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(57) Sang ché dé cap dén ché phim khir tring c6 pham vi tmg dung rong hon bang

cach tang cuong hon nita hiéu qua cta olanexidin gluconat, ma dugc s dung lam chat

sat trung diét khuan da c6 d9 an toan cao, va bang cach mé rong pho khang khuan.

Viéc st dung ché pham khur trung chira olanexidin gluconat va c6 tinh kiém c6

thé san xuat ra chat sat tring chira olanexidin gluconat ¢6 pho diét khuan rong hon so

v6i cac chat sat tring thong thudng.
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Linh vie k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ché phdm khr tring (ché pham sét trung) chira olanexidin
gluconat va c6 phd diét khudn rong hon.
Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Olanexidin, tén hoa hoc 1-(3,4-diclobenzyl)-5-octylbiguanua, 12 hop chat c6 hoat
tinh diét khudn cao. Olanexidin gluconat c¢6 dd hoa tan trong nuéc phit hop, phd diét
khudn rong, cho thiy tac dung diét khudn trong thoi gian ngin, duy fri thém tac dung
nay trong mot khoang thoi gian kéo dai, va an toan & muc cao, nhd do6 hiru ich dé lam
chit sat tring y té (Tai liéu sang ché 1). Céc chét sat tring diét khuan da chira olanexidin
gluconat ¢6 hidu qua t6t di véi nhiéu vi khuan khac nhau ma dugc coi 1a cac vi khuan
trén da thong thuong va céc virut c6 vé ngoai, trong khi gan nhu khong c6 hidu qua gi
d6i v6i calicivirut & méo ma khong c6 vo (Tai lidu phi sang ché 1). Vi Iy do ndy, trong
c4c linh vuc nhu y té va didu dudng, va nganh cong nghiép thuc phim va do ubng, dang
¢6 nhu ciu vé chét sat tring chira olanexidin gluconat ¢6 nhidu hiéu qua hon véi phd

diét khuan rong hon.

Olanexidin thudc hop chit gdc monobiganit c6 cdu triic 1 biganit. Céc vi du vé
chét sat tring c¢6 ciing cu tric biganit tiéu biéu bao gdm clorhexidin, 12 hop chét gbc

bisbiganit, va polyhexametylen biguanit, 1a hop chit gdc polybiganit.

Clorhexidin 12 hop chét gdc bisbiganit ¢6 cdu tric 2 biganit trong mot phan ti.
Nhu v6i olanexidin, clorhexidin khé hoa tan trong nuée va tré nén dé tan khi & dang
gluconat, vi 1y do d6 né chii yéu duoc st dung & dang clorhexidin gluconat 1am san
phim duoc (Tai liéu phi sang ché 2). Clorhexidin gluconat, nhu v6i olanexidin gluconat,
cho thiy tic dong diét virut trén céc virut c6 vé ngoai, trong khi d6 khong c6 hidu qua
gl trén cac virut khong c6 vo ngoai (Tai liéu phi sing ché 3). Ngoai ra, clorhexidin
gluconat n dinh & 46 pH nam trong khoang tir 4 dén 6,5 va dugc biét dén 1a gy két taa
khi dung dich nuéc lodng c6 tinh kiém & d6 pH bang hodc 16n hon 8 va khong giy ra
khac biét giita cac tac dung diét khuén ngay ca khi do pH ting 1én (Tai lidu séng ché 2,
Tai liéu phi sang ché 2, va Tai liéu phi sang ché 4).

Mit khéc, polyhexametylen biganit, dwoc phén loai 1a hop chit gbc polybiganit,
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14 polyme ciia hexametylen biganit c6 chu tric 1 biganit trong mot don vi.
Polyhexametylen biganit cuc ki d& hoa tan trong nudc va c¢6 phd diét khuan rong, vi Iy
do d6 ma dung dich c6 tinh axit nhe cia né thudng hitu dung dé 1am chét tiét tring do
doc thap (Tai liéu phi sang ché 5 va Tai lidu phi sang ché 6). Ngoai ra, cac chét sat tring
polyhexametylen biganit dugc bdo cdo la c6 cac hoat tinh diét virut trén céac virut khong
¢6 vo ngoai (Tai lidu phi séng ché 7) va duge bao céo thém 13 1dm gia ting higu qua diét
khudn va hiéu qua diét virut khi do pH duoc tang 1én (Tai liéu phi sang ché 4 va Tai lidu
sang ché 3 va Tai liéu sang ché 4).
Danh muc tai liéu trich din
Tai lidu séang ché

[Tai liéu sang ché 1] Cong bd don yéu ciu clp bang doc quyén sang ché Nhat
Ban s6 2005-289959

[Tai lidu sang ché 2] Cong bb don yéu ciu cdp bang doc quyén sang ché Nhat
Ban s6 2007-217394

[Tai liéu sang ché 3] Cong bd don yéu cau cdp bang ddc quyén sang ché Nhat
Ban s6 2007-045732

[Tai liéu sang ché 4] Cong bd don yéu ciu cdp bang ddc quyén sang ché Nhat
Ban $6 2017-171606
Tai liéu phi sang ché

[Tai liéu phi sang ché 1] Tai liéu dinh kém “Olanexidine solution 1.5% antiseptic
applicator 10mL/25mL” (Thang Tam, 2015 c6 sua d6i)

[Tai liéu phi sang ché 2] Mau phéng van san pham duoc “Clorhexidine gluconate

solution” (Thang Bay, 2010 c6 stra d6i)
[Tai lidu phi sang ché 3] Clin Microbiol Rev.; 12(1): 147-179 (January, 1999)
[Tai liéu phi sang ché 4] Skin Pharmacol Physiol.; 28(3): 147-158 (2015)

[Tai liéu phi sang ché 5] Uy ban khoa hoc vé an toan ngudi tiéu ding “Opinion
on the safety of poly(hexamethylene) biguanide hydrochloride (PHMB)” (Thang Bay,
2015)

[Tai liéu phi sang ché 6] Tai liéu thong tin k¥ thuat khang khuin VANTOCIL IB
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[Tai liéu phi sang ché 7] Trang web “Arch Chemicals Reports that Studies
Confirm that Vantocil (TM) Product Controls Norovirus, a Leading Cause of Acute
Gastroenteritis”
(https://www.businesswire.com/news/home/20060113005294/en/Arch-Chemicals-
Reports-Studies-Confirm-Vantocil-TM)

Ban chét ki thuit clia sang ché
Vén & k¥ thuét can giai quyét

Muc dich cua sang ché 1a d& xuét ché pham khir tring c6 pham vi tng dung rong
hon bang cach ting cudng hon nita hiéu qua cla olanexidin gluconat, ma da dugc sir
dung lam chét sat tring diét khudn da c6 d6 an toan cao, va bang cich mo rong phb diét

khuan.
Céch thire giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché da tiép tuc thuc hién cac nghién ctru chuyén siu dé giai quyét
vén dé néu trén. Cac chét diét khudn thong thudng chira olanexidin gluconat dwgc phdi
tron dén do pH = 5 (Tai lidu phi sang ché 1) vi cac ché pham b6i 1én da thudong c6 tinh
axit nhe theo do pH (d6 pH nim trong khoang tir 4 dén 7) clia da va olanexidin ling
xudng & dang hop chét tu do khi duge trung hoa bang dung dich nuéce c6 tinh kiém (Tai
liéu sang ché 1), tuy nhién, c4c tic gia sang ché chu ¥ diéu ché ra dung dich c6 tinh kiém
chira olanexidin gluconat dé kidm dinh c4c hoat tinh ctia cAc chét diét khun niy va phat
hién ra ring c4c hiu qua diét khuan khong nhiing dwoc ting cudng ngoai mong doi ma
con cho thay ca hiéu qua dbi v6i cac virut khéng ¢é v6 ngoai ma ché phim cé tinh axit
nhe cta chung gin nhu khong c6 hiéu qua gi chdng lai cac virut khong ¢ vé ngoai do.
Ngoai ra, cdc téc gia sang ché x4c nhan rang viéc bo sung thém chat hoat dong bé mit
vao dung dich ¢6 tinh kiém chtra olanexidin gluconat lam tang cudng do on dinh. Sang

ché 13 dya trén céac phét hién trén day.
Cu thé hon, sang ché 14 nhu sau.

