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THÔNG TƯ
Ban hành hướng dẫn 14 qui trình khảo nghiệm hóa chất, chế phẩm diệt côn trùng, diệt khuẩn dung trong lĩnh vực gia dụng và y tế 
Căn cứ Luật hóa chất số 06/2007/QH12 ngày 21 tháng 11 năm 2007;

Căn cứ Nghị định số 75/2017/NĐ-CP ngày 08 tháng 6 năm 2017 của Chính phủ quy định chức năng, nhiệm vụ, quyền hạn và cơ cấu tổ chức của Bộ trưởng Bộ Y tế;
Căn cứ Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01 tháng 07 năm 2016 của Chính phủ quy định về quản lý hóa chất, chế phẩm diệt côn trùng, diệt khuẩn dùng trong lĩnh vực gia dụng và y tế;
Xét đề nghị của Cục trưởng Cục Quản lý môi trường y tế - Bộ Y tế;

Bộ trưởng Bộ Y tế ban hành Thông tư ban hành hướng dẫn 14 qui trình khảo nghiệm hóa chất, chế phẩm diệt côn trùng, diệt khuẩn dung trong lĩnh vực gia dụng và y tế.
Điều 1. Phạm vi điều chỉnh

Thông tư này quy định các phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của 14 qui trình khảo nghiệm hóa chất, chế phẩm diệt côn trùng, diệt khuẩn dùng trong lĩnh vực gia dụng và y tế để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.

Điều 2. Ban hành qui trình
Ban hành kèm theo Thông tư này hướng dẫn 14 qui trình khảo nghiệm hóa chất, chế phẩm diệt côn trùng, diệt khuẩn dùng trong lĩnh vực gia dụng và y tế, cụ thể:
1. Quy trình khảo nghiệm hoá chất, chế phẩm diệt ấu trùng muỗi (Phụ lục 1);
2. Quy trình khảo nghiệm dung dịch bốc hơi xua diệt muỗi dùng điện (Phụ lục 2);
3. Quy trình khảo nghiệm màn tẩm hóa chất (Phụ lục 3);
4. Quy trình khảo nghiệm hóa chất, chế phẩm diệt muỗi phun tồn lưu trên tường vách (Phụ lục 4);

5. Quy trình khảo nghiệm bình xịt diệt muỗi (Phụ lục 5);

6. Quy trình khảo nghiệm bình xịt lên da xua muỗi (Phụ lục 6);

7. Quy trình khảo nghiệm Bả (gel) diệt gián (Phụ lục 7);

8. Quy trình khảo nghiệm hương xua, diệt muỗi (Phụ lục 8);

9. Quy trình khảo nghiệm tấm hóa chất xua, diệt muỗi không dùng điện (Phụ lục 9);

10. Quy trình khảo nghiệm hoá chất, chế phẩm rửa tay sát khuẩn (Phụ lục 10);

11. Quy trình khảo nghiệm hoá chất, chế phẩm tiệt khuẩn dụng cụ y tế (Phụ lục 11);
12. Quy trình khảo nghiệm hóa chất, chế phẩm diệt khuẩn nước sinh hoạt, nước bể bơi (Phụ lục 12);
13. Quy trình khảo nghiệm hóa chất, chế phẩm sát trùng da (Phụ lục 13);

14. Quy trình khảo nghiệm hóa chất, chế phẩm sát trùng bề mặt, môi trường (Phụ lục 14).
Điều 3. Điều khoản tham chiếu

Trong trường hợp các văn bản qui phạm pháp luật và các qui định được viện dẫn trong Thông tư này có sự thay đổi, bổ sung hoặc được thay thế thì áp dụng theo văn bản qui phạm pháp luật mới.
Điều 4. Điều khoản thi hành
Thông tư này có hiệu lực thi hành kể từ ngày     tháng    năm 2018.

Quy trình khảo nghiệm đánh giá hiệu lực, an toàn của 14 qui trình khảo nghiệm  hóa chất, chế phẩm diệt côn trùng, diệt khuẩn dùng trong lĩnh vực gia dụng và y tế nêu tại Điều 2 của Thông tư này ban hành kèm theo Quyết định số 120/2000/QĐ-BYT ngày 24 tháng 01 năm 2000 của Bộ trưởng Bộ Y tế hết hiệu lực kể từ ngày Thông tư này có hiệu lực thi hành.
Cục Quản lý môi trường y tế, Thủ trưởng các đơn vị thuộc và trực thuộc Bộ Y tế; Sở Y tế các tỉnh, thành phố trực thuộc Trung ương  và các cơ quan, tổ chức, cá nhân có liên quan chịu trách nhiệm thi hành Thông tư này. 
Trong quá trình thực hiện, nếu có khó khăn, vướng mắc, đề nghị cơ quan, tổ chức, cá nhân phản ánh về Cục Quản lý môi trường y tế (Bộ Y tế) để xem xét, giải quyết./.
	Nơi nhận:
- Văn phòng Chính phủ (Vụ KGVX, 

   Công báo, Cổng TTĐT);
- Bộ trưởng Bộ Y tế (để báo cáo);

- Các thứ trưởng Bộ Y tế (để phối hợp chỉ đạo);

