TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC
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Nghién ctru sén xuét céc méu kiém tra chét luong vi sinh bdng dang déng khé dé cung cép cho cac phong
xét nghiém trong nwéc nhdm néng cao chét lwong xét nghiém. Nghién ctru thuc hién trén thiét bj déng kho
Virtis Advantage Pro SP Scientific dbi véi 3 chiing vi khudn Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia
coli ATCC 25922 va Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 v&i dung djch bao vé la Skimmilk 20%. Sén
phdm déng khé duoc danh gia céc tiéu chudn vé dac tinh véat ly, dé séng, dé6 4m tén dw, d6 vé khudn, dé
déng nhét va dé én dinh trong vong 6 thédng. Két qua thu duoc cho thay tat ca lo san phdm déng khé thu duoc
théa man céc tiéu chi chéat lvong dé ra vé mat cdm quan, tinh hdo nwéc, dé toi x6p. Céc méu kiém tra cé do
séng = 103CFU/mL, dé &m tén dw < 4%, d6 v6 khuan va dé déng nhat dat 100%, méu én dinh trong téi thiéu
6 thang. Nhw vay quy trinh déng khé &p dung trong nghién ctru pht hop cho muc dich san xuét méu kiém tra
chét lrong xét nghiém vi sinh dang déng khé tir 3 ching vi khuén trén.

T khoa: Dong kho khuén, dd dong nhat, do 6n dinh, do séng, kiém tra chat lwgng xét nghiém vi sinh

I. DAT VAN BE

Van dé& danh gia ndng lwc xét nghiém va
nang cao chat lwong hoat dong clia cac phong
xét nghiém |am sang la nhiém vy quan trong
trong giai doan hién nay dwgc Chinh phd va Bo
Y t& ngay cang quan tam chi dao va trién khai
thwe hién manh mé. Dé an 316/QD-TTg cla Tha
twdng vé tadng cudng ndng lwc hé théng quan
ly chat lwong xét nghiém y hoc giai doan 2016 -
2025 dé ra nhiém vu Viét Nam c6 thé tw nghién
clru sa@n xuét cac mau kiém tra chat lwong xét
nghiém." M6t trong nhitng yéu té quan trong
nhéat trong kiém soat chat lwong xét nghiém
vi sinh la phong xét nghiém phai thwc hién noi
kiém va ngoai kiém, ca hai qué trinh nay déu
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can cé cac mau kiém tra chat lwong tlr chiing vi
khuén phu hop dé thuc hién.23 Hién nay, da sé
cac phong xét nghiém tai Viét Nam str dung céac
ching chuadn mua tir nwéc ngoai hodc théng
qua cac don vi phan phéi trong nwéc véi gia
thanh cao, thé hé I&n ciing nhu gap khé khan
trong viéc lwu gir ching lam gidm tinh én dinh
dai han cla chdng vi khuan. Nghién ctru san
xuat dwoc bd mau kiém tra chat lwong vi sinh
te nhing ching vi khuan gan gii véi dac diém
bénh sinh tai Viét Nam dé cung cap cho cac
phong xét nghiém trong nwéc nhivng gidp giai
quyét cac han ché trén.

Bdo quan chang vi khudn lau dai béng
phwong phap dong khd dang la phuwong phap
phd bién nhat hién nay va duwoc cac to chirc uy
tin nhw ngan hang ching chuan Hoa Ky ATCC
hay ngan hang ching chuan Anh Quéc khuyén
cdo thwe hién.*5 C4c td chirc ngoai kiém & cac
nuéc phat trién nhw Dai hoc Hoang gia vé bénh
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hoc cla Australia, chwong trinh thé nghiém do
thanh thao vi sinh lam sang ctia Canada, dich vu
ngoai kiém tra chat lwong québc gia ctia Vuwong
quéc Anh ciing da san xuét va ap dung rong rai
cac bd mau ngoai kiém dwdi dang dong kho.
Qua thye té tham gia truc tiép vao chwong trinh
ngoai kiém trén da cho thdy nhitng wu diém
vuot trdi vé mire do thir thach, do da dang cta
vi khuan, d6 6n dinh cta loai mau déng kho.
Trwdc tinh hinh d6, chung téi tién hanh nghién
ctru dé tai nay véi muc tiéu hoan thién quy trinh
san xuéat va danh gia chat lwong mét sb ching
vi khuan déng khoé str dung trong kiém tra chat
lwong xét nghiém vi sinh.