(1) Ché phim kh trung chira olanexidin gluconat, trong d6 ché pham khtr tring nay c6

tinh kiém.
(2) Ché phidm khtr tring theo muc (1), ¢6 d6 pH nam trong khoang tir 8 dén 11.
(3) Ché phdm khir tring theo muc (1) hogic muc (2), trong d6 nbng d6 clia olanexidin
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gluconat ndm trong khoang tir 0,01 dén 20% (khéi luong/thé tich).

(4) Ché pham khur tring theo muc bét ky trong sd cac muc tir (1) dén (3), chira nudc
va/hodc rugu khir trung.

(5) Ché pham khir tring theo muc (4), trong d6 ndng do ctia rwou khir tring nam trong
khoang tir 10 dén 85% (thé tich/thé tich).

(6) Ché pham khir tring theo muc (4) hodc muc (5), trong d6 rugu khit trang dugc chon
tir etanol va rugu isopropylic.

(7) Chét co rira chira ché pham khtr triing theo muc bét ky trong sd cac muyc tir (1) dén
(6).

Hiéu qua cé thé dat duoc cta sang ché

Theo ché phim theo sang ché, c6 thé san xudt ra chét sat tring c6 thé st dung
dugc trong céc linh vuc nhu y té va didu dudng, va nganh cong nghiép thuc pham va dd
ubng va co hiéu qua cao hon véi phé diét khuan rong hon.

MO ta vin tat cac hinh vé

Fig.11a biéu dd thé hién sttc manh diét khuén cua cac ché phém chira olanexidin
gluconat (d6 pH bang 5, 8 dén 10) trong Vi du 1 khang Mycobacterium fortuitum JCM
6387.

Fig.2 12 biéu dd thé hién strc manh diét khudn cta cac ché pham chira olanexidin
gluconat (d6 pH bang 5, 8 dén 10) trong Vi du 1 khang Mycobacterium chelonae JICM
6388.

Fig.3 1a bidu dd thé hién stitc manh diét khuan cta céc ché phém chira olanexidin
gluconat (d6 pH bang 5, 8 dén 10) trong Vi du 1 khang Microsporum canis NBRC
32464.

Fig.4 1a bidu dd thé hién hoat tinh diét virut (thwc khudn thé) ctia cac ché phim
chtra olanexidin gluconat (d¢ pH béng 5,7 dén 12) trong Vi duy 2 trén thuc khuén thé.

Fig.5 1a bidu d0 thé hién hoat tinh diét virut (thuc khuan thé) clia dang phdi tron
olanexidin chtta etanol trong Vi du 3 trén thuc khuén thé.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén ché pham khir tring chtra olanexidin gluconat va c6 tinh
4
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kiém. C6 tinh kidm duoc st dung & day c6 thé 1a ché pham bat ky ¢6 do pH cao hon 7
ma cac vi du bao gﬁ“)m, xét vé d6 doc va hoat tinh diét khudn ddi vai da, d6 pH cao hon
7 dén 12, d6 pH cao hon 7 dén 11,5, d6 pH cao hon 7 dén 11, do pH cao hon 7 dén 10,5,
va do pH cao hon 7 dén 10; t6t hon 1a d6 pH nam trong khoang tir 7,5 dén 12, d6 pH
nim trong khoang tir 7,5 dén 11,5, d6 pH nam trong khoang tir 7,5 dén 11, d6 pH nim
trong khoang tur 7,5 dén 10,5, va do pH nam trong khoang tur 7,5 dén 10; t8t hon nita 12
d6 pH nam trong khoang tur 8 dén 11,5, 46 pH nam trong khoang tir 8 dén 11, d6 pH
nim trong khoang tir 8 dén 10,5, d6 pH nam trong khoang tir 8 dén 10; tot hon nita 1a
do pH nam trong khoang tur 8,5 dén 11,5, dd pH nam trong khoang tur 8,5 dén 11, do pH
nim trong khoang tir 8,5 dén 10,5, va d pH nim trong khoang tir 8,5 dén 10; va t6t hon
nita 1a 46 pH nam trong khoang tir 9 dén 12, do pH nam trong khodng tir 9 dén 11,5, do
pH nim trong khoang tir 9 dén 11, 4 pH nim trong khoang tir 9 dén 10,5, va d6 pH
nim trong khoang tir 9 dén 10. Luu y ring ché phim theo sang ché 1a dung dich nudec.
Ngoai ra, trong phin md ta nay, cum tir “sat tring” va “diét khuan” c6 nghia 14 tidu diét

vi khuan, nam va/hoéc virut.

Chat diéu chinh d6 pH da biét bat ky c6 thé dugc str dung dé diéu chinh d6 pH,
ma céc vi dy bao gdm dung dich c6 tinh kiém nhu natri hydroxit, kali hydroxit, canxi
hydroxit, amoni carbonat, va kali carbonat, trong d6 natri hydroxit dugc uu tién. Ngoai
ra, ché phdm theo sang ché tuy ¥ duge diéu ché bang cach sur dung chét dém kiém, va
cac vi du vé chét dém duoc st dung bao g@)m chit dém axit boric-natri carbonat, chét
dém CAPS-NaOH, chit dém Bixin-NaOH, chat dém Glyxin-NaOH, chit dém Trixin-
NaOH, chit dém HEPPS-NaOH, chit dém TAPS-NaOH, chat dém Bixin-NaOH, va
chét dém HEPES-NaOH.

fo)ng dd cua olanexidin gluconat khong bi giéi han cu thé mién 1a hop chét nay
¢6 di hiéu qua diét khudn, nhung céc vi du bao gdm ndng d6 nam trong khoang tir 0,01
dén 20% (khdi lwong/thé tich), tbt hon 1a ndm trong khoang tir 0,1 dén 10% (khdi
lwong/thé tich), va tot hon nita 1a nim trong khoang tir 0,5 dén 5% (khéi lugng/thé tich).
Khi rugu khir tring mé ta sau dugc sir dung dong thoi, thi cac vi du vé ndng d6 nay bao
gdm ndng d6 ndm trong khoang tir 0,01 dén 10 % (khdi lwgng/thé tich), t6t hon 1a nam
trong khoang tir 0,1 dén 7% (khdi lugng/thé tich), t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir
0,5 dén 5% (khéi lwong/thé tich), va t&t hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,5 dén 3%
(khdi lwgng/thé tich).
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Ché phém theo sang ché c6 hoat tinh diét khudn duoc tdng cuong nhiéu hon trén
nim soi va vi khudn chiu axit, dic biét 1a vi khuén thudc chi Microsporum va vi khun
thudc chi Mycobacterium. Ngoai ra, ché phdm nay ciing c¢6 hoat tinh diét virut t&t tham
chi trén cac virut khong cé vo ngoai, dic biét 1a cac virut thudc ho Caliciviridae (cac
virut thudce chi Norovirus), ma dua trén chung cic chat sat trung chira olanexidin

gluconat thong thuong khong thé bat hoat dugc.

