỉorỉc Ị N (77), thêm 8 dung dịch đã chuẩn 
bị ở trên (trừ dung dịch polysorbat 80) trộn đều, tiếp tục 
thềm 100 ml nước đẻ pha tiêm, hòa tan dextrose, natri 
acelat, acid ascorbic vào dung dịch này. Lọc neu cần. Thêm 
dung dịch polysorbat 80, khuấy đều, điều chỉnh pH môi 
tru(Yng từ 5,5 đển 6,0 bằng dung dịch natri hydroxyd Ị N 
/77), thêm nước đê pha tiêm vừa đủ 250 ml.
Có the sử dụng môi trường ở dạng bột khô có thành phần 
như trên. Chế tạo môi trường theo hướng dẵn ghi trên nhân.

Môi trường pha loãng
Pha loãng Môi trường định lưmig bang một lượng nước để 
pha tiêm tương đương sẽ thu được Môi trường pha loãng. 
Đóng vào mỗi òng thủy tinh 10 ml môi trường vừa pha, 
hâp tiệt khuân. Làm lạnh ngay sau khi hấp.

Nưức ép cà chua
Ly tâm nước ép cà chua đố loại bõ hết phần thịt quả, lấy phần 
dung dịch. Hòa 5 g chất trợ lọc vào 1 L dung dịch trên thu 
được hồn dịch. Lọc dưới áp suất giảm đến khi thu được 
dung dịch có mầu dâu lây trong suôt. Bảo quăn trong 
toluen, trong tù lạnh.
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Môi trường nuôi cấy chung
Thành phần:
Cao men bia tan trong nước dể pha tiêm 0,75 g
Pepton khô 0,75 g
Dextrose khan 1,0 g
Kali dihydrophosphal 0,2 g
Nước ép cà chua 10 ml
Polỵsorbat 80 1 ml

Cách Ị ị én hành: Hòa tan cao men bia, pepton, dextrose 
khan, kali dihydrophosphat trong 60 ml đốn 70 rnl nước 
đê pha tiêm, liòp tục thêm 10 ml nước ép cà chua và ỉ m! 
polvsorbat 80, dieu chinh p!l dung dịch vè 6,8 bang dung
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dịch neitri hydmxyd 1 ;V (77). Thèm nước đẻ pha tiêm 
vừa cỉủ 100 m). Đóng vào ong nghiệm mồi ổng 10 ml mói 
trường. Hâp tiệt trùng ở 121 °c trong 15 min. Làm lạnh 
ngav sau khi hấp.
Cỏ thổ sử dụng môi trường cỏ thành phần như trên ờ dạng 
bột đông khô. Chá tạo môi trường theo hưÓTig dẫn ghi 
trẽn nhàn.

Chửng gốc
Thêm 1,0 g đen 1,5 g thạch vào 100 tnl môi trường nuôi 
cay chùng, trộn đeu, đun trong cách thủv dến khi thạch tan 
hoàn toàn, đóng vào mỗi ong nghiệm thủy tinh 10 ml môi 
trường. Hấp ở 121 °c trong 15 min. Đe nguội. Lấy ít nhất 
3 ống môi trường, cấy vào mồi ống một quai cấy hồn dịch 
Lactohaàỉỉus Ịeichmannìi ATCC 7830 gốc thuần chủng, ử  
ờ một nhiệt độ xác định trong khoảng từ 30 °c  đến 40 °c, 
trong 16 h đến 24 h, duy trì nhiệt độ ổn định trong khoảng 
nhiệt độ lựa chọn ± 0,5 °c. Bảo quản trong tủ lạnh. Chùng 
sử dụng tron2 phép thử định lượng phải được cay truyền 
không dưới 10 lần trong vòng 2 tuần.
Cấy truyền chủng ít nhất 3 lần một tuần, không sử dụng 
chủng đã quá 4 ngày tuổi. Hoạt tính của chủng sẽ được 
tăng lèn khi cấy truyền hàng ngày hoặc 2 ngày 1 lẩn đến 
khi có thề quan sát sự phát triển cùa chủng làm đục môi 
trường sau 2 h đến 4 h nuôi cấy. Chùng vi sinh vật chậm 
phát triển khó có thể tạo ra một đường chuẩn đáp ửng thích 
hợp và do đó có thề dẫn đen kết quà bất thường.