Il. DOl TWONG VA PHPONG PHAP

1. Péi twong

Cac chiing vi khudn Staphylococcus aureus
ATCC 29213 thé hé F3, Escherichia coli ATCC
29212 thé hé F1, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 thé hé F1.

Tiéu chudn chip nhan: Chdng chuan vi
khudn ATCC thuan nhéat, thé hé tir FO dén F5
va cd ly lich chiing do nha san xuét cung cép.

Tiéu chuén loai trir: Chiing cé két qua dinh
danh khéng giébng nha san xuét céng bb trong
ly lich ching. Két qua noi kiém khang sinh d6
trén may Vitek 2 Compact khéng dat.

2. Phwong phap

Thiét ké nghién ctru: Thyc nghiém trong
phong xét nghiém.

Thoi gian nghién ctru: Twr thang 11 nam
2019 dén thang 08 n&m 2020.

Dija diém nghién ctru: Trung tam Kiém chuén
Chét lwgng Xét nghiém Y hoc thudc Truéng Dai
hoc Y Ha Noi va Vién Cong nghé thuc phém.

Phuwong phép chon méu va ¢& méu: Chon
mau phu hop véi tiéu chuan lwa chon va loai
trr v&i ¢ mau: 50 lo mau/ching x 3 ching =
150 lo m4u.

Cac chi s nghién ctru: Bac tinh vat ly, do
a4m tén dw, d6 séng, do thuan nhéat, do déng
nhéat, d6 6n dinh.

Céc budrc tién hanh nghién ciru

Thu thap va kiém tra d&c tinh chling vi
khudn trwéc déng khé: Ching chuidn ATCC
sau khi hoan nguyén lén duoc cly lén dia
thach mau va thach UTI, nuéi ciy & diéu kién
35-37°C trong vong 18-24 gi&. Quan sat tinh
chat khuan lac va dac diém nhudém Gram va
thwe hién dinh danh va khang sinh dd trén hé
thdng Vitek 2 Compact. S& dung thé khang
sinh  AST-GP67 cho chung Staphylococcus
aureus, thé AST-GN92 cho chiing Escherichia
coli, thé AST-N204 cho ching Pseudomonas
aeruginosa.

Chuan bj va phan phbi mau: Thyc hién
gat ching vi khudn da nuéi ciy bang nuéc
mubi 0,9% voé trung, do d6 duc bang thiét bi
Densicheck plus d@m bado sao cho d6 duc cla
huyén dich > 2McF, tiép tuc pha véi dung dich
SKimmilk 20% vé&i thé tich twong dwong dé thu
dwoc huyén dich vi khuan cé d6 duc > 1McF.
Phan phéi mau bang cach dung pipet vo triing
hat 1ml dich huyén dich nhé vao day éng déng
kho, khéng lam dinh dung dich 1én mép hoac
thanh &ng. M&i loai 50 6ng. Pdng thoi thye hién
cay dém dé kiém tra do sbéng ctia cac lo huyén
dich vi khuan da chuéan bi & trén.

Péng khé méau: Thwe hién dong khd cac lo
mau da chudn bi trén thiét bj Virtis Advantage
Pro SP Scientific v&i chwong trinh nhu sau:

Giai doan lam déng: Nhiét do - 40°C, duy tri
trong vong 5 gio.

Giai doan khé cdp mét: Nhiét do -30°C, ap
suét 200 mtorr va duy tri trong vong 10 gio.

Giai doan khé cép hai: Tang nhiét do lén
dén 25°C va ap suét 200mtorr va tbng thoi
gian 5 gio.

DPanh giad chét lvong mau sau déng kho:
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San phdm sau déng khoé duoc danh gia cac chi
tiéu vé tinh chat vat ly, d6 4m ton dw, do thuan
nhéat, dd ddng nhat ngay thdi diém sau khi dong
kho. D6 sbng, dd 6n dinh dwoc danh gia méi
thang 1 lan trong vong 6 thang.
3. Xt ly s6 liéu

Sé liéu nghién ctu dwoc xir ly bang phan
mém Microsoft Excel 2017. Théng ké mo ta
duoc ap dung dé trinh bay cac tan suét, ty 1& %
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vé chét lwong cac mau vi khuan déng khé trong
nghién clu.
4. Pao dirc nghién ctru

Nghién ctru thwe hién vi muc dich khoa hoc.
Céc chiing vi khuén c6 nguén gbc ré rang va chi
str dung trong quy mé phong xét nghiém, qua
trinh st dung, van chuyén, bao quan tuan tha
day du cac bién phap dam bao an toan déi véi
chét lay nhiém loai B theo quy dinh ctia Bo Y té.