Ché phim theo sang ché con tity y chura rugu khir tring dé tao ra hoat tinh diét
khuén va truyén kha ning kho nhanh. Céc vi du vé ruou khtr triing trong ban md ta tot
hon 12 bao gdm etanol va ruou isopropylic, va cac vi du vé ndng do ruou khir triing bao
gdm ndng d6 nam trong khoang tir 10 dén 85% (thé tich/thé tich), ndm trong khoang tir
20 dén 85% (thé tich/thé tich), nim trong khoang tir 30 dén 85% (thé tich/thé tich), nAm
trong khoang tir 40 dén 85% (thé tich/thé tich), nim trong khoang tir 50 dén 85% (thé
tich/thé tich), ndm trong khoang tir 10 dén 80% (thé tich/thé tich), nim trong khoang tir
20 dén 80% (thé tich/thé tich), nim trong khoang tir 30 dén 80% (thé tich/thé tich), ndm
trong khoang tir 40 dén 80% (thé tich/thé tich), nim trong khoang tir 50 dén 80% (thé
tich/thé tich), ndm trong khoang tir 10 dén 70% (thé tich/thé tich), ndm trong khoang tir
20 dén 70% (thé tich/thé tich), nim trong khoang tir 30 dén 70% (thé tich/thé tich), nAm
trong khoang tir 40 dén 70% (thé tich/thé tich), va nim trong khoang tir 50 dén 70% (thé
tich/thé tich). Ché phim theo sang ché c¢6 thé vé co ban khong chtra rugu khir tring.
Viée chira ca ruou khir tring khién cho ¢6 thé diéu ché ra chét sét tring khd nhanh c6
ca tac dung tao ra cac hoat tinh diét khudn nho ruogu khi trung va tac dung duy tri hoat
tinh diét khun nhd olanexidin gluconat. Ngoai ra, khi cac hoat tinh diét khuén dugc tao
ra nhd rugu khir tring, thi ndng do cia olanexidin gluconat c6 thé dugc lam giam. Céc
vi du v& ty 16 ndng do cta olanexidin gluconat ddi véi rugu khir tring bao gbm ty 18
ndng do tir 1:400 dén 1:20, tbt hon 1a tir 1:300 dén 1:30, va tét hon nita 13 tir 1:200 dén
1:40.

Ché phém theo sang ché ¢6 thé con chira chat diét khuan da biét. Cac vi du vé
chét diét khuin bao gdm mudi benzalkoni nhu benzalkoni clorua va benzalkoni alkyl
phosphat, benzethoni clorua, triclosan, isopropyl metylphenol, xetylpyridin clorua,
resorxin, triclocarbanilit, clorhexidin  hydroclorua, clorhexidin  gluconat,
polyhexametylen biganit, natri hypoclorit, hydrogen peroxit, povidon iot, va cdn iot.

Céc chét diét khuén nay tiy v duoc sit dung don 1é hodc 2 hodc nhiéu hon hai chat diét
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khuén c6 thé duge sir dung két hop.

Ché phim theo sang ché c6 thé con chira cht hoa tan da biét. Cac vi du vé chét
hoa tan bao gém chit hoat dong bé mat khong ion, chét hoat dong bé mit ion,
etylendiamin, natri benzoat, nicotinamit, xyclodextrin, etanol, rwou benzylic, va
propylen glycol. Cac vi du vé chit hoat dong bé mit ion t6t hon 13 bao goém alkyl
dimetylamin oxit nhu oleyl dimetylamin oxit, stearyl dimetylamin oxit, palmityl
dimetylamin oxit, myristyl dimetylamin oxit, lauryl dimetylamin oxit, va alkyl
dimetylamin oxit ddu dira, trong s6 d6 lauryl dimetylamin oxit dwgc wu tién. Cac vi du
vé chét hoat dong bé mit khong ion bao gdm este clia axit béo sorbitan, este clia axit
béo polyoxyetylen sorbitan, polyoxyetylen alkyl ete, polyoxyetylen polyoxypropylen
alkyl ete, polyoxyetylen polyoxypropylen glycol, este ciia axit béo polyglyxeryl, diu
thiu dau duoc hydro hoa polyoxyetylen, va este clia axit béo sucroza, trong s6 do
polyoxyetylen polyoxypropylen glycol, polyoxyetylen alkyl ete, va polyoxyetylen
polyoxypropylen alkyl ete dugc uu tién. Cac vi dy vé polyoxyetylen polyoxypropylen
glycol bao gém polyoxyetylen(42) polyoxypropylen(67) glycol (Pluronic (R) P-123),
polyoxyetylen(54)  polyoxypropylen(39) glycol  (Pluronic (R)  P-85),
polyoxyetylen(196)  polyoxypropylen (67) glycol (Pluronic (R) F-127),
polyoxyetylen(3) polyoxypropylen(17) glycol (Pluronic (R) L-31), polyoxyetylen(20)
polyoxypropylen(20)  glycol ~ (Pluronic ~ (R) L-44), polyoxyetylen(120)
polyoxypropylen(40) glycol (Pluronic (R) F-87), va polyoxyetylen(160)
polyoxypropylen(30) glycol (Pluronic (R) F-68), trong s6 d6 polyoxyetylen(20)
polyoxypropylen(20) glycol (Pluronic (R) L-44) dugc uwu tién. Cac vi du vé
polyoxyetylen alkyl ete bao gdm polyoxyetylen xetylete, polyoxyetylen oleyl ete, va
polyoxyetylen lauryl ete (lauromacrogol), vdi polyoxyetylen lauryl ete (lauromacrogol)
duoc dic biét vu tién. Ngoai ra, cac vi du vé polyoxyetylen polyoxypropylen alkyl ete
bao gdm polyoxyetylen(20) polyoxypropylen(4) xetylete, polyoxyetylen(30)
polyoxypropylen(6) dexyltetradexyl ete, polyoxyetylen(25) polyoxypropylen(25) lauryl
ete, voi polyoxyetylen(20) polyoxypropylen(4) xetylete dugc ddc biét uu tién. Nong do
cta chit hoa tan c6 thé 12 ndng d6 ngan chin dugc viée olanexidin gluconat két tia va
khong lam gidm hoat tinh diét khuén va thuong duge xéc dinh theo néng dd cua

olanexidin gluconat nam trong khoang ndng d6 tir 0,1 dén 30% (khdi lwgng/thé tich).
Ché pham theo sang ché tity ¥ chira chit chéng viém, chét tao Am, chat lam mém,
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chat cai thién ti€p xuc, va chat lam dic.

Céc vi du v& chit chéng viém bao gdbm phan chiét cam thao, axit glycyrrhetinic,
dikali glycyrhrizinat, stearyl glycyrrhetinat, tocopherol axetat, alantoin, va phan chiét 16
hoi.

Vi du v& chét tao 4m bao gbm axit amin, este cta axit béo, axit pyrolidon
carboxylic, natri pyrolidon carboxylat, natri lactat, axit hyaluronic, natri hyaluronat, N-
cocoyl-L-arginin etyl este-DL-pyrolidon carboxylat, ure, sorbitol, trehaloza, 1,3-butylen

glycol, propylen glycol, poloxame (Pluronic (R) F-68, v.v.), va glyxerin.

Céc vi du vé chit lam mém bao gdm este ctia axit béo nhu isopropyl myristat,
isopropyl palmitat, isopropyl stearat, isobutyl oleat, va isobutyl maleat, va 1 este cua

axit béo don 1é hodc 2 hogc nhidu hon hai trong sé d6 c6 thé dugc bao gdm.

Cac vi du vé chat cai thién tiép xtc bao gdbm hop chat goc silicon nhu

dimetylpolysiloxan va silicon vong.

Céc vi du v& chét lam dic bao gdm dan xuét xenluloza nhu hydroxyetyl
xenluloza, hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza ky nuéc, metyl
xenluloza, va carboxymethyl xenluloza, axit (meth)acrylic bazo copolyme, rugu
polyvinylic, polyvinylpyrolidon, metyl vinyl ete-maleic anhydrit copolyme,
polyacrylamit, axit alginic, natri alginat, propylen glycol alginat, gelatin, gdm arabic,
gbm tragacanth, gobm minh quyét (locust bean gum), gobm guar, gdm cdy me, gom

xanthan, gom gellan, va carrageenan.