- Các Bộ, cơ quan ngang Bộ, cơ quan thuộc CP;
- UBND các tỉnh, thành phố trực thuộc TW;
- Bộ Tư pháp (Cục Kiểm tra VBQPPL);
- Sở Y tế các tỉnh, thành phố trực thuộc TW;
- Các đơn vị trực thuộc Bộ;
- Y tế các ngành;
- Các Vụ, Cục, Tổng cục, Thanh tra Bộ, Văn phòng Bộ;

- Cổng thông tin điện tử Bộ Y tế;
- Lưu: VT, MT (03b), PC (02b).
	KT. BỘ TRƯỞNG
THỨ TRƯỞNG
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Phụ lục 1
QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM DIỆT ẤU TRÙNG MUỖI 

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG 
1. Phạm vi điều chỉnh

Qui trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của các hoá chất, chế phẩm diệt ấu trùng (bọ gậy, quăng) của muỗi sử dụng trong gia dụng và y tế để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ


- CAS number: Chemical Abstract Service Registry number- mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học. 

- WHO code number - mã hóa chất sử dụng bởi WHO.

- Bọ gậy sống: Bọ gậy khỏe mạnh, đủ lông, di chuyển và bơi bình thường.

- Bọ gậy “hấp hối”: Bọ gậy không có khả năng nổi lên mặt nước hoặc không có phản ứng lặn khi có động vào nước.

- Bọ gậy chết: Bọ gậy không di chuyển nếu dùng một cây kim chạm vào ống thở hoặc vùng cổ.

- Bọ gậy nhạy cảm: Bọ gậy còn nhạy cảm với hóa chất thử nghiệm được xác định theo quy trình thử nhạy cảm của WHO/VBC/81.807.

- Quăng chết: Quăng không di chuyển hoặc không lột xác hoàn toàn thành muỗi được.

- Hóa chất diệt bọ gậy: Sản phẩm có chứa hoạt chất ở dạng kỹ thuật dùng để gia công chế biến thành chế phẩm hoặc sử dụng trực tiếp (sau đây gọi tắt là hóa chất).

- Chế phẩm diệt bọ gậy: Sản phẩm có chứa hoạt chất và có tên thương mại riêng, dùng để sử dụng trực tiếp (sau đây gọi tắt là chế phẩm).
II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM 

1. Phương pháp khảo nghiệm

a. Khảo nghiệm xác định hiệu lực diệt của chế phẩm diệt bọ gậy

· Sử dụng phương pháp thử nghiệm sinh học để đánh giá hiệu lực diệt bọ gậy, dựa vào tỷ lệ chết của bọ gậy sau khi tiếp xúc với hóa chất, chế phẩm theo thời gian.

b. Khảo nghiệm xác định hiệu lực ức chế sinh trưởng bọ gậy và quăng

· Sử dụng phương pháp thử nghiệm sinh học để đánh giá hiệu lực ức chế sinh trưởng bọ gậy, dựa vào tỷ lệ chết, không lột xác được của bọ gậy, quăng sau khi tiếp xúc với chất ức chế sinh trưởng theo thời gian.

c. Khảo nghiệm xác định hiệu lực diệt bọ gậy của chế phẩm vi sinh 

- Sử dụng phương pháp thử nghiệm sinh học để đánh giá hiệu lực diệt bọ gậy, dựa vào tỷ lệ chết của bọ gậy sau khi tiếp xúc với chế phẩm vi sinh vật theo thời gian.

2.  Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

a) Micropipet đơn kênh (100 - 1000(l): 01 cái và các đầu côn tương ứng

- Vợt bọ gậy bằng vải the, đường kính 3cm: 04 cái

- Ống hút bọ gậy bằng nhựa: 05 cái

- Cốc thủy tinh dung tích 250ml: 24 cái cho một nồng độ

- Cốc thủy tinh có mỏ dung tích 100ml: 24 cái cho một nồng độ

- Thức ăn bọ gậy: đạm nguyên chất tối thiểu 30%, chất béo tối thiểu 10%, chất xơ 5%, độ ẩm tối đa 12%: 10g 

- Mảnh vải màn 32 - 36 lỗ/cm2 kích thước 20cm x 20cm: 24 mảnh cho một nồng độ 

- Biểu mẫu ghi kết quả 

- Bút viết kính

- Phần mềm log-probit

Riêng với khảo nghiệm xác định hiệu lực diệt bọ gậy của chế phẩm vi sinh (Bacillus) cần bổ sung:

- Tủ lạnh dung tích 270 lít, khoảng nhiệt độ hoạt động: 2oC - 8oC

- Tủ ấm nhiệt độ 30oC - 80oC

- Máy khuấy từ gia nhiệt: nhiệt độ tối đa 320oC, que khuấy dài tối đa 6cm, tốc độ khuấy từ 0 đến 2000 vòng/phút.

b) Bảng ghi kết quả khảo nghiệm 

c) Bảng câu hỏi phỏng vấn tác dụng không mong muốn của mẫu khảo nghiệm 

2.2. Bọ gậy thử nghiệm

Bọ gậy khỏe cuối tuổi II hoặc đầu tuổi IV của muỗi chủng phòng thí nghiệm hoặc thế hệ F1 của muỗi thu ở thực địa được nuôi trong phòng thí nghiệm.

2.3. Phòng thử nghiệm và quy trình thử nghiệm:Hai phòng riêng biệt (một phòng đối chứng, một phòng thử nghiệm) vận hành theo ISO: 17025: 2005, duy trì điều kiện như nhau: nhiệt độ 25oC - 28oC, độ ẩm 70% - 80% và thời gian chiếu sáng đảm bảo 12 giờ/ngày.