. KET QUA
1. Két qua danh gia chat lwong mau sau déng khd

Tét ca san pham thu dwoc dam bao yéu cau vé tinh chéat vat ly; mau déng banh déu, mau séc
ddng nhéat, xp min, khéng von cuc, khdng bi teo vé&, tan nhanh khi hoan nguyén (Bang 1).

Bang 1. Két qua danh gia ban dau chat lwong mau déng kho

STT N6i dung kiém tra Tiéu chuén Két qua
M3u déng banh déu, mau sac
" Ty sl o oo
khi hoan nguyén
S. aureus 2,18%
2 Do &m ton dw E. coli <4% 2,65%
P. aeruginosa 1,99%
3 Do thudn nhét 100% thuan nhét Pat

Do dm tén dw clia cac lo mau déng kho duoc kiém tra & ca 3 ching vi khudn déu <4%, thda man
tiéu chi dé ra theo tiéu chudn nghanh TCN 34:99 clia bd néng nghiép va phat trién nong thén (Bang 1).

Tét ca lo mau kiém tra d thuan nhat quan sat thay chi xuat hién 1 loai khuan lac, tiéu ban nhudém
Gram ddng nhat mot loai vi khuan giéng véi tinh chat déc trwng ctia ching gbc ban dau, khéng qua
sat thay tap nhiém vi khuan khac. Két luan dé thuan nhéat ctia san pham déng kho dat 100% (Béng 1).
2. Panh gia do dong nhat

M&u doéng kho duoc tién hanh kiém tra d6 dong nhét theo hwéng dan ISO/IEC 13528: 2015: Lua
chon ngau nhién 10 lo mau/loai, thwe hién dinh danh va khang sinh do trén hé théng Vitek 2 Compact,
két qua dinh danh cac mau gibng véi két qua dinh danh clia chiing gbc véi d6 tin cay cla két qua dao
dong tir 93% dén 99%. Két qua khang sinh d6 thu duoc gidng véi két qué khang sinh dd ching trwdc
doéng kho va déu théa man tiéu chuén gi¢i han QC céng b trong CLSI M100 cap nhat nam 2019.
Két luan do6 ddng nhéat cia mau dat 100%, thda man tiéu chi dé ra theo ISO/IEC 13528:2015.
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3. Panh gia do séng

San pham déng khé dwoc danh gia do sébng ngay thdi diém sau déng kho va mbi thang mét lan,
mdi 1an 2 mau trong vong 6 thang. Tong sb lo mau kiém tra dd séng sau déng kho & mdi loai 1a 14
lo. TAt ca cac chiing déu cé mat dé vi khuan & cac thdi diém sau déng khé > 103 CFU/m, thda man
tiéu chi dé ra theo TCVN 9298:2014 |a = 103 CFU/m, trong d6 S. aureus ATCC 29213 c6 mat do vi
khuén trung binh sau déng khé cao nhét 1a 2.5x10” CFU/ml va E. coli ATCC 25922 ¢ néng dd thap
nhéat véi mat do 4.3x10* CFU/ml (Hinh 1).

10 1
g \’hO—o\.__‘_‘
S —@—S. aureus
oo 4 A .
9 —@—E. coli
2 1 P. aeruginosa
O T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Thoi gian

Hinh 1. P6 séng cua cac ching vi khuan dong kho theo thoi gian

Chu thich: Méc thoi gian 1 tuong duong véi thoi diém trude dong khd, méc 2 tuwong duong thoi
diém kiém tra do déng nhéat ngay sau khi déng khé, cac méc tir 3 dén 8 tuong iing véi cac khodng
thoi gian kiém tra do én dinh sau khi déng khé lan luot tir 1 dén 6 thang.
4. Panh gia dd 6n dinh

Mau déng kho dwoc tién hanh kiém tra d6 én dinh theo huwéng dan ISO/ IEC 13528: 2015: Lwa
chon ngéu nhién 2 lo mau/loai sau déng kho, thuc hién dinh danh va khang sinh db trén hé théng
Vitek 2 Compact méi thang 1 lan trong vong 6 thang. Két qua dinh danh cac mau giéng véi két qua
dinh danh ctia chiing gbc véi dé tin cay ctia dao dong tr 93% dén 99%. Két qua khang sinh db thu
duoc gibng véi két qua khang sinh dd ching trwdc déong kho va déu théda man tiéu chuén gidi
han QC c6ng bb trong CLSI M100 cap nhat ndm 2019. Nhw vay san phadm déng kho cla ca 3
loai c6 do 6n dinh dat 100%, thda man tiéu chi dé ra theo ISO/IEC 13528:2015. M&u 6n dinh t6i
thiéu trong vong 6 thang.