Ché phdm theo sang ché c6 thé tot hon 12 dugc sir dung nham muc dich sét tring
cac bé mit dung cu cua cac dung cu 'y té, dung cu néu nudng, va thiét bi diéu dudng, va
bé mat da nhu tay va ngon tay. Ché phdm theo séng ché tuy ¥ duoc sir dung dudi dang
w6t dim trong gidy, vai, vai khong dét, gac bong, hodc bong tham hit, hodc nhu dugc
lam dﬁy trong thiét bi chuyén dung dé boi, hodc & dang chét co rira hodc chat tiy rua,
nhung ché phim theo séang ché tét hon 13 duge sir dung lam chét co rira. Chét co rira &
day c6 nghia 1a ché phdm kiéu co rira kho nhanh, va chét tAy rira c6 nghia 1a ché phdm
thu duogce béng cach tron chét diét khuén/chét séat trung va chét hoat dong bé mit ¢ tac
dung co rira. Luu ¥ réng khi ché phdm theo sang ché duogc sir dung dé sat tring cac ngén
tay ctia c4 hai tay, luong thuong duge str dung trong moi 1an sat tring nam trong khoang
tir 1 dén 5mL, t8t hon 1a ndm trong khoang tir 1,5 dén 4,5mL, t&t hon nita 1 nim trong
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khoang tir 2 dén 4mlL, va t6t hon nira 12 nim trong khoang tr 2,5 dén 3,5mL, va cac vi
du v& s6 14n st dung trong mdi ngay bao gdm, xét vé do ddc véi da, trong khoang 100
1an, t&t hon 14 trong khoang 80 14n, t&t hon nita 13 trong khoang 60 1an, va t6t hon nita

1a trong khoang 40 I4n.
Vi du thye hién sang ché

Sau déy, sang ché s& dugc mo ta cu theé hon dya trén céc vi duy, nhung pham vi

k¥ thuét ctia sang ché khong bi gii han & do.
Vidul
1. Strc manh diét khuin chéng nim va mycobacteria khong phai mycobacteria bénh lao

Stc manh diét khudn cua ché phdm chira olanexidin gluconat (46 pH bang 5, 8
dén 10) chdng nédm soi va mycobacteria khong phai mycobacteria bénh lao, ma da biét
]a gdy ra cac bénh lay nhiém, dugc dénh gid béng thir nghiém tiéu diét theo thoi gian

(Time-kill test).

1-1 Nguyén liéu thtr nghi€ém va phuong phép
1-1-1 Céc chit thi nghiém

(1) Chét can duoc thir nghiém 1

Tén: Dang phéi tron olanexidin d6 pH = 5

Hop phan:  Olanexidin gluconat 1,5% (khdi lwong/thé tich)
Pluronic L-44 1,08% (khdi luong/thé tich)

Chét diéu chinh do pH (natri hydroxit, glucono-3-lacton)

vua du
Nuéc tinh khiét vira du
DopH=5
(2) Chét can duoc thir nghiém 2
Tén: Dang phéi trén olanexidin do pH = 8
Hop phén: Olanexidin gluconat 1,5% (khdi lwong/thé tich)
Pluronic L-44 1,08% (khdi lugng/thé tich)
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HEPES 0,1% (khéi lwong/thé tich)

Chét diéu chinh d6 pH (natri hydroxit, glucono-8-lacton)

vira du
Nuéc tinh khiét vira di
Po pH =8
(3) Chét can dugc thir nghiém 3
Tén: Dang phéi tron olanexidin d§ pH =9
Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khéi lugng/thé tich)
Pluronic L-44 4,08% (khdi lwong/thé tich)
Glyxin 0,1% (khéi lugng/thé tich)

Chét diéu chinh do pH (natri hydroxit, glucono-8-lacton)

viua da
Nuéc tinh khiét vira dit
bopH=9
(4) Chét can dugc thir nghiém 4
Tén: Dang phdi tron olanexidin do pH = 10
Hop phéan: Olanexidin gluconat 1,5% (khéi lwong/thé tich)
Pluronic L-44 16,08% (khéi lwong/thé tich)
Glyxin 0,1% (khdi lwong/thé tich)

Chét diéu chinh dd pH (natri hydroxit, glucono-3-lacton)

vira da
Nuéc tinh khiét vira du
Do pH =10
(5) Chét d6i chtng
Tén: Bazo d§ pH = 10
Hop phan: Pluronic L-44 1,08% (khdi lwgng/thé tich)
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Glyxin 0,1% (khéi luegng/thé tich)
Chét diéu chinh d6 pH (natri hydroxit, glucono-8-lacton)
vira du

Nude tinh khiét vira du

bopH=10
1-1-2 Mbi truong
(1) bia 7H10

19¢g thach Difco Middlebrook 7H10 (56 hiéu san phém: 262710, dugc san xuét
bdi Becton, Dickinson and Company) duge bd sung SmL glyxerol (s6 hiéu san phim:
070-04941, dugc san xuét bdi Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va 900mL nuéc
tinh khiét va duoc khudy. M6i truong nay duoc tiét tring bang hoi nuée trong didu kién
ap suat (121°C, 20 phut). Sau khi tiét tring, moi truong nay duge 14y ra tir mdy tiét tring
ap suét hoi nuée, duoc lam mat xubng nhiét do ndm trong khoang tir 50 dén 55°C kém
khudy, va sau d6 100mL BBL Middlebrook OADC Enrichment (s6 hiéu san pham:
212240, dugc san xuét boi Becton, Dickinson and Company) dugc bd sung vao va dugc
khudy. Khoang 20mL mbi thach, truéc khi dic lai, dugc phan tén trong céc dia petri va

duoc dé cho hoa rén.
(2) bia SAB

65g moi truong thach Sabouraud “Nissui” (sé hiéu san ph'?lm: 05701, dugc san
xut béi NISSUI PHARMACEUTICAL CO., LTD.) dugc bd sung 1000mL nuéc tinh
khiét va dugc khudy. Moi truong nay dugc tiét tring bang hoi nudc trong diéu kién 4p
suét (121°C, 20 phut). Khoang 20mL mdi thach, trude khi dic lai, dugce phan tan trong

cac dia petri va dugc dé cho hoa ran.
(3) bia SABLP

73g moi trudong thach Sabouraud-Dextrose LP “DAIGO” (ma hiéu san pham:
392-01875, duoc san xuat bdi NITHON PHARMACEUTICAL CO., LTD.) dugc b6 sung
1000mL nuée tinh khiét va dugc khudy. Mi truong nay dugc tiét tring bang hoi nuéc
trong diéu kién ap sudt (121°C, 20 phut). Khoang 20mL mdi thach, truéc khi dic lai,

dugc phan tan trong céc dia petri va dugc dé cho hoa ran.

11
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1-1-3 Chét trung hoa

Khoang 800mL nudc cit duge bd sung 100g polysorbat 80, 5,0g natri thiosulfat
hydrat, 0,4g kali dihydro phosphat, ImL Triton X-100, 10,1g dinatri hydro phosphat
khan, va 11,7g lexithin dau nanh va dugc khuéy. Ngoai ra, 10,0g Tamol (R) NN8906
duoc bod sung vao, va dugc gia nhiét va duge khuéy cho dén khi hoa tan. Sau khi hoa
tan, dung dich natri hydroxit Imol/L dugc bd sung vao dé diéu chinh d6 pH dén khoang
tir 7,8 dén 7,9. Nudce cét duogc bd sung vao cho dén khi téng lugng béng 1000mL, va sau

d6 budc tiét trung bang hoi nude trong diéu kién 4p suét duoc tién hanh.
1-1-4 Céc vi sinh vat thir nghiém

D61 vé6i cac vi sinh vat thir nghiém, ndm soi Microsporum canis NBRC 32464,
vi khuén chiu axit Mycobacterium chelonae ICM 6388 va Mycobacterium fortuitum
JCM 6387 dugc st dung. Mai vi sinh vat thir nghiém nay dugc nuoi céy O trén dia 7H10
(Mycobacterium chelonae va Mycobacterium fortuitum) hodc dia SAB (Microsporum
canis), va sau dé dugc tao huyén phu trong nugc cit dé tao ra dung dich vi sinh vt thi
nghiém chira McFarland No.1 (Mycobacterium chelonae va Mycobacterium fortuitum)

hodc chira McFarland No.5 (Microsporum canis).
1-2 Thir nghiém déanh gia sttc manh diét khuén
1-2-1 Do s6 lugng té bao sdng st ban dau (Mycobacterium chelonae va Mycobacterium

fortuitum)

(1) 3mL nuéce cat dugc bd sung 150uL dung dich vi sinh vat thtr nghiém va duoc

tron.