Hỗn dịch chủng làm việc
Chuẩn bị 2 ống chứa 10 rnl môi trường nuôi cấy chủng 
đã chuẩn bị ở trên, cấy một quai cấy hỗn dịch chủng 
Lactohaciỉỉus ỉcichmannii ATCC 7830 gốc vào mồi ong. 
ủ  ở một nhiệt độ xác định Long khoảng từ 30 °c đến 
40 °c, trong 16 h đến 24 h, duy trì nhiệt độ ôn định trong 
khoáng nhiệt độ lựa chọn ± 0,5 °c. Trong (tiêu kiện vô 
trùng, ly tâm, lấy cắn vi khuẩn, loại bỏ dịch nổi. Hòa cắn 
vào 5 ml môi trường pha loãng, gộp hỗn dịch từ 2 ông thu 
được hon dịch chùng goc, pha loãng hôn dịch chùng gốc 
bằng môi trường pha loãng sao cho khi pha loãng hồn dịch 
nàv với tỷ lệ 1 : 20 bàng nước muôi sinh lý vô khuẩn đê 
thu được hồn dịch có độ truyên qua 70 % khi đo quang ở 
530 nm, cuvet 10 mm, mẫu trắng là nước muối sinh lý vô 
khuẩn. Pha loãng hon dịch chủng gốc băng môi tnrờng 
định lượng tỷ' lệ 1 : 400 thu được hỗn dịch chùng làm việc. 
Chù ý: Độ đục cùa hồn dịch chủng làm việc có the thay dôi 
nhàm lạo được sự đáp ứng mong muốn.
Hỗn dịch chủng đông lạnh Lactobaciỉìus ieichmanmi 
ATCC 7830 có thể thay thế cho chùng gốc Lactobacilỉus 
ỉeỉchmatmii ATCC 7830.

Cách tiến hành
Dụng cụ thừ nghiệm được rửa sạch bằng các chất tẩy rửa 
và phương pháp thích hợp. sấy ờ 250 °c trong 2 h để phân 
hủv dư lượng vi tam in Bp.
Dung dịch thừ: Lấy một lượng thích hợp số đưn vị đóng 
gói, làm dòng nhất mầu vói mỗi g hoặc ml. Cân chính xác 
một lượng che phẩm thích hợp vào bình nón, thêm 25 ml
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(lung dịch đệm, lẳc đêu. Hấp hon dịch trên trong nồi hấp 
ở 121 cc  trong 10 min. Lấy ra, đề nguội, chuyển toàn bộ 
dịch hâp sang binh định mức dung tích 200 ml, thêm nước 
dê pha tiêm vừa đủ đên vạch. Ly tâm hoặc lọc, thu được 
dịch lọc trong. Tiáp tục pha loãng dịch lọc với nước để pha 
tiêm dê được dung dịch thử làm việc có nồng độ tương tư 
dung dịch chuẩn.
Dung dịch chuâỉĩ cvanocobaỉamin góc; Hòa tan cyano- 
cobalamin chuẩn trong alcol 25 % để được dung dịch có 
nồng độ 1 pg/ml. Bào quàn trong lú lạnh.
Dung dịch chuân cxanocobaỉamin ỉ cun việc: Lấy chính 
xác một lượng thích hợp dung dịch chuẩn cyanocobalamin 
gốc. pha loãng bẳng nước đê pha tiêm dê thu được dung 
dịch chuân cyanocobalamin làm việc có nồng độ 0,01 ng 
đến 0,04 ng/inl.
Cách tiến hành:
Cho vào mỗi ống nghiệm 1,0 mí; 1,5 ml; 2,0 ml; 3,0 ml;
4.0 ml; 5,0 ml dung dịch chuẩn cyanocobalamin lảm việc. 
Thêm nước dè phơ tiêm vừa đù 5,0 ml. Thêm vào mồi ống 
nghiệm 5,0 ml môi trường định lượng. Mồi nồng dộ làm 
lặp lại 2 ống.
Cho vào mồi ống nghiệm khác 1,0 ml; 1,5 ml; 2,0 ml; 3,0 ml;
4.0 ml dung dịch thử lảm việc. Thêm nước đê pha tiêm vừa 
dù 5,0 ml. Thêm vào mồi ong nghiệm 5,0 ml môi trường định 
lượng. Mỗi nồng độ làm lặp lại hai ống.
Cho vào 4 ống trắng, mỗi ống 5,0 ml nước đê pha tiềm và
5.0 ml môi trường định lượng.
Đậy nắp ống nghiệm đê tránh nhiễm khuẩn. Hấp tiệt trùng 
các ống nghiệm trên ử 121 °C trong 5 min, có thể hấp thời 
gian dài hơn tuy nhiên không được quá ỉ 0 min, sau khi hấp 
xong làm lạnh ngay.
Trong điều kiện vô trùne, cấy vào mỗi ông 500 |il hồn dịch 
chúng làm việc trừ hai ống trắng ‘ không cấy chủng”, u  ờ 
một nhiệt độ xác định trong khoảng từ 30 °C đến 40 °c, 
trong 16 lì đến 24 h, duy trì nhiệt độ ồn định trong khoảng 
nhiệt độ lựa chọn i- 0.5 cc. Sau thời gian nuôi cấy, làm 
ngừng sự phát triển của vi khuẩn bằng cách nhúng các ống 
nghiệm trong nước dẻ pha tiêm nóng không dưới 80 °c 
trong 5 min. Đe nguội đốn nhiệt độ phòng.
Lắc đều ống thử nghiệm. Đe yên hỗn dịch thử nghiệm 
trong một khoảng thời gian nhất định đến khi giá trị dộ 
truyền qua dao động ít nhất. Đo độ truyên qua cùa ông 
trắng “cấy chủng” với mẫu trắng là ổng trắng “không cấy 
chủng” ở bước sóng 530 nm, cuvét 10 ÌĨIIII. Nốu độ truyền 
qua cùa hai ống trang này khác nhau quá 5 % hoặc có dâu 
hiệu chùng bị nhiễm thì phải loại bó phép thừ. Tiếp tục đo 
độ truyền qua của các ống nghiệm chứa dung dịch chuẩn 
và dung dịch thừ với mâu trang là ống trăng “không cây 
chùng”. Chú ỷ thời gian đo độ truyền qua cùa các hỗn dịch 
thừ nghiệm phải như nhau.