3. Các bước tiến hành khảo nghiệm
3.1. Chuẩn bị:

· Các hóa chất, chế phẩm diệt bọ gậy được yêu cầu xác định hiệu lực diệt. Hóa chất, chế phẩm diệt bọ gậy dùng để khảo nghiệm cần được cung cấp một lượng tương đương ba lô hóa chất, chế phẩm nguyên đai nguyên kiện. Mỗi lô chứa từ 0,1 kg đến 0,5 kg hóa chất, chế phẩm dạng thành phẩm, còn hạn sử dụng. Một lô còn nguyên niêm phong để lưu và bảo quản ít nhất 1 năm kể từ khi tiến hành khảo nghiệm. 

· Mẫu lưu cần ghi vào sổ đầy đủ các thông tin sau: 

· Tên hóa chất, chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), 

· Hoạt chất (CAS number, WHO code)

· Liều thử nghiệm

· Ngày thử nghiệm dạng dd/mm/yyyy

· Đơn vị yêu cầu khảo nghiệm

Chuẩn bị bọ gậy

· Nếu mẫu khảo nghiệm ở dạng chế phẩm thì cần 200 bọ gậy cho một nồng độ của lô thử nghiệm và một lô đối chứng. Nếu nhà sản xuất khuyến cáo liều áp dụng là một khoảng nồng độ thì khảo nghiệm sẽ tiến hành ở 03 nồng độ (thấp nhất, cao nhất và trung bình) với số bọ gậy cần là 600 con cho ba nồng độ của lô thử nghiệm và một lô đối chứng.

· Nếu mẫu khảo nghiệm ở dạng hóa chất thì cần 1000 bọ gậy cho 5 nồng độ khác nhau ở lô thử nghiệm và một lô đối chứng. 

· Pha dung dịch hóa chất, chế phẩm khảo nghiệm: pha theo khuyến cáo của nhà sản xuất. Nếu nhà sản xuất khuyến cáo liều áp dụng là một khoảng nồng độ thì khảo nghiệm sẽ tiến hành ở ba nồng độ: thấp nhất, cao nhất và trung bình. Mỗi nồng độ cần 800ml dung dịch chế phẩm đã pha cho vào 04 cốc thử nghiệm, 800 ml nước sạch cho vào 04 cốc đối chứng. 

Khảo nghiệm được tiến hành lặp lại ít nhất ở ba thời điểm khác nhau với các lô bọ gậy khác nhau và các lần pha dung dịch khác nhau.

3.2. Thử nghiệm:

3.2.1. Khảo nghiệm xác định hiệu lực diệt của chế phẩm diệt bọ gậy

Tiến hành ở lô đối chứng trước khi tiến hành ở lô thử nghiệm. Mỗi một nồng độ của một loại chế phẩm cần tiến hành làm thử nghiệm từ bước 1 đến bước 8, lặp lại ít nhất ở 03 thời điểm khác nhau với các lô khác nhau, như sau:

- Pha dung dịch chế phẩm theo nồng độ khuyến cáo của nhà sản xuất. Nếu nhà sản xuất khuyến cáo liều áp dụng là một khoảng nồng độ thì thực nghiệm sẽ tiến hành ở 03 nồng độ (thấp nhất, cao nhất và trung bình). Mỗi nồng độ cần tối thiểu 800ml dung dịch chế phẩm đã pha cho vào 04 cốc thử nghiệm, 800 ml nước sạch cho vào 04 cốc đối chứng.

- Dùng ống hút để chọn bọ gậy cho vào 08 cốc thủy tinh dung tích 100ml đã có sẵn 20ml nước sạch, mỗi cốc 25 cá thể. Lặp lại với các nồng độ khác nhau (nếu có).

- Cho 200ml nước sạch vào mỗi cốc đối chứng và 200ml dung dịch chế phẩm đã pha vào mỗi cốc thử nghiệm (độ sâu của dung dịch trong cốc khoảng từ 5 - 7 cm).

- Vớt 25 bọ gậy ở mỗi cốc đã chuẩn bị ở bước 2 và thả nhẹ nhàng vào từng cốc đã chuẩn bị ở bước 3. Lưu ý, sử dụng các vợt riêng biệt cho lô đối chứng và từng nồng độ khác nhau của lô thử nghiệm. Ghi thời gian thả bọ gậy vào biểu mẫu.

- Cho thức ăn bọ gậy vào các cốc đối chứng và cốc thử nghiệm với hàm lượng 10 mg/l, tương đương 2mg trong một cốc dung dịch 200ml. Lặp lại sau 24 giờ.

- Đếm số lượng bọ gậy “hấp hối”, chết, bọ gậy sống, bọ gậy nở thành quăng theo thời gian cho đến 48 giờ. 

- Kết quả được ghi theo bảng quy định 

3.2.2. Khảo nghiệm xác định hiệu lực ức chế sinh trưởng bọ gậy và quăng

Tiến hành ở lô đối chứng trước khi tiến hành ở lô thử nghiệm. Mỗi một nồng độ cần tiến hành khảo nghiệm từ bước 1 đến bước 5 giống như kỹ thuật khảo nghiệm sinh học xác định hiệu lực diệt của chế phẩm diệt bọ gậy (Phần 4.1.). Tuy nhiên ở bước 6, đếm cả số lượng bọ gậy “hấp hối” và chết, bọ gậy sống hay bọ gậy nở thành quăng theo thời gian cho đến 48 giờ hoặc lâu hơn đến khi bọ gậy ở lô đối chứng nở hết thành muỗi. 