IV. BAN LUAN

Céac dac tinh vat ly cia mau déng kho la
tiéu chi quan trong ban dau giup danh gia so
bd san pham déng kho cé dat chat lwong hay
khong. Két qua danh gia vé san pham trong
nghién ctru cho thdy 100% san phadm déng
banh déu, dep, mau trdng nga, khéng bj teo,
v& hay sUi bot bam Ién thanh éng, san pham

xbp, min, khéng vén cuc va tan hoan toan trong
vong 5 phut sau khi hoan nguyén. Két qua thu
dwoc hoan toan phu hop véi tieu chuan quéc
gia TCVN 9298:2014 va két qua nghién ctru
cla N.T. Ké va cong sir nam 1999.5¢

Viéc kiém tra dd am tén dw dwoc thwe hién
tai Trung tdm phan tich va Giam dinh thyc
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phdm Québc gia - Vién Coéng nghé thuc pham
theo quy trinh phan tich cla phwong phap thi
Tiéu chudn Viét Nam TCVN 4846:1989, két
qua do lweng cho thay lo c6 d6 am tén dw cao
nhéat 13 2,89%, thp nhat 1a 1,47% va d6 am
ton dw trung binh la 2,27%. Két qua nghién
ctru clia chung téi phi hop véi tiéu chuan cho
chi tiéu nay dbéi v&i san phdm doéng khé vi sinh
vat la vacxin theo quy dinh cta Vién kiém dinh
Vacxin Quéc gia va Té chirc y t& Thé gisi la <
3% va Quyét dinh sb 03/1999/QD-BNN/TCCB
ngay 06/01/1999 vé viéc ban hanh tiéu chuan
nghanh vé& bdo quan ngén han nguén gien vi
sinh vat néng nghiép (348-99) va bao quan dai
han ngudn gien vi sinh vat néng nghiép béng
phwong phap dong khd (349-99) la < 4%.” Do
4m ton dw trong nghién ctru clia chung téi cao
hon so v&i két qua nghién ciru clia mot sb tac
gid nhw A. Mehaffey va cong sy (1984) la < 1%
va nghién ctru cta W . Griffin va C. Cook (1981)
la 0,2 - 0,4%.2° Dbi chiéu lai quy trinh déng kho
clia 2 nghién cru trén chang téi nhan thay thai
gian cla giai doan déng khd cap 2 cla ca 2
nghién clru déu kéo dai trén 25 gi®, nhiéu hon
5 1an so v&i thdi gian cda giai doan twong trng
trong nghién ctru cla chang téi. Diéu nay mot
lan ntra khang dinh tdm quan trong cla thoi
gian cla giai doan déng khé cép 2 lién quan
dén do &m tdn dw cha san pham.

Két qua nghién clru dd sbng cho thay nhin
chung néng dd ctia cac ching vi khuan cé co
xu hwéng gidm manh & thoi diém ngay sau
khi d6ng khé va duy tri 6n dinh & khoang thoi
gian 6 thang kiém tra 6n dinh sau d6, d6 séng
cta ca 3 chang vi khudn & cac thoi diém sau
déng khé déu >103 CFU/mL, phu hop véi tiéu
chuén dé ra theo TCVN 9298:2014.5 Chling c6
ty 18 sbéng sau déng kho cao nhét 1a S. aureus
dao dong tr 77% - 84%, thap nhat 1a E. coli
dao déng quanh 43% - 48%. Két qua nghién
clru clia ching t6i phu hop véi két qua nghién

clru cla Yukie Miyamoto-Shinohara va céng
sw (2000)."° Két qua nghién ctru ciing cho thay
cau khuan S. aureus c6 ty 1& séng cao hon so
v&i 2 trwc khuan con lai, két qué nghién ctru
clia chung t6i phu hop véi két luan trong nghién
ctu cua Kandil S va El Soda M. (2015)." E.
coli va P. aeruginosa la chung di dong cé ty
I& séng sau déng kho thap hon so véi chiing
khéng di dong la S. aureus, két qua nay phu
hop vé&i két qua nghién ctru ciia Morgan CA va
cbng sw (2006)."?

