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Lêi nãi ®Çu 

TCVN 7391-5 : 2005  hoµn toµn t−¬ng ®−¬ng víi ISO 10993-5 : 1999. 

TCVN 7391-5 : 2005 do TiÓu ban Kü thuËt Tiªu chuÈn TCVN/TC210/SC1 Trang 

thiÕt bÞ y tÕ biªn so¹n, trªn c¬ së dù th¶o ®Ò nghÞ cña ViÖn Trang thiÕt bÞ vµ C«ng 

tr×nh y tÕ − Bé Y tÕ, Tæng côc Tiªu chuÈn §o l−êng ChÊt l−îng xÐt duyÖt, Bé Khoa 

häc vµ C«ng nghÖ ban hµnh. 

TCVN 7391 gåm c¸c tiªu chuÈn sau, víi tªn chung §¸nh gi¸ sinh häc trang thiÕt bÞ 

y tÕ: 

– TCVN 7391-1 : 2004 (ISO 10993-1 : 2003)  PhÇn 1: §¸nh gi¸ vµ thö nghiÖm. 

– TCVN 7391-2 : 2005 (ISO 10993-2 : 1992)  PhÇn 2: Yªu cÇu sö dông ®éng vËt. 

– TCVN 7391-3 : 2005 (ISO 10993-3 : 2003)  PhÇn 3: PhÐp thö ®éc tÝnh di 

truyÒn, kh¶ n¨ng g©y ung th− vµ ®éc tÝnh sinh s¶n. 

– TCVN 7391-4 : 2005 (ISO 10993-4 : 2002)  PhÇn 4: Chän phÐp thö t−¬ng t¸c 

víi m¸u. 

– TCVN 7391-5 : 2005 (ISO 10993-5 : 1999)  PhÇn 5: PhÐp thö ®éc tÝnh tÕ bµo in 

vitro. 

– TCVN 7391-7 : 2004 (ISO 10993-7 : 1995)  PhÇn 7: D− l−îng sau tiÖt trïng b»ng 

etylen oxit. 

Bé tiªu chuÈn ISO 10993 cßn c¸c tiªu chuÈn sau: 

– ISO 10993-6 : 1994  Biological evaluation of medical devices − Part 6: Tests 

for local effects after implantation. 

– ISO 10993-9 : 1999  Biological evaluation of medical devices − Part 9: 

Framework for identification and quantification of potential degradation 

products. 

– ISO 10993-10 : 2002  Biological evaluation of medical devices − Part 10: Tests 

for irritation and delayed-type hypersensitivity . 

– ISO 10993-11 : 1993  Biological evaluation of medical devices − Part 11: Tests 

for systemic toxicity. 
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– ISO 10993-12 : 2002  Biological evaluation of medical devices − Part 12: 

Sample preparation and reference materials. 

– ISO 10993-13 : 1998  Biological evaluation of medical devices − Part 13: 

Identification and quantification of degradation products from polymeric 

medical devices. 

– ISO 10993-14 : 2001  Biological evaluation of medical devices − Part 14: 

Identification and quantification of degradation products from ceramics. 

– ISO 10993-15 : 2000  Biological evaluation of medical devices − Part 15: 

Identification and quantification of degradation products from metals and 

alloys. 

– ISO 10993-16 : 1997  Biological evaluation of medical devices − Part 16: 

Toxicokinetic study design for degradation products and leachables. 

– ISO 10993-17 : 2002  Biological evaluation of medical devices − Part 17: 

Establishment of allowable limits for leachble substances. 

– ISO 10993-18 : 2005  Biological evaluation of medical devices − Part 18: 

Chemical characterization of materials. 

vµ ISO ®ang biªn so¹n: 

– ISO 10993-19  Biological evaluation of medical devices − Part 19: Physico-

chemical. mechanical and morphological characterization. 

– ISO 10993-20  Biological evaluation of medical devices − Part 20: Principles 

and methods for immunotoxicology testing of medical devices. 

Tiªu chuÈn nµy ®−îc chuyÓn ®æi n¨m 2008 tõ Tiªu chuÈn ViÖt Nam cïng sè hiÖu 

thµnh Tiªu chuÈn Quèc gia theo quy ®Þnh t¹i kho¶n 1 §iÒu 69 cña LuËt Tiªu chuÈn 

vµ Quy chuÈn kü thuËt vµ ®iÓm a kho¶n 1 §iÒu 6 NghÞ ®Þnh sè 127/2007/N§-CP 

ngµy 1/8/2007 cña ChÝnh phñ quy ®Þnh chi tiÕt thi hµnh mét sè ®iÒu cña LuËt Tiªu 

chuÈn vµ Quy chuÈn kü thuËt. 
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Lêi giíi thiÖu 

Do kh¶ n¨ng ¸p dông tæng hîp cña phÐp thö ®éc tè in vitro sù sö dông réng r·i cña phÐp thö trong 

®¸nh gi¸ nhiÒu lo¹i trang thiÕt bÞ vµ vËt liÖu y tÕ nªn môc tiªu cña phÇn nµy cña TCVN 7391  

(ISO 10993) réng h¬n lµ qui ®Þnh cho mét phÐp thö ®¬n, ®Ó x¸c ®Þnh ®−îc ch−¬ng tr×nh thö  

nghiÖm ®ßi hái ®−a ra c¸c qui ®Þnh trong nhiÒu b−íc. §iÒu ®ã dÉn ®Õn viÖc lùa chän phÐp thö thÝch 

hîp nhÊt. 

Cã ba lo¹i phÐp thö ®−îc liÖt kª, bao gåm: phÐp thö chiÕt, phÐp thö tiÕp xóc trùc tiÕp vµ phÐp thö 

tiÕp xóc gi¸n tiÕp. 

ViÖc lùa chän mét hoÆc nhiÒu phÐp thö trªn phô thuéc vµo b¶n chÊt mÉu thö ®−îc ®¸nh gi¸, n¬i 

sö dông vµ b¶n chÊt sö dông. 