3.2.3. Khảo nghiệm xác định hiệu lực diệt bọ gậy của chế phẩm vi sinh 

Tiến hành ở lô đối chứng trước khi tiến hành ở lô thử nghiệm. Mỗi một nồng độ cần tiến hành khảo nghiệm từ bước 1 đến bước 5 giống như phần 4.1. Tuy nhiên ở bước 6, đếm số lượng bọ gậy “hấp hối” và chết theo thời gian cho đến 24 giờ (đối với chế phẩm có chứa Bacillus thuringiensis subsp. israelensis) và 48 giờ (đối với chế phẩm có chứa Bacillus sphaericus) theo khuyến cáo của nhà sản xuất tùy thuộc vào chế phẩm. 

4. Đánh giá hiệu lực
4.1. Khảo nghiệm xác định hiệu lực diệt của chế phẩm diệt bọ gậy

- Tỷ lệ bọ gậy chết trên mỗi nồng độ của một mẫu chế phẩm là giá trị trung bình của tổng các tỷ lệ chết ở nồng độ đó. Khi tính tỷ lệ bọ gậy chết, bọ gậy “hấp hối” được coi như bọ gậy chết. Những bọ gậy lột xác thành quăng trong quá trình thử nghiệm thì sẽ không được tính vào thử nghiệm.
	Tỷ lệ bọ gậy chết (%)  =
	Tổng số bọ gậy chết + Tổng số bọ gậy “hấp hối”
	x 100

	
	Tổng số bọ gậy
	


Hóa chất, chế phẩm có hiệu lực diệt tốt khi: thử nghiệm sinh học cho tỷ lệ bọ gậy, quăng chết đạt ≥ 80%.

4.2. Khảo nghiệm xác định hiệu lực ức chế sinh trưởng bọ gậy và quăng

- Tỷ lệ ức chế sinh trưởng bọ gậy và quăng trên mỗi nồng độ của một mẫu hóa chất, chế phẩm là giá trị trung bình của tổng các tỷ lệ ức chế ở nồng độ đó. Khi tính tỷ lệ bọ gậy chết, bọ gậy “hấp hối” được coi như bọ gậy chết. 

                                                       100 - (T x 100)



Tỷ lệ ức chế sinh trưởng IE% = 



                        C

- Trong đó: 

+ T = Tổng số cá thể sống sót và lột xác thành muỗi ở lô thử nghiệm (%)

+ C = Tổng số cá thể sống sót và lột xác thành muỗi ở lô đối chứng (%)

Hóa chất, chế phẩm có hiệu lực diệt tốt khi: thử nghiệm sinh học cho tỷ lệ bọ gậy, quăng chết đạt ≥ 80%.

4.3. Khảo nghiệm xác định hiệu lực diệt bọ gậy của chế phẩm vi sinh 

- Tỷ lệ bọ gậy chết trên mỗi nồng độ của một mẫu chế phẩm là giá trị trung bình của tổng các tỷ lệ chết ở nồng độ đó. Khi tính tỷ lệ bọ gậy chết, bọ gậy “hấp hối” được coi như bọ gậy chết.


                                  Tổng số bọ gậy chết + Tổng số bọ gậy “hấp hối” 

Tỷ lệ bọ gậy chết (%)  =







x 100


                                                         Tổng số bọ gậy

Hóa chất, chế phẩm có hiệu lực diệt tốt khi: thử nghiệm sinh học cho tỷ lệ bọ gậy, quăng chết đạt ≥ 80%.

5. Đánh giá an toàn
Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá tác dụng không mong muốn của chế phẩm diệt bọ gậy muỗi khảo nghiệm với những người tham gia thử nghiệm. Nếu số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: dị ứng da, đau đầu, chóng mặt chiếm ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

6. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

6.1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
6.2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 2
QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM DUNG DỊCH BỐC HƠI 
XUA DIỆT MUỖI DÙNG ĐIỆN 

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG 

1. Phạm vi điều chỉnh

Thông tư này quy định phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của dung dịch bốc hơi xua diệt muỗi dùng điện dung trong gia dụng và y tế để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ


- CAS numberlà chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh “Chemical Abstract Service Registry number” là mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học. 
- WHO code là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "World Health Organisation code" là mã hóa chất theo quy định của Tổ chức Y tế thế giới.


II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM 
1. Phương pháp khảo nghiệm

Sử dụng phương pháp thử nghiệm sinh học trong buồng thử Peet Grady kích thước 180cmx180cmx180cm để đánh giá hiệu lực, an toàn và tác dụng không mong muốn của dịch bốc hơi xua diệt muỗi dùng điện. Mỗi khảo nghiệm bao gồm 03 thử nghiệm và tất cả các thử nghiệm đều phải tuân thủ các yêu cầu, cách tiến hành và đánh giá quy định tại qui trình này.