(2) Ngay lap tirc, 50uL hdn hop vi khuén dugc bd sung vao 4,95mL chét trung
hoa va dugc tron. Hon hop nay dugc didu ché thanh phan pha lodng hé s6 10? 1an.

(3) 0,3mL phan pha lodng hé s 10? 1dn nay dugc b6 sung vio 2,7mL chét trung
hoa dé pha loang 10 lan. Budc pha loing dugc 13p lai thém bang ciing mét thao tac dé
san xuét ra day pha lodng gap 10 lan (tbng cong 3 giai doan pha lodng hé sd tir 102 dén
104 1an).

(4) 100uL mdi phan pha lodng hé s6 10? d¢én 10* 1an duoc phén tan 1én trén dia
7H10 va duge phét 1én kinh. Cac bude tir (2) dén (4) duge thyuc hién trong vong 30 phit.

(5) Pia kinh phét dugc 14t nguoe va céc té bao duge nudi cdy cho dén khi budc

12
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dém cum khuan c¢6 thé duoc thuc hién.

(6) Céc cum khudn sinh truéng trong dia kinh phét duge dém bang mét thudong
va s6 luong cac cum khuan dugc nhan véi hé sb pha loang dé tinh s6 lwong té bao séng
s6t (CFU/mL). Tuy nhién, cac dia kinh phét trong dé s6 lugng cac cum khuédn 13 qua
nhiéu dé phén biét cadc cum khuin vé6i nhau dugc xac dinh 1a qué nhiéu dé dém dugc

TNTC (too numerous to count) va khong dugc dém.

1-2-2 Do s lugng té bao séng sot sau khi cac chit thir nghiém tac dong (Mycobacterium

chelonae va Mycobacterium fortuitum)

(1) 3mL chét thir nghiém duogc b sung 150uL dung dich vi sinh vét thir nghiém
va duoc tron. Bang cach st dung hdn hop nay lam dung dich phan ting, thi phan ting
duoc tién hanh & nhiét d6 phong.

(2) Sau khi dé phan tng tiép dién trong mot khoang thoi gian dinh trudec, thi S0pL
dung dich phan tng dugc chiét, ma 4,95mL chét trung hoa dugc bd sung vao dé va dugc
tron. Hon hop nay duoc didu ché thanh phﬁn pha lodng hé s6 10? 1an.

(3) 0,3mL phan pha lodng hé sé 10% 1an nay duoc bd sung vao 2,7mL chit trung
hoa dé pha lodng 10 1in. Budc pha lodng duge lap lai thém bing cling mt thao tac dé
san xuét ra day pha lodng gép 10 l4n (3 giai doan trong tbng cong cac phan pha lodng
hé sb tir 10% dén 10* 1an).

(4) 100pL mdi phan pha lodng hé s6 102 dén 10* 1an dwgc phan tén 1én trén dia
7H10 va duoc phét 1én kinh.

(5) Dia kinh phét duoc 14t nguoc va cac té bao duge nudi ciy cho dén khi buéc
dém cum khuin c6 thé dugc thuc hién.

(6) Cac cum khuén sinh truong trong dia kinh phét dugc dém bang mét thuong
va sb luong cac cum khudn dugc nhan véi hé $6 pha lodng dé tinh sb lwong té bao séng
sot (CFU/mL).

1-2-3 Do sb luong té bao sdng sot ban dau (Microsporum canis)
(1) 3mL nudc cat duge bd sung 150pL dung dich vi sinh vat thir nghiém va duoc

tron.

(2) Ngay lap tte, 500uL dung dich hdn hop vi sinh vat dugc bd sung vao 4,5mL
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chét trung hoa va dugc tron. Hon hop nay dugc diéu ché thanh phén pha lodng hé s6 10!

Y
A

lan.

(3) 0,3mL phan pha lodng hé s 10" 1an nay dugc bd sung vao 2,7mL chit trung
hoa dé pha lodng 10 1an. Budc pha loang dugc lip lai thém bing cling mot thao tac dé
san xuét ra ddy pha loang gép 10 1an (tdng cong 3 giai doan pha loing hé s6 tir 10! dén
10° 14n).

(4) 100pL mdi phan pha lodng hé sé 10" dén 10° 14n duoc phén tan 1én trén dia
SABLP va duogc phét 1én kinh. Céc budc tir (2) dén (4) duge thyuc hién trong vong 30
phut.

(5) bia kinh phét duogc 14t ngugce va céac té bao duoc nubdi céy cho dén khi buée

dém cum khuan c¢6 thé dugc thuc hién.

(6) Céc cum khudn sinh truéng trong dia kinh phét duoc dém bang mat thuong
va s6 lugng cac cum khuén dugc nhan v6i hé sb pha lodng dé tinh s6 luong té bao sbng
s6t (CFU/mL). Tuy nhién, c4c dia kinh phét trong d6 sb lwong cac cum khuan qué nhiéu

dé phén biét cac cum khuén vé6i nhau duge xac dinh 14 TNTC va khong duge dém.
1-2-4 Do s6 lugng té bao sdng s6t sau khi chét thir nghiém tac dong (Microsporum canis)

(1) 3mL chét thir nghiém dugc bd sung 150uL dung dich vi sinh vt thir nghiém
va duge trén. Bang cach st dung hdn hop nay lam dung dich phan tmg, thi phan tng

duoc tién hanh ¢ nhiét do6 phong.

(2) Sau khi dé phan ung tiép dién trong mot khoang thdi gian dinh trudc, thi
500uL dung dich phan tng duoc chiét, ma 4,5mL chét trung hoa dugc bd sung vao d6

va duge tron. Hon hop nay duoc didu ché thanh phan pha loang hé s 10! lan.

(3) 0,3mL phén pha logng hé s6 10" 1an nay dugc bd sung vio 2,7mL chét trung
hoa dé pha lodng 10 1an. Budc pha lodng duoc 13p lai thém bang cung mdt thao tac dé
san xuét ra day pha loang gip 10 lan (téng cong 3 giai doan pha lodng hé sd tir 10! dén
10° 14n).

(4) 100pL mdi phén pha loang hé s6 10! dén 10° 1an dwgc phan tan 1én trén dia
SABLP va dugc phét 16n kinh.

(5) Dia kinh phét duoc 14t nguoc va céc té bao duge nudi cdy cho dén khi budc
dém cum khudn c6 thé duogc thuc hién.
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(6) Cac cum khuén sinh truéng trong dia kinh phét duoc dém bang mat thuong
va s& luong cac cum khuan duge nhan véi hé s6 pha lodng dé tinh s lugng t& bao séng

sot (CFU/mL).
1-2-5 Cong thire tinh chi s6 giam Logio (LR)
LR=A-B
A: Gia tri trung binh cua s6 lugng té bao séng sét ban dau (gia tri logarit théng thudng)

B: S6 lwong té bao sbng sot sau khi mdi chit thir nghiém tac dong (gid tri logarit thong

thuong)

Dbi v6i Mycobacterium chelonae va Mycobacterium fortuitum, thi ty 18 tron cla
dung dich phan tng so v&i chit trung hoa 1a 1:99 va lugng phét 1én kinh 1a 100uL, vi
thé ma giéi han phat hién nhé nhét cta sb lugng té bao séng sét 1a 1000 CFU/mL (3
trong gié tri logarit thong thudong). Ngoai ra, dbi voi Microsporum canis, thi ty 18 tron
ctia dung dich phan Gng so vi chét trung hoa 13 1:9 va lugng phét 1én kinh 1 100uL, vi
thé ma gi6i han phat hién nhé nhét cta sb luong té bao séng sot 1a 100 CFU/mL (2 trong
gié tri logarit théng thuong). Khi cum khuén khong duoc phat hién ra, thi gi6i han phat

hién nho nhit duge chdp nhan va LR duoc biéu thi bang ddu bt dang thic “>«,
1-3 Két qua