V× vËy, viÖc lùa chän x¸c ®Þnh chi tiÕt c¸ch chuÈn bÞ mÉu, chuÈn bÞ tÕ bµo cÊy vµ c¸ch thøc mµ 

c¸c tÕ bµo tiÕp xóc víi mÉu thö hoÆc chÊt chiÕt. 

ViÖc ®¸nh gi¸ sù hiÖn diÖn vµ ¶nh h−ëng cña ®éc tè diÔn ra vµo ®iÓm cuèi cña thêi gian tiÕp xóc. 

PhÇn nµy cña TCVN 7391 (ISO 10993) nh»m më ra viÖc lùa chän kiÓu ®¸nh gi¸. C¸ch thøc nµy ®ßi 

hái cã s½n pin thö, ph¶n ¸nh sù tiÖm cËn cña nhiÒu nhãm ñng hé cho phÐp thö sinh häc in vitro. 

Cã thÓ nhãm mét lo¹t ph−¬ng ph¸p thö ®· sö dông vµ ®o t¹i ®iÓm cuèi cña phÐp x¸c ®Þnh ®éc tè 

vµo c¸c kiÓu nhãm ®¸nh gi¸ sau: 

a) ®¸nh gi¸ sù h− háng tÕ bµo b»ng ph−¬ng ph¸p h×nh th¸i häc; 

b) ®o sù h− háng tÕ bµo; 

c) ®o sù sinh s«i tÕ bµo; 

d) ®o diÖn m¹o ®Æc biÖt cña sù trao ®æi chÊt tÕ bµo. 

Do vËy, ë mçi kiÓu ®¸nh gi¸ ®Òu ®−a ra c¸c kÕt qu¶ kh¸c nhau. §Ó cã thÓ so s¸nh ®−îc c¸c kÕt 

qu¶ trªn thiÕt bÞ hoÆc vËt liÖu gièng nhau vµ ®Ó thùc hiÖn ®−îc c¸c phÐp thö nghiÖm liªn phßng, 

ng−êi nghiªn cøu ph¶i n¾m râ tõng kiÓu thö nghiÖm vµ mçi kiÓu ph¶i phï hîp víi kü thuËt riªng 

cña nã. 
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T i ª u  c h u È n  q u è c  g I a TCVN 7391-5 : 2005 

XuÊt b¶n lÇn 1 

 

§¸nh gi¸ sinh häc trang thiÕt bÞ y tÕ −−−− 

PhÇn 5: PhÐp thö ®éc tÝnh tÕ bµo in vitro 

Biological evaluation of medical devices −  

Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity 

 

1   Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy m« t¶ c¸c ph−¬ng ph¸p thö ®Ó ®¸nh gi¸ ®éc tÝnh tÕ bµo in vitro cña trang thiÕt bÞ  

y tÕ. 

C¸c ph−¬ng ph¸p nµy qui ®Þnh viÖc ñ tÕ bµo ®−îc nu«i cÊy trùc tiÕp hoÆc khuyÕch t¸n: 

a) víi c¸c chÊt chiÕt cña mét trang thiÕt bÞ, vµ/hoÆc 

b) tiÕp xóc víi trang thiÕt bÞ. 

C¸c ph−¬ng ph¸p nµy ®−îc thiÕt kÕ ®Ó x¸c ®Þnh ph¶n øng sinh häc cña c¸c tÕ bµo ®éng vËt cã vó 

in vitro sö dông c¸c th«ng sè sinh häc phï hîp. 

2   Tµi liÖu viÖn dÉn 

C¸c tµi liÖu viÖn dÉn sau lµ rÊt cÇn thiÕt cho viÖc ¸p dông tiªu chuÈn. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn 

ghi n¨m c«ng bè th× ¸p dông b¶n ®−îc nªu. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn kh«ng ghi n¨m c«ng bè  

th× ¸p dông phiªn b¶n míi nhÊt, bao gåm c¶ c¸c söa ®æi. 

TCVN 7391-1 : 2004 (ISO 10993-1 : 2003),  §¸nh gi¸ sinh häc trang thiÕt bÞ y tÕ – PhÇn 1: §¸nh 

gi¸ vµ thö nghiÖm. 
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ISO 10993-12 : 1996,  Biological evaluation of medical devices − Part 12: Sample preparation and 

reference materials (§¸nh gi¸ sinh häc trang thiÕt bÞ y tÕ – PhÇn 12: ChuÈn bÞ mÉu vµ vËt liÖu  

®èi chøng). 

3   ThuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa     

Tiªu chuÈn nµy ¸p dông c¸c thuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa trong TCVN 7391-1 : 2004 (ISO 10993-1 : 2003) 

vµ c¸c thuËt ng÷ ®Þnh nghÜa sau: 

3.1  

VËt liÖu ®èi chøng ©m tÝnh (negative control material) 

VËt liÖu mµ khi ®−îc thö theo tiªu chuÈn nµy kh«ng g©y ra ph¶n øng ®éc tÝnh cña tÕ bµo. 

Chó thÝch: Môc ®Ých cña ®èi chøng ©m tÝnh lµ ®Ó chøng minh ph¶n øng c¬ së. VÝ dô nh− polyetylen tû träng cao1) 
®Ó chÕ t¹o polyme tæng hîp vµ chôp nh«m «xit cÈn sø dïng trong nha khoa ®−îc sö dông lµm vËt liÖu ®èi 
chøng ©m tÝnh. 

3.2  

VËt liÖu ®èi chøng d−¬ng tÝnh (positive control material) 

VËt liÖu mµ khi ®−îc thö theo tiªu chuÈn nµy g©y ra ph¶n øng ®éc tÝnh tÕ bµo cã thÓ t¸i lÆp ®−îc. 

Chó thÝch: Môc ®Ých cña ®èi chøng d−¬ng tÝnh lµ ®Ó chøng minh ph¶n øng hÖ thèng thö thÝch hîp. VÝ dô 
nh− thiÕc organo-poly(vinylclorua)2) bÒn v÷ng ®−îc dïng lµm ®èi chøng d−¬ng tÝnh cho c¸c vËt liÖu r¾n vµ 
c¸c chÊt chiÕt. VÝ dô, ®é pha lo·ng cña phªnol ®−îc dïng lµm ®èi chøng d−¬ng tÝnh cho c¸c chÊt chiÕt. 