Tính kết quả
Xây dựng đường đáp ứng cùa dung dịch chuẩn theo quy 
trình (lưới đáy:
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Kiểm tra các giá trị độ truyền qua và loại bỏ những giá trị 
sai số thô.
Đối với mỗi mức liều của chuẩn, tính tông các giá trị độ 
truyền qua của hai ống lặp lại (X), giá trị y được tính như 
sau: y = 2,00 X
Thiết lập đô thị với trục tung là giá trị y, trục hoành là 
logarit so ml cùa dung dịch cyanocobalamìn chuân. Có thề 
sử dụng trục hoành theo thang số học hay logaril để thu 
được đường đáp ửng phù hợp. Vẽ đường chuẩn tương đối 
phù hợp nhất với các điểm tren đồ thị.
Tính y = 2,00 -  y đối với mẫu thừ tương tự như cách tính 
y đối với mẫu chuẩn. Từ đồ thị đọc giá trị logarit của thể 
tích dưng dịch chuẩn tương ứng với mỗi giá trị y, loại bỏ 
các giá trị y nằm ngoài khoảng xác định cùa giá trị chuẩn 
(khoảng từ giá trị nhò nhất đến giá trị lớn nhất của chuẩn).
Đối với mồi mức liều, giá trị X ià hiệu của giá trị logarit 
vừa đọc được và giá trị logarit số mi của dung dịch chuẩn 
tương ứng. Tính trung bình ít nhất ba giá trị X trở lên thu 
được xtb ~ M \
Xác định giá trị M bàng công thức:

M ~ M ’ + lgR
Tính hoạt lực cyanocobalamin cùa mẫu thử bằng công thức: 

antilog M = antilog (M1 + lg R)
Trong đỏ:
R là hoạt lực giả định cùa cyanocobalamin trong mẫu thử 
ban đầu.
Tiên hành lặp lại phép thử ít nhất một lần, sử dụng dung 
dịch thử độc lập. Nêu giá trị M giữa hai lần thử sai khác 
nhau không quá 0,08 thì giá trị trung bình Mtb chính là hàm 
lượng cùa cyanocobalamin trong mầu thử. Nếu giá trị M 
giữa hai lần thử sai khác nhau quá 0,08, tiến hành thêm 
một hoặc nhiều phép thử nữa. Tính giá trị trung bình Mtb 
từ các giá trị M khác nhau không quá 0,15 là hoạt lực cùa 
cyanocobalamin trong mẫu thừ.
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