Céc két qua duoc thé hién trong cac bang tir Bang 1 dén Bang 3 va céac hinh vé

tir Fig.1 dén Fig.3 dudi day.
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Béang 1

Strc manh diét khudn khéang vi khuén chiu axit Mycobacterium fortuitum JCM 6387

Heé sb giam Logio (gié tri trung binh £+ SD)

Chat thir nghiém 5 phitt (n = 3) |10 phiit (n = 6)] 15 phtit (n = 3)
Dang phéi tron olanexidin d0 pH=5 | 0,83 +0,24 1,28 +£0,33 1,94 + 0,26
Dang phéi tron olanexidin d0 pH=8 | 2,08 +0,38 3,18+ 0,25 3,40+ 0,00
Dang phéi tron olanexidin d0 pH=9 | 2,18 £0,28 2,51+0,16 3,06 £ 0,60
Dang phéi tron olanexidin 40 pH =10| 1,67 + 0,24 2,13+ 0,30 2,51+0,55

Bazo do pH =10 0,00 £ 0,02 0,02+ 0,15 0,06 +0,13

Bang 2

Strc manh diét khuén khang vi khuén chiu axit Mycobacterium chelonae JCM 6388

16/29

Heé sb giam Logio (gi4 tri trung binh + SD, n =
Chét thir nghiém 3)
5 phut 10 phut 15 phut
Dang phéi tron olanexidin d§ pH =5 0,12+0,38 0,24 +0,32 0,62 +0,53
Dang phéi tron olanexidin do pH = 8 1,62 £ 0,65 2,02 +0,55 2,24 +0,17
Dang phéi tron olanexidin d pH =9 0,68 0,40 1,00 £ 0,24 2,24 +0,17
Dang phoi trdn olanexidin d§ pH = 10 0,08 +£0,10 0,53 £ 0,42 0,94 £ 0,22
Bazo do pH =10 -0,37 £0,23 -0,09 +£0,22 | -0,17 £0,20

Bang 3

Strc manh diét khudn khang nam soi Microsporum canis NBRC 32464

Hé s giam Logio (gi4 tri trung binh + SD, n =

Chét thir nghiém 3)
15 gidy 30 gidy 60 gidy
Dang phéi tron olanexidin do pH =5 0,29 + 0,04 0,44 + 0,03 0,86 = 0,05
Dang phéi tron olanexidin do pH = 8 2,23 +£0,35 >2,57 > 2,57
Dang phdi tron olanexidin dd pH=9 | 2,47 +0,17 >2.57 >2.57
Dang phéi tron olanexidin d pH =10 | 2,23 £0,35 2,37+ 0,35 >2,57
Bazo 6 pH =10 -0,07 £ 0,04 0,02 + 0,06 0,07 +£0,03

Céc két qua & trén cho thiy ring, trong tit ca cac vi sinh vat thir nghiém, strc

manh diét khuén cta cac dang phdi tron olanexidin & d6 pH nam trong khoang tir 8 dén

10 1a manh hon so véi dang phéi tron olanexidin & d6 pH = 5. Luu ¥ rang sttc manh diét

khuén cta dang phdi tron olanexidin & d6 pH = 10 bi lam giam nhiéu hon so véi dang

phéi tron olanexidin ¢ d pH = 8, ma diéu nay dugc cho r%mg hoat tinh nay bi ngan chén

do Pluronic L-44 duoc bd sung lam chét hoa tan.

Vidu2

2. Tac dong cua dang phdi tron olanexidin dén thé an vi khuin MS2

Thé an vi khuin MS2 dugc biét dén 1a 6 tinh khang céc chét st tring va duoc

str dung cho thir nghiém thay thé nhu tac dong diét virut noro clia céc chat sat tring. Vi
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Iy do nay, cac tic dung diét virut ciia dang phdi tron olanexidin dugc didu ché bang cach
lam thay ddi do pH va cht sat tring ban trén thi trudng dbi véi virut duge dénh gia bing

thir nghiém st dung thé an vi khudn MS2.

2-1 Nguyén liéu thtr nghiém va phuong phap

2-1-1 Céc chét thir nghiém

(1) Chét can dugc thir nghiém 1

Tén: Dang phéi trdn olanexidin do pH =5

Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khi luong/thé tich)
Pluronic L-44 1,08% (khéi luong/thé tich)

Chét didu chinh do pH (natri hydroxit, glucono-3-lacton)

vira da
Nuéc tinh khiét vira di
Do pH=5
(2) Chét can dugc thir nghiém 2
Tén: Dang phdi tron olanexidin d6 pH =7
Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khéi lugng/thé tich)
Pluronic L-44 1,08% (khdi lwong/thé tich)
HEPES 0,1% (khdi luong/thé tich)

Chét diéu chinh d pH (natri hydroxit, glucono-8-lacton)

vira da
Nuéc tinh khiét vira du
PopH="7
(3) Chét can duoc thir nghiém 3
Tén: Dang phéi tron olanexidin do pH =8
Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khéi lugng/thé tich)
Pluronic L-44 1,08% (khéi leong/thé tich)
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HEPES 0,1% (khoi lugng/thé tich)

Chét diéu chinh d6 pH (natri hydroxit, glucono-3-lacton)

vira du
Nuéc tinh khiét vira du
bopH=28
(4) Chét cin dugc thir nghiém 4
Tén: Dang phdi tron olanexidin do pH = 8,5
Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khéi luong/thé tich)
Pluronic L-44 1,08% (khdi lwong/thé tich)
L-Histidin 0,1% (khdi luong/thé tich)

Chét diéu chinh d pH (natri hydroxit, glucono-8-lacton)

vira du

Nude tinh khiét vira d
DbopH=28,5

(5) Chét can duoc thir nghiém 5

Tén: Dang phéi trén olanexidin d6 pH =9

Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khéi luong/thé tich)
Pluronic L-44 4,08% (khéi lugng/thé tich)
Glyxin 0,1% (khéi lugng/thé tich)

Chét diéu chinh d pH (natri hydroxit, glucono-3-lacton)

vira du
Nude tinh khiét vira du
bopH=9
(6) Chét can dugc thir nghiém 6
Tén: Dang phéi tron olanexidin d6 pH = 9,5
Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khéi lwong/thé tich)
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Pluronic L-44 10,08% (khdi lwong/thé tich)
Glyxin 0,1% (khdi luong/thé tich)

Chét diéu chinh d6 pH (natri hydroxit, glucono-8-lacton)

via du
Nuée tinh khiét vira du
bopH=9,5
(7) Chét can dugc thi nghiém 7
Tén: Dang phéi tron olanexidin d6 pH = 10
Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khéi lugng/thé tich)
Pluronic L-44 16,08% (khbi luong/thé tich)
Glyxin 0,1% (khdi lugng/thé tich)

Chét diéu chinh d6 pH (natri hydroxit, glucono-8-lacton)

vira da
Nuéc tinh khiét vira du
Do pH =10
(8) Chét can dugc thi nghiém 8
Tén: Dang phéi tron olanexidin do pH =12
Hop phan: Olanexidin gluconat 1,5% (khoi lwgng/thé tich)
Pluronic L-44 26,08% (khéi lwong/thé tich)
L-arginin 0,1% (khoi lugng/thé tich)

Chét diéu chinh d6 pH (natri hydroxit, glucono-3-lacton)

vira da
Nuéc tinh khiét vira du
Do pH = 12
(9) Chét dbi chting

Tén/tén viét tit: Etanol khtr tring “Kenei”/EtOH 70%
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Nha san xuit va nha phan phdi: KENEI Pharmaceutical Co., Ltd.
Hop phan: Ham luong etanol (C2HsO) ndm trong khoang tir 76,9 dén 81,4% (thé tich/thé
tich).
2-1-2 Mot truong
(1) Mbi truong long 702

1L nuée tinh khiét dugc bd sung 10g Polypepton, 2g phan chiét ndm men, va lg
MgS04¢7H20 va duge tiét tring bang hoi nude trong didu kién 4p suat (121°C, 20 phat).
(2) Mbi trudong thach mém

0,5L nué6c tinh khiét duge bd sung 5g Polypepton, 1g phan chiét ndm men, 0,5

MgS0427H,0, va 3,5g thach tir m6i truong va duoc tiét trung bang hoi nuée trong didu
kién ap suét (121°C, 20 phut).