3.3  

Thuèc thö ®èi chøng (reagent control) 

M«i tr−êng truyÒn kh«ng cã vËt liÖu thö chÞu c¸c ®iÒu kiÖn chiÕt vµ c¸c qui tr×nh thö. 

Chó thÝch: Do môc ®Ých cña tiªu chuÈn nµy, ®Þnh nghÜa nµy thay thÕ ®Þnh nghÜa trong 3.1 cña  
ISO 10993-12 :1996. 

3.4  

Dông cô nu«i cÊy (culture vessels) 

                                                

1) Polyetylen tû träng cao cã thÓ nhËn ®−îc tõ U.S. Pharmacopeia (Rockville, Maryland, USA) vµ trung t©m an toµn 

thuèc vµ thùc phÈm thuéc ViÖn Nghiªn cøu Hatano (Ochiai 729-5, Hadanoshi, Kanagawa 257 – Japan). §−a ra th«ng 

tin nµy nh»m gióp ng−êi sö dông tiªu chuÈn dÔ hiÓu h¬n vµ kh«ng ph¶i lµ x¸c nhËn cña ISO vÒ c¸c s¶n phÈm. 

2) VËt liÖu ®èi chøng d−¬ng tÝnh thiÕc organo-poly(vinyl clorua) cã s½n tõ SIMS Portex Ltd. Hythe, Ken, CT21 6JL, UK 

(sè s¶n phÈm 499-300-000). Polyurethan ZDEC vµ ZDBC cã s½n t¹i trung t©m an toµn thuèc vµ thùc phÈm thuéc ViÖn 

nghiªn cøu Hatano (Ochiai 729-5, Hadanoshi, Kanagawa 257. Japan).  §−a ra th«ng tin nµy nh»m gióp ng−êi sö dông 

tiªu chuÈn dÔ hiÓu h¬n vµ kh«ng ph¶i lµ x¸c nhËn cña ISO vÒ s¶n phÈm. 
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C¸c dông cô phï hîp cho nu«i cÊy tÕ bµo, bao gåm ®Üa thuû tinh Petri, b×nh nu«i cÊy b»ng nhùa 

hoÆc ®Üa nhiÒu khoang vµ vi chuÈn b»ng nhùa. 

Chó thÝch: C¸c dông cô nµy cã thÓ dïng thay thÕ cho nhau trong nh÷ng ph−¬ng ph¸p nµy, miÔn lµ c¸c 
dông cô nµy ®¸p øng yªu cÇu vÒ lo¹i nu«i cÊy m« vµ phï hîp ®Ó dïng cho c¸c tÕ bµo ®éng vËt cã vó. 

3.5  

TiÒn hîp (subconfluency) 

Sù tô hîp gÇn 80 %, vÝ dô cuèi giai ®o¹n sinh tr−ëng logarit. 

4   ChuÈn bÞ mÉu 

4.1   Quy ®Þnh chung 

PhÐp thö ph¶i ®−îc tiÕn hµnh trªn: 

a) chÊt chiÕt cña vËt liÖu vµ/hoÆc 

b)  chÝnh b¶n th©n vËt liÖu. 

ChuÈn bÞ mÉu theo ISO 10993-12. 

 

4.2   ChuÈn bÞ chÊt chiÕt láng cña vËt liÖu 

4.2.1   Nguyªn lý chiÕt 

C¸c ®iÒu kiÖn chiÕt m« pháng hoÆc khuyÕch ®¹i c¸c ®iÒu kiÖn ®−îc sö dông l©m sµng sao cho x¸c 

®Þnh ®−îc nguy c¬ ®éc tÝnh tiÒm tµng mµ kh«ng g©y ra nh÷ng thay ®æi cã ý nghÜa trong vËt liÖu thö, 

vÝ dô nh− sù ch¶y hoÆc biÕn ®æi cÊu tróc ho¸ häc. 

Chó thÝch: Nång ®é cña bÊt kú chÊt chiÕt trong hoÆc ngoµi, vµ l−îng tiÕp xóc víi tÕ bµo thö phô thuéc 
vµo vïng giao diÖn, thÓ tÝch chiÕt, pH, ®é hoµ tan ho¸ häc, tèc ®é khuyÕch t¸n, ®é thÈm thÊu, nhiÖt ®é 
khuÊy, thêi gian vµ c¸c yÕu tè kh¸c. 

 

4.2.2   M«i tr−êng chiÕt 

§Ó kh¶o nghiÖm tÕ bµo ®éng vËt cã vó, mét hoÆc c¸c dung m«i sau ®©y ®−îc sö dông. Chän m«i 

tr−êng chiÕt ph¶i ®−îc x¸c minh lµ ®óng: 

a) m«i tr−êng nu«i cÊy cã huyÕt thanh; 

b) m«i tr−êng nu«i cÊy kh«ng cã huyÕt thanh; 

c) dung dÞch muèi sinh lý (®¼ng tr−¬ng); 
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d) dung m«i phï hîp kh¸c. 

Chó thÝcH: Chän dung m«i ph¶i ph¶n ¶nh ®−îc môc ®Ých cña sù chiÕt vµ ph¶i xem xÐt viÖc sö dông c¶ 
dung m«i cã cùc vµ dung m«i kh«ng cùc. C¸c dung m«i phï hîp bao gåm n−íc tinh khiÕt, dÇu thùc vËt vµ 
dimetyl sulfoxit (DMSO). §−îc biÕt DMSO lµ ®éc trong c¸c hÖ thèng thö chän läc ë nång ®é lín h¬n 0,5 % 
(tû lÖ thÓ tÝch). 

4.2.3   §iÒu kiÖn chiÕt 

4.2.3.1  ChiÕt ph¶i ®−îc tiÕn hµnh trong hép chøa kÝn, tr¬ vÒ ho¸ häc vµ v« trïng, sö dông c¸c kü 

thuËt tiÖt trïng, nh×n chung lµ ph¶i tu©n theo ISO 10993-12. 