2.  Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

a) Buồng thử Peet Grady kích thước 180 cm x 180 cm x 180 cm quy định tại biểu mẫu 2.1.

b) Lồng muỗi có kích thước 20cmx20cmx20cm bằng màn tuyn kích thước lỗ 32-36/cm2. Số lượng lồng 08 cái/1 lần thử nghiệm (4 lồng đối chứng đánh số 01, 02, 03, 04 đánh dấu xanh; 4 lồng thử nghiệm đánh số 01, 02, 03, 04 đánh dấu đỏ);

c) Trang phục phòng hộ cá nhân: quần áo, mũ có lưới bảo vệ, kính, găng tay, bao khuỷu tay, ủng;
d) Bảng ghi kết quả khảo nghiệm quy định;

đ) Bảng câu hỏi phỏng vấn tác dụng không mong muốn của mẫu khảo nghiệm quy định.

2.2. Muỗi sử dụng để khảo nghiệmphải là muỗi cái đạt tiêu chuẩn theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới (WHO/CDS/CPC/MAL/98.2), được nuôi trong phòng nuôi an toàn sinh học cấp II, nhạy cảm với hóa chất, chưa hút máu, từ 02- 05 ngày tuổi, hút dung dịch glucose 10%.
2.3. Phòng thử nghiệm và quy trình thử nghiệmquản lý theo hệ thống ISO/IEC 17025:2005(một phòng đối chứng, một phòng thử nghiệm) có diện tích tối thiểu 20m2/phòng, duy trì điều kiện như nhau: nhiệt độ 27oC ( 2oC, độ ẩm 80% ( 10%;Ở chính giữa mỗi phòng thử nghiệm có một buồng thử Peet- Grady.

3. Các bước tiến hành khảo nghiệm
3.1. Chuẩn bị:

a) Chuẩn bị sẵn bộ dung dịch bốc hơi xua diệt muỗi dùng điện đủ cho 3 lần thử và mẫu lưu: cần có 6 mẫu cùng lô sản xuất, ngày sản xuất, còn hạn sử dụng. Mẫu lưu cần ghi vào sổ: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, OMS code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu. 

b) Chuẩn bị 600 muỗi đủ tiêu chuẩn như nêu trên cho 1 mẫu thử nghiệm và 1 mẫu đối chứng tại 1 thời điểm thử nghiệm;

c) Địa điểm khảo nghiệm: thử nghiệm và đối chứng được bố trí cùng thời điểm ở hai buồng khác nhau nhưng phải tương đồng về các điều kiện nhiệt độ và ẩm độ.

3.2. Thử nghiệm:

a) Thả vào mỗi lồng 25 muỗi;

b) Treo 04 lồng muỗi thử nghiệm đánh dấu đỏ vào 4 góc tương ứng của buồng thử Peet – Grady thử nghiệm, treo 04 lồng muỗi đối chứng đánh dấu xanh vào 4 góc tương ứng của buồng thử Peet – Grady đối chứng, mỗi lồng muỗi được treo cách trần buồng thử 80cm và cách 2 cạnh buồng thử Peet – Grady 10cm;

c) Trước mỗi thử nghiệm cắm bộ sản phẩm ở bên ngoài buồng thử Peet Grady theo thời gian nhà sản xuất khuyến cáo trước khi đưa mẫu vào thử nghiệm;

d) Chuyển và đặt mẫu thử vào giữa khay nhựa trên quạt ở giữa sàn của buồng Peet – Grady thử nghiệm, cắm điện và bật điện cho bộ sản phẩm (đã gắn vào hộp dung dịch xua muỗi) và đóng tất cả các cửa của buồng thử. Bộ dung dịch bốc hơi xua diệt muỗi dùng điện được cắm điện liên tục trong suốt thời gian thử nghiệm.

đ, Đếm số muỗi ngã theo thời gian quy định, trong 10 phút đầu cứ 1phút đếm số muỗi quỵ 1 lần, trong 20 phút tiếp theo cứ 5 phút đếm số muỗi quỵ 1 lần và cứ 10 phút đếm số muỗi quỵ 1 lần cho đến hết 60 phút thử nghiệm và ghi vào biểu mẫu 
e, Sau 60 phút thử nghiệm, dùng ống hút để hút muỗi từ lồng thử vào các cốc nghỉ. Muỗi ở mỗi lồng cho vào một cốc nghỉ tương ứng.

f, Đặt cốc nghỉ vào khay và chuyển tới phòng nghỉ. Cho muỗi hút dung dịch đường glucose 10%, cách thủy để chống kiến và các động vật ăn muỗi khác, đảm bảo điều kiện phòng ổn định: Nhiệt độ 27 ± 2oC và độ ẩm 80% ± 10%.

g, Đọc kết quả sau 24 giờ thử nghiệm: đếm số lượng muỗi còn sống và muỗi chết, ghi kết quả vào biểu mẫu 

i, Mở cửa và bật quạt thông gió, rửa bốc sạch bốc để chuẩn bị cho lần thử nghiệm tiếp theo.
j, Mỗi khảo nghiệm tiến hành với 3 mẫu dung dịch xua diệt muỗi dùng điện, mỗi mẫu tiến hành thử nghiệm tại 3 thời điểm khác nhau: dung dịch còn đầy bắt đầu được sử dụng, dung dịch đã bay hơi hết một nửa và dung dịch đã bay hơi gần hết. 

4. Đánh giá hiệu lực
- Tỷ lệ muỗi chết sau 24 giờ là giá trị trung bình của tổng các tỷ lệ chết của3 mẫu. 