Do dbéng nhat cao cho thay quy trinh san
xuét 6n dinh, chat lwong gitra cac lo mau la
twong duwong. Dac biét dbi véi mau ngoai kiém
thi viec ddm bao dd ddng nhét 1a yéu cau bat
buéc dwgc quy dinh rd trong ISO 13528:2015.™
Néu 16 mau khéng ddm bao tinh déng nhét sé
khéng dwoc chap nhan cho muc dich 1am mau
kiém tra chat lwong xét nghiém. Sé lwong mau
dé kiém tra d6 dong nhat & méi loai trong nghién
clru cla chang toi 1a 10 lo dwa trén huéng dan
cla ISO 13528:2015."* Két qua kiém tra do
ddng nhat vé dinh danh va khang sinh db céac
chding vi khuan sau déng khé trong nghién ctru
clia chung t6i hoan toan giéng véi két qua kiém
tra dac tinh ching vi khuan truwdc déng khé cho
thay do ddng nhét ctia san pham déng kho dat
100%. Phu hop véi tiéu chuan vé d6 déng nhét
thé hién trong ISO 13528:2015.'3

Chung t6i thwe hién kiém tra d6 6n dinh cho
mau vi khuan déng kho trong vong 6 thang. Két
qué kiém tra d6 6n dinh vé dinh danh va khang
sinh d6 hoan toan giéng v&i két qua kiém tra do
ddng nhét va két qua kiém tra dic tinh chiing vi
khuén trwéc dong khd cho thay do 6n dinh cla
cac mau déng kho trong nghién ctru clia chung
tdi dat 100% phu hop véi tiéu chuén vé d6 én
dinh theo ISO 13528:2015." Tir d6 co thé rat
ra két luan rang thoi gian 6n dinh cia mau vi
khuan dong khd trong nghién ciru ctia ching
toi t6i thidu 1a 6 thang. Két qua nghién clru cla

TCNCYH 140 (4) - 2021



TAP CHI NGHIEN CU'U Y HOC

chung t6i twong ddng véi két qué nghién ciu
cla tac gia S. Kandil va M. El Soda (2015) va
cua tac gia N.b. Tu va cong sw (2015)."14 M6t
s6 nghién ctru trén thé gi¢i con cho thay thoi
gian 4n dinh ctia mau vi khuan déng kho kéo
dai hon nhw nghién ctru ctia Yukie Miyamoto va
cong sw (2000) la 10 nam, clia Sakane va céng
sy (1997) la 20 nam."*"® Tr co s& do, chung toi
sé tiép tuc theo ddi thoi gian dn dinh téi da dbi
véi nhirtng chdng trong nghién ctru nay & thoi
gian toi.

V. KET LUAN

Hoan thién quy trinh déng khdé cho 3 chiing
vi khuédn S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 trén thiét bi
Virtis Advantage Pro SP Scientific v&i dung dich
bdo vé la Skim milk 20%.

Ap dung quy trinh va san xuét thanh cong
cac mau vi khuan déng kho trén 3 ching vi
khudn S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 dam bao cac
yéu cau chat lwgng vé tinh chat vat ly, d6 am
ton dw, do thudn nhét, do séng, d6 ddng nhét,
dd 6n dinh theo tiéu chudn ISO 13528:2015,
TCVN 9298:2014 va TCN 34:99.

LOI CAM ON

Dé tai nghién clra cla chung téi da nhan
duoc su hé tro kinh phi clia dé an 316/QDP-TTg
vé “Tang cudng néng lwc hé thdng quan ly chat
lwong xét nghiém y hoc giai doan 2016-2025”
cla Tha twéng Chinh phd. Nhém nghién ctru
cam két khdng c6 xung dét loi ich v&i bt ky to
chtre, ca nhan nao tr két qua nghién ctru.
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Summary

PRODUCTION OF LYOPHILYZED BACTERIAL SAMPLE USED IN
MICROBIOLOGY QUALITY CONTROL

The objective of this study is to design a procedure for producing and distributing lyophilized
microbiology quality control specimens to laboratories in Viet Nam for improving laboratory quality. The
study used Virtis Advantage Pro SP Scientific instrument to lyophilize Staphylococcus aureus ATCC
29213, Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 with Skimmilk
20% is cryoprotectant material. The final products are assessed for physical property, survival
rate, residual moisture content, purity, homogeneity and stability for 6 months. All of final products
meet the criteria for physical properties, the survival densities are >103 CFU/mL, residual moisture
content is <4%, purity and homogeneity are 100% and products are stable for at least 6 months. In
conclusion, the lyophilization procedure is acceptable for producing lyophilized microbiology quality
control specimens from three bacterial strains as above.

Keywords: Lyophylization, homogeneity, stability, survival, microbiology quality control
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