4.2.3.2    §iÒu kiÖn chiÕt ®−îc khuyÕn nghÞ lµ : 

a) kh«ng Ýt h¬n 24 giê ë (37 ± 2) oC; 

b) (72 ± 2) giê ë (50 ± 2) oC; 

c) (24 ± 2) giê ë (70 ± 2) oC; 

d) (1 ±  0,2) giê ë (121 ± 2) oC. 

C¸c ®iÒu kiÖn khuyÕn nghÞ cã thÓ ®−îc ¸p dông theo c¸c ®Æc tr−ng trang thiÕt bÞ vµ ®iÒu kiÖn sö 

dông cô thÓ. 

C¸c quy tr×nh chiÕt sö dông m«i tr−êng nu«i cÊy cã huyÕt thanh cã thÓ chØ ®−îc sö dông trong ®iÒu 

kiÖn quy ®Þnh trong 4.2.3.2.a). 

4.2.3.3   NÕu chÊt chiÕt ®−îc läc, ly t©m hoÆc xö lý bëi c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c tr−íc khi øng dông 

vµo tÕ bµo, th× b¾t buéc ph¶i cã b¸o c¸o tæng kÕt (xem ®iÒu 9). BÊt kú sù ®iÒu chØnh pH cña chÊt 

chiÕt nµo ®Òu ph¶i ®−îc b¸o c¸o. Thao t¸c víi chÊt chiÕt, vÝ dô b»ng c¸ch ®iÒu chØnh pH, cã thÓ 

¶nh h−ëng ®Õn kÕt qu¶. 

4.3   ChuÈn bÞ vËt liÖu cho c¸c phÐp thö tiÕp xóc trùc tiÕp 

4.3.1   VËt liÖu cã h×nh d¹ng, cì hoÆc tr¹ng th¸i vËt lý kh¸c nhau (vÝ dô láng hoÆc r¾n) cã thÓ ®−îc 

thö nghiÖm kh«ng cÇn biÕn ®æi trong c¸c kh¶o nghiÖm ®éc tÝnh tÕ bµo. 

MÉu thö d¹ng r¾n nªn cã Ýt nhÊt mét bÒ mÆt b»ng ph¼ng. 

Ph¶i tiÕn hµnh ®iÒu chØnh ®èi víi c¸c d¹ng vµ c¸c tr¹ng th¸i vËt lý kh¸c. 

4.3.2   Ph¶i xem xÐt ®é v« trïng cña c¸c mÉu thö. 

4.3.2.1   VËt liÖu thö tõ c¸c trang thiÕt bÞ v« trïng ph¶i ®−îc tiÕn hµnh trong ®iÒu kiÖn v« trïng 

trong suèt qu¸ tr×nh thö. 
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4.3.2.2   VËt liÖu thö lµ c¸c trang thiÕt bÞ ®−îc cung cÊp th−êng kh«ng tiÖt trïng, nh−ng tr−íc khi 

sö dông ph¶i ®−îc tiÖt trïng b»ng ph−¬ng ph¸p ®−îc nhµ s¶n xuÊt khuyÕn nghÞ vµ tiÕn hµnh trong 

®iÒu kiÖn v« trïng trong suèt qu¸ tr×nh thö. 

¶nh h−ëng cña c¸c ph−¬ng ph¸p tiÖt trïng hoÆc t¸c nh©n ®Õn trang thiÕt bÞ ph¶i ®−îc xem xÐt cô 

thÓ khi chuÈn bÞ vËt liÖu thö tr−íc khi sö dông trong hÖ thèng thö. 

4.3.2.3   VËt liÖu thö lµ c¸c trang thiÕt bÞ kh«ng yªu cÇu v« trïng khi sö dông ph¶i ®−îc cung cÊp 

vµ tiÕn hµnh trong ®iÒu kiÖn v« trïng trong suèt qu¸ tr×nh thö. 

4.3.3   C¸c chÊt láng ph¶i ®−îc thö b»ng: 

a) l¾ng ®äng trùc tiÕp; hoÆc 

b) l¾ng ®äng trªn mét chÊt nÒn hÊp thô tr¬ vÒ mÆt sinh häc. 

Chó thÝch:  C¸c ®Üa läc ph¶i phï hîp. 

4.3.4   NÕu phï hîp th× c¸c vËt liÖu ®−îc xem lµ siªu hÊp thô ph¶i ®−îc nhÊn ch×m trong m«i 

tr−êng nu«i cÊy tr−íc khi thö nghiÖm ®Ó ng¨n c¶n sù hót thÊm cña m«i tr−êng nu«i cÊy trong dông 

cô thö nghiÖm. 

5   C¸c dßng tÕ bµo 

5.1   C¸c dßng tÕ bµo ®· thiÕt lËp ®−îc −u tiªn vµ khi ®−îc sö dông ph¶i nhËn tõ kho chøa ®· ®−îc 

c«ng nhËn3). 

5.2  Khi cÇn ®é nh¹y riªng, th× nu«i tÕ bµo gèc, c¸c dßng tÕ bµo vµ c¬ quan nu«i cÊy nhËn ®−îc 

trùc tiÕp tõ c¸c m« sèng chØ ®−îc sö dông nÕu chøng minh ®−îc ®é t¸i lËp vµ ®é chÝnh x¸c cña 

ph¶n øng. 

5.3   NÕu nu«i cÊy dù tr÷ cña mét dßng tÕ bµo ®−îc dù tr÷, ph¶i b¶o qu¶n ë − 80 oC hoÆc thÊp h¬n 

trong m«i tr−êng t−¬ng øng nh−ng chøa chÊt chèng t¹o tinh thÓ, vÝ dô dimetylsulfosit hoÆc glycerol. 

B¶o qu¶n l©u dµi (vµi th¸ng ®Õn nhiÒu n¨m) chØ cã thÓ tiÕn hµnh ë − 130 oC hoÆc thÊp h¬n. 