- Sau 24 giờ số muỗi chết từ 90%-100% là hiệu lực tốt

- Sau 24 giờ số muỗi chết từ 70- dưới 90% là hiệu lực trung bình.

- Sau 24 giờ số muỗi chết dưới 70% là hiệu lực kém.

5. Đánh giá an toàn
Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá tác dụng không mong muốn của dung dịch bốc hơi xua diệt muỗi dùng điện khảo nghiệm với những người tham gia thử nghiệm. Nếu số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: dị ứng da, đau đầu, chóng mặt chiếm ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

6. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.

2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 3
QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM MÀN TẨM HÓA CHẤT 

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG 

1. Phạm vi điều chỉnh

Thông tư này quy định phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn- phản ứng không mong muốn của màn tẩm hóa chất xua diệt muỗi đăng ký lưu hành để sử dụng trong lĩnh vực gia dụng và y tế ở Việt Nam
2. Giải thích từ ngữ


Trong Thông tư này, các từ ngữ và ký hiệu viết tắt được hiểu như sau:
- WHO: Tổ Chức Y Tế Thế Giới

- LLIN: Màn tồn lưu dài ngày

- ITN: Màn tẩm tay

- CAS number: Chemical Abstract Service Registry number - mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học 

- OMS code: WHO code number- mã hóa chất sử dụng bởi Tổ chức Y tế thế giới.

- Muỗi sống: Muỗi vẫn đậu được theo tư thế của loài hoặc đã nằm ngửa bụng, khi đụng vào vẫn bay lên và đậu được.

- Muỗi ngã: Muỗi không thể đứng, không thể bay một cách bình thường hoặc bay lên được nhưng lại bị rơi ngay sau đó.

- Muỗi chết: Muỗi không động đậy, không thể đứng hoặc không có dấu hiệu của sự sống.

- Muỗi nhạy cảm: Muỗi còn nhạy cảm với hóa chất tẩm trên màn, được xác định theo quy trình thử nhạy cảm của WHO (Test procedures for insecticide resistance monitoring in malaria vector mosquitoes, 2013).
II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM 
1. Phương pháp khảo nghiệm

Sử dụng kỹ thuật thử nghiệm sinh học để khảo nghiệm xác định hiệu lực, an toàn và tác dụng không mong muốn của màn tẩm hóa chất xua diệt muỗi.

2.  Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

· Dụng cụ để cắt mẫu màn

· Kéo cắt vải

· Thước nhựa cứng có chia vạch

· Bìa cứng bằng giấy: kích thước tối thiểu 50cm x 50cm

2.2. Dụng cụ để tẩm màn

· Ống đong nhỏ thể tích 50ml, 100 ml để đong hóa chất

· Ống đong lớn thể tích 1000 ml để đong nước

· Xô chậu chứa nước, gáo múc nước, nước sạch

2.3. Dụng cụ giặt mẫu màn

· Chai thủy tinh trung tính dung tích 1000ml: 16 chai

· Panh (kẹp): 2 cái

· Giá phơi inox: 2 cái

· Khay inox kích thước 60cm x 40cm: 1 cái

· Cốc thủy tinh trung tính dung tích 500 ml: 2 cái

2.4. Dụng cụ để thử sinh học bằng phễu

· Phễu nhựa trong, hình nón, đường kính đáy 8,5 cm và chiều cao 5,5 cm (Hình 1): 08 phễu.
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Hình 1. Phễu nhựa

· Ống hút bằng thủy tinh, đường kính ngoài 1 cm - 1,2 cm, một đầu ống uốn cong, ống hút được nối với một ống cao su hoặc một ống nhựa mềm có chiều dài 60 cm có gắn đầu ngậm hút (Hình 2): 02 ống.
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Hình 2. Ống hút thủy tinh

· Giá kê: gồm 2 tấm nhựa mica có kích thước 30cm x 30cm. Trên mỗi tấm khoét 4 lỗ hình tròn đường kính 8,5cm và đánh số thứ tự từ 1 đến 4, một giá đỡ tấm nhựa đằng sau sao cho tấm nhựa nghiêng 45oC so với mặt phẳng nằm ngang và 2 kẹp (Hình 3): 02 giá.
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Hình 3. Giá thử

2.5. Dụng cụ thử Tunnel

·  Hộp chữ nhật bằng nhựa có kích thước dài x rộng x cao: 60cm x 25cm x 25cm: 2 bộ.

·  Khung nhựa kích thước ngoài 25cm x 28cm, kích thước trong 20cm x 20cm để giữ mẫu màn cố định ở vị trí 1/3 so với chiều dài của hình hộp chữ nhật và chia hình hộp chữ nhật thành 2 buồng C1 và C2: 2 bộ.

·  Lồng vải màn hình chữ nhật bằng polyeste có kích thước dài x rộng x cao: 100cm x 25cm x 25cm: 2 bộ. 

·  Khung lồng kích thước 25cm x 25cm x 25 cm (Hình 4): 4 chiếc.
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Hình 4. Bộ thử tunnel

[image: image5.png]Extension Bst  Hetting samole





Hình 5. Mô tả chi tiết bộ thử tunnel

· Kẹp chuột bằng inox kích thước 10cm x 5 cm: 2 cái

· Đĩa petri thủy tinh đường kính 10cm: 2 cái

· Băng dính trong: 2 cuộn

2.6. Trang thiết bị, dụng cụ khác

· Tuýp bắt muỗi bằng thủy tinh thủng hai đầu, đường kính 1,2 cm; chiều dài 18 cm - 20cm: 450 cái.