(3) Dia thach

64g mdi trudong thach trypto-soya (mdi trudng thach SCD) “Nissui” dugc bd sung
1,6L nudce tinh khiét va dugc khuéy. Moi truong nay duge ti€t trung béng hoi nuéce trong
diéu kién ap sut (121°C, 20 phut). Khoang 20mL mdi thach, trudce khi dic lai, duoc

phan tan trong céc dia petri va dugc dé cho hoa ran.
2-1-3 Chét trung hoa

Khoang 800mL nudc cit duoc bd sung 100g polysorbat 80, 5,0g natri thiosulfat
hydrat, 0,4g kali dihydro phosphat, ImL Triton X-100, 10,1g dinatri hydro phosphat
khan, va 11,7g lexithin ddu nanh va duogc khuéy. Ngoai ra, 10,0g Tamol (R) NN8906
duoc bd sung vao, va dugc gia nhiét va duoc khudy cho dén khi hoa tan. Sau khi hoa
tan, dung dich natri hydroxit 1mol/L dwoc bd sung vao dé diéu chinh d6 pH dén khoang
tir 7,8 dén 7,9. Nude cit duoc bd sung vao cho dén khi tdng lwong bang 1000mL, va sau

d6 budc tiét tring bang hoi nude trong diéu kién ap suét duoc tién hanh.
2-1-4 Thé an vi khuén va vét chu

(1) Thé an vi khuan

Tén/tén viét tat: Thuc khuén thé Escherichia coli Ms2/thuc khuin thé MS2

Ngudn cung cip: Vién Cong nghé va Danh gia Cong nghé sinh hoc Quéc gia (National
Institute of Technology and Evaluation Biotechnology Center - NBRC)
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S6 hiéu NBRC 102619
(2) Vat chu

Tén/tén viét tit: Escherichia coli (Migula 1895) Castellani va Chalmers 1919/E.coli
NBRC13965

Ngudn cung cip: NBRC

S6 hi¢u NBRC 13965

2-2 Phuong phép thtr nghiém
2-2-1 Vat chu

E. coli NBRC 13965 bao quan trong moi trudng casiton dugce chy truyén trong
5mL x 4 moi trudng long 702 va duge nudi cdy bang cach lic & nhiét d6 35°C qua dém.
Céc té bao duge bd sung vao 180mL méi trudng 1ong 702 va dugc nudi ciy thém bang
cach l4c trong 3 gio dé sir dung méi truong nudi cay thu duge bang cach lic dudi dang

chét 16ng nudi cly vét chiL.
2-2-2 Dung dich thuc khuén thé

Dung dich thuc khudn thé dugc diéu ché dén khoang 6 x 102 PFU/mL theo
phuong phap thong thuong duge st dung.

2-2-3 Thir nghiém diét virut (thuc khuan thé)

(1) 475uL chat thir nghiém duge bd sung 25uL dung dich thyre khuan thé. Ngoai
ra, 25uL dung dich thue khudn thé nay duge bd sung vao 475uL nuéce cAt 1am dung dich

tac dong dbi chung.

(2) Tac dong nay duoc dé tiép dién ¢ nhiét d6 phong trong 30 gidy, 1 phut va 3
phut. Dung dich tac dong d6i chimg chi c6 thoi gian tac dong khoang 3 phut.

(3) Sau khi tac dong, thi 50uL dung dich tac dong dugc gom va sau d6 450pL
chét trung hoa dugc bd sung vao va duoc khudy. Hon hop nay duge didu ché thanh phan

pha loang hé s6 10" 1an.

(4) 20uL mdi phan pha lodng hé s6 10" 1an duge bd sung vao 180uL chét trung
hoa va duge khudy. Hon hop nay dugce didu ché thanh phén pha loang hé s6 102 1an.
Cung mdt thao tac pha loang duoc lap lai dé tao ra diy pha lodng hé s6 10 14n dén 10°

lan.
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(5) 100pL day pha loang hé s 10? dén 10° 1in duoc bd sung 0,2mL chit 16ng
nudi cdy vét cha va duge khudy. Khoang SmL moi trudng thach mém bao quan & nhiét

do khoang 47°C dugc bd sung vao, dugc khuéy nhe, va sau d6 phu lén trén dia thach.

(6) Moi truong thach mém, sau khi d& dugc héa ran, dugc nudi céy o nhiét do

35°C qua dém.
(7) S6 lwong mang xuét hién dugc dém.

(8) Pd chuédn (logio PFU/mL) duoc tinh bing cach sit dung phwong phap trung
binh ¢6 trong sb [Déng thire 1 dudi ddy]. Ngoai ra, hé sb giam Logio duge tinh.

2-2-5 Phan tich s6 liéu
(1) Do chuén thuc khuin thé
D6 chuin thyc khuén thé dugc tinh béng cach st dung Déng thirc 1 dudi day.

PFU/t = (Zc1 + €2 +... + ¢n) = ((n1 + 02 X vat... + 1 % Vo) x d) (Déng thie 1)
t: Luong pha lodng duoc b sung vao dia (0,1mL trong thir nghiém theo sing ché)
c1: Tng s6 lwong mang cia tit ca cac dia c6 hé sb pha lodng nho nhét dém duoc
c2: Tong sb lwong cac mang cua tit ca cac dia c6 hé sb pha lodng sau ci
co: Tong s6 lvong mang cua tit ca cic dia c6 hé sb pha loang 16n nhéat
n1: S luong dia ciia
ny: S6 lugng dia cla ¢
va: TV 18 ctia céc hé s pha lodng cia c1 so véi ¢ (107! trong thir nghiém theo sang ché)
ny: S6 luong dia cia cy
va: Ty 18 ctia cac hé sb pha lodng ctia ¢1 50 véi ca
d: Hé sb pha loang cia ci

Do chudn (PFU/mL) duoc bién dbi sang logarit thong thuong (logio PFU/mL) va
duoc 1y dén hang thap phan thi nhit bang cach lam tron. Khi do chuin (PFU/mL) bang

hodc nho hon 1, thi gia tri logarit thong thuong ctia n6 1a 0.
(2) Hé sb giam Logio (LR)
Tac dong diét virut (thuc khuan thé) dwoc danh gid bang gia tri hé s6 giam Logio.
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LR=A-B

A: Gia tri trung binh ctia d6 chuén thuc khuan thé cia dung dich tac dong d6i chtng (gia

tri logarit thong thuong)

B: D6 chuén thuc khuén thé ctia mdi chét thir nghiém sau khi tic dong (gid tri logarit

thong thudng)

LR duoc 14y dén hang thap phan thir nhat bang céch 1am tron. Luu y rang khi do
chuén (gié tri logarit thong thudong) cta chat thir nghiém sau khi tic dong bang 0, LR
duoc bidu thi 1a “>(A-3)” do d6 chuAn thuc khuén thé ¢6 gidi han phat hién nhé nhét 14

3-logio.
2-3 Cac két qua

Céac két qua danh gia vé tac dong di¢t virut ctia cac chét thu nghiém dugc thé hién
trong Bang 4 va Fig.4.