5.4   ChØ ®−îc dïng nh÷ng tÕ bµo kh«ng mang nÊm nguyªn sinh ®Ó thö. Tr−íc khi sö dông, dÞch 

nu«i cÊy dù tr÷ ph¶i ®−îc kiÓm tra xem cã nÊm nguyªn sinh hay kh«ng. 

                                                

3) VÝ dô, c¸c dßng tÕ bµo ®−îc khuyÕn nghÞ lµ bé s−u tËp gièng chuÈn cña Hoa Kú CCL 1 (dßng NCTC 929), CCL 163 

(dßng Balb/3T3 A31), CCL (MRC – 5). CCL 81 (Vero) vµ CCL 10 [(BHK – 21 C 13)] vµ V – 79 397A. §−a ra th«ng tin 

nµy nh»m gióp ng−êi sö dông tiªu chuÈn nµy dÔ hiÓu h¬n vµ kh«ng ph¶i lµ x¸c nhËn cña ISO vÒ c¸c s¶n phÈm ®· nªu 

tªn. C¸c dßng tÕ bµo kh¸c cã thÓ ®−îc sö dông nÕu chóng cã thÓ cho c¸c kÕt qu¶ t−¬ng tù hoÆc t−¬ng øng. 
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6   M«i tr−êng nu«i cÊy 

6.1   M«i tr−êng nu«i cÊy ph¶i v« trïng. 

6.2  M«i tr−êng nu«i cÊy cã hoÆc kh«ng cã huyÕt thanh ph¶i ®¸p øng c¸c yªu cÇu sinh tr−ëng cña 

dßng tÕ bµo ®· chän. 

Chó thÝch: Kh¸ng sinh cã thÓ thªm vµo m«i tr−êng miÔn lµ chóng kh«ng ¶nh h−ëng cã h¹i ®Õn kh¶o 
nghiÖm. 

Sù æn ®Þnh m«i tr−êng nu«i cÊy biÕn ®æi theo thµnh phÇn vµ ®iÒu kiÖn b¶o qu¶n. M«i tr−êng chøa 

huyÕt thanh vµ glutamin ph¶i ®−îc b¶o qu¶n ë 2 oC ®Õn 8 oC trong thêi gian kh«ng l©u h¬n mét 

tuÇn. M«i tr−êng glutamin kh«ng cã huyÕt thanh ph¶i ®−îc b¶o qu¶n ë 2 oC ®Õn 8 oC trong thêi 

gian kh«ng l©u h¬n hai tuÇn. 

6.3   M«i tr−êng nu«i cÊy ph¶i ®−îc duy tr× ë ®é pH tõ 7,2 ®Õn 7,4. 

7   ChuÈn bÞ nu«i cÊy dù tr÷ tÕ bµo 

7.1   Sö dông dßng tÕ bµo vµ m«i tr−êng nu«i cÊy ®· chän, chuÈn bÞ ®ñ tÕ bµo ®Ó hoµn thµnh phÐp 

thö. NÕu tÕ bµo ®−îc nu«i cÊy tõ dÞch nu«i cÊy dù tr÷, ph¶i lo¹i chÊt chèng t¹o tinh thÓ nÕu cã. 

TiÒn nu«i cÊy tÕ bµo ph¶i ®−îc tiÕn hµnh Ýt nhÊt mét lÇn tr−íc khi sö dông. 

7.2   Lo¹i bá vµ hoµ tan tÕ bµo nhê ph©n t¸ch b»ng enzim vµ/hoÆc c¬ häc, sö dông mét ph−¬ng 

ph¸p phï hîp cho dßng tÕ bµo. 

8   Quy tr×nh thö        

8.1   Sè lÇn thö 

Tèi thiÓu lµ ba lÇn ®èi víi mÉu thö vµ ®èi chøng. 

8.2   PhÐp thö trªn chÊt chiÕt 

8.2.1   PhÐp thö nµy cho phÐp ®¸nh gi¸ ®éc tÝnh tÕ bµo c¶ vÒ l−îng vµ chÊt. 

8.2.2   Dïng pipÐt lÊy mét l−îng dÞch huyÒn phï tÕ bµo khuÊy liªn tôc, cho vµo mçi b×nh võa ®ñ ®Ó 

tiÕp xóc víi chÊt chiÕt. Quay nhÑ b×nh ®Ó ph©n bè ®Òu tÕ bµo trªn bÒ mÆt mçi b×nh. 

8.2.3  ñ dÞch nu«i cÊy ë (37 ± 2) oC trong m«i tr−êng kh«ng khÝ cã hoÆc kh«ng cã 5 % c¸cbon 

dioxit (tû lÖ thÓ tÝch) phï hîp cho hÖ thèng ®Öm ®· chän cho m«i tr−êng nu«i cÊy. 
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PhÐp thö ph¶i tiÕn hµnh trªn mét tÇng ®¬n tiÒn hîp hoÆc trªn c¸c tÕ bµo míi hoµ tan. 

Trong kh¶o nghiÖm h×nh thµnh khuÈn l¹c, ph¶i sö dông mËt ®é tÕ bµo thÊp phï hîp. 

8.2.4   Ph¶i x¸c nhËn ®é tiÒn hîp vµ h×nh th¸i cña dÞch nu«i cÊy b»ng kÝnh hiÓn vi tr−íc khi b¾t ®Çu thö. 

8.2.5   TiÕn hµnh phÐp thö trªn 

a) chÊt chiÕt gèc; vµ 

b) c¸c nång ®é pha lo·ng chÊt chiÕt, dïng m«i tr−êng nu«i cÊy lµm chÊt pha lo·ng. 

NÕu dïng c¸c tÇng ®¬n cho phÐp thö, lo¹i bá m«i tr−êng nu«i cÊy khái dÞch nu«i cÊy vµ thªm mét 

l−îng nhá chÊt chiÕt hoÆc dÞch pha lo·ng vµo mçi b×nh. 

NÕu dïng c¸c tÇng ®¬n cho phÐp thö, thªm chÊt chiÕt hoÆc dÞch pha lo·ng vµo mçi b×nh lÆp l¹i 

ngay sau khi chuÈn bÞ dÞch huyÒn phï tÕ bµo. 