· Cốc nhựa cho muỗi nghỉ, đường kính đáy 5cm, đường kính miệng 7cm, chiều cao 8 cm: 50 cốc 

· Dao nhỏ: 01 chiếc

· Khay đựng, kéo, bút viết kính: mỗi loại 02 chiếc

· Bông thấm nước, bông không thấm nước: mỗi loại 02 gói

· Dung dịch đường glucose 10%: 02 chai 500ml

· Mảnh vải màn 32 - 36 lỗ/cm2 kích thước 20cm x 20cm: 50 cái

· Vòng dây cao su: 50 cái.

· Lồng màn đọc kết quả kích thước 20 cm x 20 cm x 20 cm: 02 chiếc

· Bảng ghi kết quả khảo nghiệm 

· Bảng câu hỏi phỏng vấn về tác dụng không mong muốn 

2.8. Hóa chất sử dụng

·  Nước khử ion: 120 lít

·  Xà phòng trung tính (pH=7): 8 gói cho mỗi lần giặt, mỗi gói 1g

·  Dung dịch đường glucose 10%: 02 chai 500ml

2.9. Thiết bị

· Ôn ẩm kế điện tử: 02 cái

· Đồng hồ bấm giây: 02 cái

· Máy hút ẩm: 02 cái

· Máy phun ẩm: 02 cái

· Thiết bị giặt màn có thể điều chỉnh được tốc độ và thời gian theo phút, điều chỉnh được nhiệt độ và các chai thủy tinh trung tính dung tích 1 lit được cố định trên bề mặt: 1 máy.

2.10. Muỗi và động vật thử nghiệm

· Muỗi sử dụng để khảo nghiệm phải là muỗi cái đạt tiêu chuẩn theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới (WHO/CDS/CPC/MAL/98.2), được nuôi trong phòng nuôi an toàn sinh học cấp II, nhậy cảm với hóa chất, chưa hút máu, đồng lứa 02 - 05 ngày tuổi, hút dung dịch glucose 10%: 800 muỗi.
· Chuột nhắt trắng: 2 con (nếu thử tunnel).

2.11. Phòng thử nghiệm và quy trình thử nghiệm:

· Phòng thử nghiệm và quy trình thử nghiệmquản lý theo hệ thống ISO/IEC 17025:2005.

3. Các bước tiến hành

3.1. Chuẩn bị mẫu

a. Chuẩn bị mẫu màn

· Màn đối chứng: màn có chất liệu giống với màn khảo nghiệm nhưng không tẩm hóa chất. Cắt các mẫu màn đối chứng kích thước 25cm x 25cm.

· Màn tẩm hóa chất được yêu cầu khảo nghiệm xác định hiệu lực cần được cung cấp tối thiểu 30 chiếc nguyên bao bì với tối thiểu 02 lô màn khác nhau. Mỗi một lô màn lưu 01 màn và bảo quản ít nhất 01 năm kể từ khi tiến hành khảo nghiệm. Màn lưu cần ghi vào sổ đầy đủ các thông tin sau: 

+ Tên màn (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), 

+ Hoạt chất tẩm trong màn (CAS number, OMS code)

+ Ngày thử nghiệm dạng ngày/ tháng/ năm

+ Đơn vị yêu cầu khảo nghiệm

· Trong các màn còn lại, chọn 04 màn ngẫu nhiên từ các lô để cắt mẫu màn. Nếu có hai lô màn khác nhau thì chọn mỗi lô 02 chiếc màn. Mỗi màn cắt 14 miếng có kích thước 25cm x 25cm tại các vị trí như mô tả trong hình 6.
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Hình 6. Mô tả các vị trí cắt màn

· Mã hóa các mẫu màn ở mỗi màn theo thứ tự từ 1 đến 9 và từ HP1 đến HP5, trong đó:

· Mẫu màn từ số 1 đến 9: mẫu để xác định thời gian phục hồi hiệu lực của hóa chất sau giặt và thử sinh học rồi đem phân tích hóa học.

· Mẫu màn từ HP1 đến HP5: dùng để phân tích hóa học trước khi thử sinh học.

· Trong tổng số 56 mẫu màn:

· 8 miếng màn (4 miếng không giặt và 4 miếng giặt) để xác định thời gian phục hồi hiệu lực của hóa chất sau giặt.

· 28 miếng để xác định khả năng chịu giặt của màn: 04 miếng được thử sinh học sau lần giặt thứ 1, 3, 5, 10, 15, 20 và 25 (4 x 7 = 28 miếng để thử sinh học).

· 20 miếng để phân tích hóa học (5 miếng từ HP1 đến HP5 của một màn trong 4 màn ngẫu nhiên được chọn): gói trong giấy nhôm đặt trong điều kiện ở 4oC.

· Các mẫu màn ký hiệu từ 1 đến 9 của 4 màn được bảo quản trong giấy nhôm ở 30oC giữa các lần giặt.

b. Chuẩn bị muỗi

· Cho muỗi hút nước đường glucose 10%, bỏ bông đường ra khỏi lồng muỗi trước khi tiến hành khảo nghiệm 1 giờ. 