Bang 4

Tac dung diét thuc khuén thé cia cac chét thir nghiém
H¢ so giam Logio

Chat thir nghiém 30 gidy | 60 gidy | 180 gidy
Dang phéi tron olanexidin d§ pH = 5 0,6 0,9 1,2
Dang phéi trdon olanexidin do pH =7 1,6 2 3
Dang phéi tron olanexidin do pH = 8 2,3 3,1 4,3
Dang phéi tron olanexidin d§ pH = 8,5 3 3,6 5
Dang phéi tron olanexidin d§ pH =9 3,1 4 5,3
Dang phéi tron olanexidin do pH = 9,5 3.4 4 4,5
Dang phdi trén olanexidin d6 pH = 10 3 4,1 52
Dang phéi tron olanexidin dd pH = 12 7,6 8,5 >8.,5
EtOH 70% 1.9 2,9 3,9

Dang phdi tron olanexidin & d6 pH = 5 gan nhu khéng cho thdy tac dong diét
virut, va tac dong diét virut cia dang phdi tron olanexidin & do pH = 7 bang véi etanol
70% dugc st dung lam chét dbi ching, trong khi d6 dang phéi trdn olanexidin c6 d6 pH
chuyén sang do kidm c6 xu huéng c6 LR 16n hon khi d6 pH ting 1én. Céc dang phbi
tron & do pH bang hodc 16n hon 8 ¢6 LR 16n hon hodc bang 3 & 60 gidy va dang phdi
tron & do pH bang hozc 16n hon 8,5 ¢6 LR 16n hon hoic bang 3 & 30 gidy, nho d6 dap
ng yéu cau vé tac dong diét virut cla chit sat tring 1y tuéng c6 LR bang 3 hoic cao
hon. Do d6, dung dich c6 tinh kidm chtra olanexidin gluconat duge chirg minh 14 c¢6

hoat tinh diét virut thiét thuc va hoat tinh diét virut nay dugc ting cuong khi do pH ting.

23



Vidu3

52297

24/29

3. Tac dong ctia dang phdi tron olanexidin c6 tinh kieém chira etanol doi voi the dn vi

khuin MS2

Trong vi du nay, etanol dugc bd sung vao dang phéi tron olanexidin c6 tinh kiém

c6dopH=9,5 dé danh gia tac dung diét virut bang thir nghiém st dung thé an vi khudn

MS2 nham muc dich x4c nhén tac dung gdy kho nhanh va tac dung tao ra hoat tinh diét

khuén boi ruou khir tring cho dang phéi tron olanexidin c6 tinh kiém.

3-1 Chét thir nghiém

Céc chét cAn duoc thi nghiém tir 1 dén 3, Vi du so sanh 1, va Bazo (chat dbi

chimg) dugc didu ché bing cac hop phan trong Bang 5 dudi day.

Béang 5
Luong (tinh theo g/100mL)
. Chét can | Chétcan | Chéatcan Vi du so
Thanh phan duogc thtr | dugc thtr | duoc thir o Bazo
o oA oA sanh 1
nghiém 1 | nghiém 2 | nghiém 3
Olanexidin gluconat 1,5 1 0,5 1,5 -
Pluronic L-44 1,08 0,72 0,36 1,08 1,08
Rugu benzylic 3,5 3,5 3,5 - 3,5
Hexyldecanol 0,01 0,01 0,01 - 0,01
Pluronic F-68 1 1 1 - 1
Axit glycyrrhetinic 0,1 0,1 0,1 - 0,1
Glyxin 0,1 0,1 0,1 - 0,1
Glucono-o-lacton vira du vira du vira da - vira du
Natri hydroxit vira du vira du vira du - vira du
Etanol 70 77 &3 70 70
Nudre tinh khiét viadi | viradd | viadd vira dd vira da
bo pH 9,5 9,5 9,5 6,89 9,5

Ngodi ra, etanol khir tring sau day dugc sir dung lam déi chtng.

Tén: Etanol khtr truing “Kenei”

Nha san xuét va nha phan phdi: KENEI Pharmaceutical Co., Ltd.

Hop phan: Ham lugng etanol (C2Hs0) ndm trong khoang tir 76,9 dén 81,4% (thé tich/thé

tich).

3-2 Phuong phép thit nghiém

Céc téc dung diét virut duge danh gi bing phuong phap sir dung thé in vi khuan
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MS2 dugc mo ta trong Vi du 2, 2-1 va 2-2 néu trén. Luu y rfmg dung dich thuc khuén
thé dugc diéu ché dén khoang 4 x 10'2 PFU/mL dugc st dung.

3-3 Két qua

Céc két qua danh gia vé tac dong diét virut ciia cac chét thir nghiém dugc thé hién

trong Bang 6 va Fig.5.
Béang 6
L o Hé sb giam Logio
| Chat thtr nghiém 30 gidy | 60 gidy
Chat can dugc thir nghiém 1 (Olanexidin gluconat 1,5%) 6 6,7
Chét can dugc thtr nghiém 2 (Olanexidin gluconat 1,0%) 5,2 5,8
Chét can duoc thi nghiém 3 (Olanexidin gluconat 0,5%) 4.4 5
Vi du so sanh 1 (Olanexidin gluconat 1,5%, do pH = 6,89) 2,6 3,5
Bazo 3,8 4,5
Etanol khtr trung 2,2 3,4

Céc két qua & trén cho thdy ring tac dong diét virut ting Ién theo huéng phu
thudc vao ndng do cua olanexidin gluconat ngay ca & dang phéi tron olanexidin c6 tinh
kiém chira etanol, nho d6 tac dong diét virut boi olanexidin gluconat khong bi can tré
ngay ca khi etanol dugc bd sung dé gay kho nhanh. Ngoai ra, dang phéi trén olanexidin
c6 tinh kiém chira etanol ¢6 tac dong diét virut cao hon so vé1 dang phéi tron olanexidin
¢6 tinh kiém ma khong chira etanol, vi Iy do d6 dang phdi tron olanexidin c6 tinh kiém
chira etanol cho thiy 14 c6 tic dong diét virut thiét thuc ngay ca khi ndng d6 olanexidin
gluconat dugc lam giam di. Ngoai ra, hoat tinh diét virut thiét thuc (LR béng 3 hoac cao
hon) khong duoc tim thdy & dang phéi tron olanexidin chira etanol c6 d6 pH thip hon 7
(Vi du so sanh 1), nhd d6 dua ra gia thuyét ring, & dang phdi tron olanexidin c6 tinh
kiém chira etanol, olanexidin gluconat, etanol, va tinh kiém déng gép hiép ddng vao tac
dong diét virut. Luu ¥ rang, trong vi du nay, Pluronic F-68 dugc bb sung vao dé lam
giam bét da san va cdp 4m, va khong tim thdy sy khéc biét vé tac dung ngay ca khi
Pluronic F-68 ¢ ndng do 0,5g/100mL.

Kha nang ap dung cong nghiép

Ché phim theo sang ché, khi duoc st dung, c6 thé san xuit ra chit sat tring chtra
olanexidin gluconat c¢6 phd diét khuén cai thién va tac dung trén céc virut khong c6 vé
ngoai va tir d6 cé tinh hitu ich cao trong céc linh vyc nhu y té va diéu dudng, va nganh
cong nghiép thuc phim va dd ubng.
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YEU CAU BAO HO
1. Ché phdm kht tring chira olanexidin gluconat, trong d6 ché pham khir tring nay c6
tinh kiém.
2. Ché pham khir tring theo diém 1, c6 d6 pH nim trong khoéang tir 8 dén 11.

3. Ché phim kht tring theo diém 1 hodc 2, trong d6 ndng do clia olanexidin gluconat

nim trong khoang tir 0,01 dén 20% (khdi lugng/thé tich).

4. Ché phdm khtr tring theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, chita nuéc va/hoic

ruou khtr trung.

5. Ché phim khtr tring theo diém 4, trong dé ndng do cta ruou khir tring nim trong
khoang tir 10 dén 85% (thé tich/thé tich).

6. Ché phém khr trung theo diém 4 hoic 5, trong d6 rugu khir trung dugce chon tir etanol

va rugu isopropylic.

7. Chét co rira chtra ché pham khir tring theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6.
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