8.2.6   Khi dïng chÊt chiÕt phi sinh lý, vÝ dô nh− n−íc, chÊt chiÕt ph¶i ®−îc thö ë nång ®é t−¬ng 

hîp sinh lý cao nhÊt sau khi pha lo·ng trong m«i tr−êng nu«i cÊy. 

Chó thÝch: M«i tr−êng nu«i cÊy ®Ëm ®Æc, vÝ dô gÊp 2 lÇn, 5 lÇn, ®−îc khuyÕn nghÞ sö dông khi pha lo·ng 
c¸c chÊt chiÕt láng. 

8.2.7   Thªm l−îng ®· biÕt cña c¸c t¸c nh©n vµ c¸c ®èi chøng ©m tÝnh vµ d−¬ng tÝnh vµo c¸c b×nh 

lÆp l¹i bæ sung. 

Chó thÝch: NÕu thÝch hîp, cã thÓ kiÓm tra ®èi chøng lµ m«i tr−êng nu«i cÊy t−¬i. 

8.2.8  ñ c¸c b×nh cïng ®iÒu kiÖn nh− ®· m« t¶ trong 8.2.3, ®èi víi mét giai ®o¹n thÝch hîp t−¬ng 

øng víi kh¶o nghiÖm cô thÓ ®· chän. 

8.2.9   Sau giai ®o¹n ñ Ýt nhÊt 24 giê, x¸c ®Þnh ®éc tÝnh tÕ bµo theo 8.5. 

8.3   PhÐp thö b»ng tiÕp xóc trùc tiÕp 

8.3.1   PhÐp thö nµy cho phÐp ®¸nh gi¸ ®éc tÝnh tÕ bµo c¶ vÒ l−îng vµ chÊt. 

8.3.2  Dïng pipÐt lÊy mét l−îng dÞch huyÒn phï tÕ bµo ®−îc khuÊy liªn tôc cho vµo mçi b×nh  

mét l−îng võa ®ñ ®Ó tiÕp xóc víi mét chÊt chiÕt. Quay nhÑ b×nh ®Ó ph©n bè ®Òu tÕ bµo trªn bÒ mÆt 

mçi b×nh. 

8.3.3  ñ dÞch nu«i cÊy ë (37 ± 2) oC trong m«i tr−êng kh«ng khÝ cã hoÆc kh«ng cã 5 % c¸cbon 

dioxit (tû lÖ thÓ tÝch) phï hîp cho hÖ thèng ®Öm ®· chän cho m«i tr−êng nu«i cÊy ®Õn khi dÞch nu«i 

cÊy ph¸t triÓn thµnh d¹ng tiÒn hîp. 
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8.3.4  X¸c minh ®é tiÒn hîp vµ h×nh th¸i dÞch nu«i cÊy b»ng kÝnh hiÓn vi tr−íc khi b¾t ®Çu thö nghiÖm. 

8.3.5   Lo¹i bá m«i tr−êng nu«i cÊy. Sau ®ã thªm m«i tr−êng nu«i cÊy t−¬i vµo mçi b×nh.                                   

8.3.6   §Æt cÈn thËn c¸c mÉu riªng biÖt cña mÉu thö lªn tÇng tÕ bµo ë trung t©m cña mçi b×nh lÆp 

l¹i. B¶o ®¶m r»ng mÉu bao phñ xÊp xØ 1/10 bÒ mÆt tÇng tÕ bµo. 

Chó ý ng¨n c¶n sù dÞch chuyÓn kh«ng cÇn thiÕt cña mÉu, v× ®iÒu nµy cã thÓ g©y ra tæn th−¬ng vËt 

lý cho tÕ bµo, vÝ dô nh− c¸c miÕng kÕt nèi cña c¸c tÕ bµo bÞ bËt ra. 

Chó thÝch: Khi phï hîp, mÉu cã thÓ ®−îc ®Æt trong b×nh nu«i cÊy tr−íc khi thªm tÕ bµo. 

8.3.7   ChuÈn bÞ b×nh lÆp l¹i cho vËt liÖu lµm ®èi chøng c¶ ©m tÝnh vµ d−¬ng tÝnh. 

8.3.8  ñ c¸c b×nh trong cïng ®iÒu kiÖn nh− m« t¶ trong 8.3.3 trong mét giai ®o¹n phï hîp (tèi thiÓu 

lµ 24 giê) t−¬ng øng víi kh¶o nghiÖm cô thÓ ®· chän. 

8.3.9   Lo¹i bá m«i tr−êng nu«i cÊy næi trªn mÆt vµ x¸c ®Þnh ¶nh h−ëng ®éc tÝnh tÕ bµo theo 8.5. 

8.4   PhÐp thö b»ng tiÕp xóc gi¸n tiÕp 

8.4.1   PhÐp thö khuyÕch t¸n th¹ch 

8.4.1.1   PhÐp thö nµy cho phÐp ®¸nh gi¸ ®Þnh tÝnh ®éc tÝnh tÕ bµo. Kh¶o nghiÖm nµy kh«ng phï 

hîp cho c¸c chÊt cã thÓ thÈm thÊu mµ kh«ng khuyÕch t¸n ®−îc qua tÇng th¹ch hoÆc ph¶n øng víi 

th¹ch. 

8.4.1.2   LÊy b»ng pipÐt mét l−îng ®· biÕt dÞch huyÒn phï tÕ bµo ®−îc khuÊy liªn tôc cho vµo mçi b×nh 

trong sè b×nh lÆp l¹i võa ®ñ cho phÐp thö. Quay ngang nhÑ mçi b×nh ®Ó ph©n bè ®Òu tÕ bµo trªn bÒ mÆt. 

8.4.1.3  ñ dÞch nu«i cÊy ë (37 ± 2) oC trong m«i tr−êng kh«ng khÝ cã hoÆc kh«ng cã 5 % c¸cbon 

dioxit (tû lÖ thÓ tÝch) phï hîp cho hÖ thèng ®Öm ®· chän cho m«i tr−êng nu«i cÊy ®Õn khi dÞch nu«i 

cÊy ph¸t triÓn xÊp xØ d¹ng tiÒn hîp ë cuèi giai ®o¹n logarit cña ®−êng cong ph¸t triÓn. 

8.4.1.4   X¸c minh ®é tiÒn hîp vµ h×nh th¸i häc cña dÞch nu«i cÊy b»ng kÝnh hiÓn vi tr−íc khi b¾t 

®Çu thö. 

8.4.1.5   Lo¹i bá m«i tr−êng nu«i cÊy khái b×nh. Sau ®ã trén m«i tr−êng nu«i cÊy t−¬i chøa huyÕt 

thanh víi th¹ch ch¶y ®Ó nhËn ®−îc nång ®é th¹ch cuèi cïng tõ 0,5 % ®Õn 2 % vµ dïng pipÐt lÊy 

mét l−îng thÝch hîp cho vµo mçi b×nh. ChØ sö dông th¹ch phï hîp cho sinh tr−ëng cña tÕ bµo ®éng 

vËt cã vó khi nu«i cÊy. Hçn hîp m«i tr−êng nu«i cÊy th¹ch ph¶i ë tr¹ng th¸i láng vµ ë nhiÖt ®é 

t−¬ng thÝch víi tÕ bµo ®éng vËt cã vó. 
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Chó thÝch: Th¹ch cã s½n víi ®é tinh khiÕt vµ kho¶ng ph©n tö l−îng kh¸c nhau. 

8.4.1.6   §Æt cÈn thËn c¸c mÉu lÆp l¹i cña mÉu thö lªn tÇng th¹ch r¾n trong mçi b×nh. B¶o ®¶m 

r»ng mÉu bao phñ kÝn kho¶ng 1/10 bÒ mÆt tÇng tÕ bµo. 

§Ó tr¸nh sù khö n−íc cña th¹ch, ph¶i nhóng vËt liÖu hÊp thô vµo m«i tr−êng nu«i cÊy tr−íc khi ®Æt 

lªn th¹ch. 

8.4.1.7   ChuÈn bÞ c¸c b×nh lÆp l¹i víi c¶ c¸c mÉu ®èi chøng ©m tÝnh vµ d−¬ng tÝnh. 

8.4.1.8   ñ c¸c b×nh, sö dông cïng ®iÒu kiÖn nh− m« t¶ trong 8.4.1.3 trong kho¶ng tõ 24 ®Õn 72 giê. 

8.4.1.9  KiÓm tra tÕ bµo ®Ó x¸c ®Þnh ®éc tÝnh tÕ bµo tr−íc vµ sau khi chuyÓn cÈn thËn mÉu  

khái th¹ch. 

Dïng mét chÊt nhuém sèng, vÝ dô nh− ®á trung tÝnh, cã thÓ gióp ph¸t hiÖn ®éc tÝnh tÕ bµo. ChÊt 

nhuém sèng cã thÓ ®−îc thªm tr−íc hoÆc sau khi ñ víi mÉu. NÕu chÊt nhuém ®−îc thªm vµo tr−íc 

khi ñ, ph¶i b¶o vÖ dÞch nu«i cÊy khái ¸nh s¸ng ®Ó ng¨n c¶n sù ph¸ huû tÕ bµo g©y ra bëi qu¸ tr×nh 

quang ho¹t ho¸ cña chÊt nhuém. 

8.4.2   PhÐp thö läc khuÕch t¸n  

8.4.2.1   PhÐp thö nµy cho phÐp ®¸nh gi¸ ®éc tÝnh tÕ bµo vÒ chÊt. 

8.4.2.2   §Æt mét mµng läc kh«ng cã chÊt ho¹t tÝnh bÒ mÆt víi kÝch th−íc lç 0,45 µm vµo mçi b×nh 

vµ thªm mét l−îng ®· biÕt dÞch huyÒn phï tÕ bµo khuÊy liªn tôc vµo mçi b×nh trong sè b×nh lÆp l¹i 

võa ®ñ cho phÐp thö. Quay nhÑ b×nh ®Ó ph©n phèi ®Òu tÕ bµo lªn bÒ mÆt cña mçi mµng läc. 

8.4.2.3   ñ dÞch nu«i cÊy ë (37 ± 2) oC trong m«i tr−êng kh«ng khÝ cã hoÆc kh«ng cã 5 % c¸cbon 

dioxit (tû lÖ thÓ tÝch) phï hîp cho hÖ thèng ®Öm ®· chän cho m«i tr−êng nu«i cÊy ®Õn khi dÞch nu«i 

cÊy ph¸t triÓn xÊp xØ d¹ng tiÒn hîp ë cuèi giai ®o¹n logarit cña ®−êng cong ph¸t triÓn. 

8.4.2.4  X¸c ®Þnh ®é tiÒn hîp vµ h×nh th¸i häc cña dÞch nu«i cÊy b»ng kÝnh hiÓn vi tr−íc khi b¾t ®Çu 

phÐp thö. 

8.4.2.5  Lo¹i bá m«i tr−êng nu«i cÊy khái c¸c b×nh. Sau ®ã chuyÓn mµng läc quay mÆt d−íi cã tÕ 

bµo lªn tÇng th¹ch r¾n (xem 8.4.1.6). 

8.4.2.6  §Æt cÈn thËn mÉu thö lÆp l¹i lªn mÆt kh«ng cã tÕ bµo (phÝa trªn) cña mµng läc. Gi÷ l¹i 

chÊt chiÕt láng vµ c¸c hîp chÊt míi trén trong vßng v« ho¹t ®Æt trªn mµng läc. 

8.4.2.7   ChuÈn bÞ c¸c mµng läc lÆp l¹i víi c¶ c¸c mÉu ®èi chøng ©m tÝnh vµ d−¬ng tÝnh. 
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8.4.2.8   ñ c¸c b×nh, sö dông cïng ®iÒu kiÖn nh− m« t¶ trong 8.4.2.3 trong 2 giê ± 10 phót.   

8.4.2.9   ChuyÓn cÈn thËn mÉu khái mµng läc vµ t¸ch mµng läc cÈn thËn khái bÒ mÆt th¹ch. 

8.4.2.10   X¸c minh c¸c t¸c ®éng ®éc tÝnh tÕ bµo b»ng quy tr×nh nhuém phï hîp. 

8.5   X¸c ®Þnh ®éc tÝnh tÕ bµo 

8.5.1   X¸c ®Þnh c¸c t¸c ®éng ®éc tÝnh tÕ bµo b»ng ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng hoÆc ®Þnh tÝnh. 

a) §¸nh gi¸ ®Þnh tÝnh: kiÓm tra c¸c tÕ bµo hiÓn vi b»ng c¸ch dïng chÊt nhuém tÕ bµo nÕu cÇn. 

§¸nh gi¸ c¸c thay ®æi, vÝ dô vÒ h×nh th¸i häc kh¸i qu¸t, kh«ng bµo ho¸, sù t¸ch ra, dung gi¶i tÕ 

bµo vµ hîp mµng. Thay ®æi vÒ h×nh th¸i häc th«ng th−êng cã thÓ ®−îc ghi l¹i trong b¸o c¸o 

thö theo kiÓu m« t¶ hoÆc ®Þnh l−îng. Cã thÓ xÕp lo¹i c¸c vËt liÖu thö theo c¸c thang sau: 

Thang ®éc tÝnh tÕ bµo    Gi¶i thÝch 

0                           Kh«ng cã ®éc tÝnh tÕ bµo 

1    §éc tÝnh tÕ bµo nhÑ 

2    §éc tÝnh tÕ bµo trung b×nh 

3    §éc tÝnh tÕ bµo nÆng 

 Ph−¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ vµ kÕt qu¶ ®¸nh gi¸ ph¶i ®−îc ®−a vµo b¸o c¸o thö nghiÖm. 

b) §¸nh gi¸ ®Þnh l−îng: ®o tham sè tÕ bµo chÕt, sù  øc chÕ sinh tr−ëng tÕ bµo, sù t¨ng sinh tÕ 

bµo hoÆc h×nh thµnh khuÈn l¹c. Sè l−îng tÕ bµo, l−îng protein, sù gi¶i phãng enzim, sù gi¶i 

phãng chÊt nhuém sèng, sù gi¶m chÊt nhuém sèng hoÆc c¸c th«ng sè cã thÓ ®o ®−îc cã thÓ 

®−îc x¸c ®Þnh vÒ l−îng b»ng c¸c ph−¬ng tiÖn cô thÓ. Ph−¬ng ph¸p ®o vµ kÕt qu¶ ph¶i ®−îc 

ghi l¹i trong b¸o c¸o thö nghiÖm. 

Chó thÝch: §èi víi c¸c ph−¬ng ph¸p cô thÓ x¸c ®Þnh ®éc tÝnh tÕ bµo, thêi gian ®Þnh ®iÓm 0 hoÆc ®èi chøng 
nu«i cÊy tÕ bµo n»m ë v¹ch ranh giíi cã thÓ cÇn thiÕt.                    

8.5.2   B¶o ®¶m lùa chän cÈn thËn c¸c ph−¬ng ph¸p ®¸nh gi¸, v× c¸c kÕt qu¶ thö cã thÓ kh«ng cã 

gi¸ trÞ nÕu mÉu thö gi¶i phãng c¸c chÊt g©y nhiÔu hÖ thèng thö hoÆc ®o l−êng. 

Chó thÝch: VËt liÖu cã thÓ gi¶i phãng formal®ehit chØ cã thÓ ®−îc kiÓm tra mét c¸ch tin cËy khi ®¸nh gi¸ 
®−îc kh¶ n¨ng sèng cña tÕ bµo. 

8.5.3  NÕu cã sù kh¸c nhau râ rµng trong kÕt qu¶ thö cho c¸c b×nh nu«i cÊy lÆp l¹i, th× c¸c phÐp 

thö hoÆc lµ kh«ng thÝch hîp hoÆc lµ kh«ng cã gi¸ trÞ. 
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8.5.4  NÕu c¸c ®èi chøng ©m tÝnh, d−¬ng tÝnh hoÆc c¸c ®èi chøng kh¸c (tham kh¶o, m«i tr−êng, 

mÉu tr¾ng, t¸c nh©n,…) kh«ng cã ph¶n øng mong ®îi trong hÖ thèng thö, th× sau ®ã ph¶i lÆp l¹i 

kh¶o nghiÖm. 

9   B¸o c¸o thö nghiÖm 

B¸o c¸o thö nghiÖm ph¶i bao gåm c¸c chi tiÕt sau ®©y : 

a) m« t¶ mÉu; 

b) dßng tÕ bµo vµ x¸c minh sù lùa chän lµ ®óng; 

c) m«i tr−êng nu«i cÊy; 

d) ph−¬ng ph¸p kh¶o nghiÖm vµ thuyÕt minh c¬ së lùa chän; 

e) ph−¬ng ph¸p chiÕt (nÕu phï hîp) vµ nÕu cã thÓ, b¶n chÊt vµ nång ®é cña chÊt läc; 

f) c¸c ®èi chøng ©m tÝnh, d−¬ng tÝnh vµ ®èi chøng kh¸c; 

g) ph¶n øng tÕ bµo vµ c¸c quan s¸t kh¸c; vµ 

h) bÊt kú sè liÖu t−¬ng øng cÇn cho ®¸nh gi¸ kÕt qu¶. 

10   §¸nh gi¸ kÕt qu¶ 

§¸nh gi¸ ®ång bé kÕt qu¶ ph¶i ®−îc tiÕn hµnh bëi mét nh©n viªn cã kh¶ n¨ng xö lý ®−îc th«ng tin 

dùa trªn sè liÖu thö. NÕu c¸c kÕt qu¶ kh«ng nhÊt qu¸n trong sè c¸c lÇn lÆp l¹i hoÆc kh«ng cã gi¸ 

trÞ th× ph¶i lÆp l¹i phÐp thö. 

 

____________________ 

 