· Bắt 5 muỗi cho vào 1 tuýp và nút bông chặt hai đầu tuýp.

c. Chuẩn bị cốc nghỉ

· Dùng bút vẽ hình chữ U kích thước 1,5cm x 1,2cm lên thành cốc, cách miệng 3cm; sau đó dùng dao rạch theo hình. 

· Miệng cốc nghỉ được bịt vải màn sạch chặt bằng chun vòng.

· Mỗi cốc nghỉ được ghi mã số tương ứng với mã code của mẫu màn, ngày thử nghiệm (Hình 7).
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Hình 7. Cốc nghỉ

3.2. Kỹ thuật khảo nghiệm

3.2.1. Với màn tẩm tay (ITN)

· Tính lượng hoá chất và lượng nước để pha dung dịch tẩm màn

· Đo kích thước màn, tính diện tích từng chiếc màn cần tẩm.

· Tính lượng hóa chất cần thiết để tẩm theo liều lượng khuyến cáo tối thiểu của hóa chất dùng để tẩm.

·  Tính lượng nước đủ tẩm cho 1 m2 màn, và cho mỗi chiếc màn tùy theo kích thước và chất liệu cụ thể của màn (màn bông, màn tuyn…) để đảm bảo khi tẩm xong dung dịch hóa chất thấm đều khắp diện tích của màn và không còn dư, không thiếu (khi nâng màn lên khỏi chậu không còn dung dịch trong chậu và màn không có dung dịch chảy xuống).

· Lắc kỹ chai hoá chất, đong đủ lượng hóa chất để pha dung dịch tẩm màn vào chậu chuẩn bị sẵn.

· Đong đủ lượng nước sạch theo tính toán, tráng sạch cốc đong hóa chất vào chậu, khuấy cho tan đều.

· Nhúng màn vào chậu có hóa chất đã hòa tan trong nước, nhồi kỹ sao cho màn được ngấm đều và hết dung dịch và hóa chất trong chậu.

· Trải màn nằm ngang trên tấm ny lông trong bóng mát.

· Không phơi màn trực tiếp dưới ánh nắng mặt trời.

· Không phơi màn lên dây phơi, que phơi, hàng rào...khi màn chưa khô để tránh không cho dung dịch tẩm chảy dồn xuống phía dưới màn và có thể chảy ra khỏi màn. 

3.2.2. Với màn tồn lưu dài ngày (LLIN)

a. Thử nghiệm sinh học xác định thời gian phục hồi hiệu lực diệt của hóa chất tẩm trên màn.

· Lấy 4 mẫu màn được cắt ở 4 màn được chọn ngẫu nhiên. 

· Giặt và làm khô 4 miếng màn liên tục 3 lần trong 1 ngày theo quy trình giặt (chi tiết tại mục 3.4.3). Sau đó, các mẫu màn được giữ ở 30oC. 

· Vào các ngày thứ 1, 2, 3, 5, 7 và lâu hơn nếu cần thiết, tiến hành thử nghiệm sinh học xác định thời gian phục hồi hiệu lực diệt của hóa chất sau giặt (chi tiết tại mục 3.4.4). Khi tỷ lệ muỗi ngã sau 60 phút và tỷ lệ muỗi chết sau 24 giờ ổn định giữa 3 lần thử liên tiếp thì dừng thử. 

b. Thử nghiệm sinh học xác định khả năng chịu giặt của màn

· Chọn 28 miếng màn lấy ngẫu nhiên từ 4 màn đã chọn để thử nghiệm sinh học xác định khả năng chịu giặt của màn (chi tiết tại mục 3.4.4).

· Đối với màn tẩm tay: sau lần giặt thứ 0, 1, 2, thử sinh học với 4 mẫu màn lấy ngẫu nhiên từ 4 màn đã chọn. Sau thử, các mẫu màn được giữ ở 4oC để phân tích hóa học.

· Đối với màn tồn lưu dài: sau lần giặt thứ 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 hoặc lâu hơn, thử sinh học với 4 mẫu màn lấy ngẫu nhiên từ 4 màn đã chọn. Sau thử, các mẫu màn được giữ ở 4oC để phân tích hóa học.

c. Quy trình giặt mẫu màn

· Bước 1. Đong 500 ml nước đã khử ion vào các chai thủy tinh trung tính 1000ml.

· Bước 2.  Cho vào mỗi chai 1g xà phòng trung tính.

· Bước 3. Xếp chai lên máy giặt và bật máy ở chế độ: nhiệt độ 40oC, thời gian 15 phút, số vòng dao động ngang 185 vòng/phút.

· Bước 4. Khi máy dừng và xà phòng đã tan hết, cho từng miếng màn vào từng lọ, xoáy chặt nắp và bật máy ở chế độ: nhiệt độ 30oC, thời gian 10 phút và số vòng dao động ngang 155 vòng/phút.

· Bước 5. Trong khi máy hoạt động, cho 500ml nước đã khử ion vào các chai dung tích 1000ml khác.

· Bước 6. Khi máy dừng, dùng panh gắp từng miếng màn cho vào chai đã có sẵn 500 ml nước khử ion, bật máy ở chế độ giặt như trong bước 4. Lặp lại bước 6 cho đủ 2 lần giặt.

· Bước 7. Chuyển các miếng màn ra giá phơi.

3.2.3. Thử nghiệm sinh học trên phễu hình nón

· Bước 1. Gắn phễu vào màn

· Đặt mẫu màn lên 1 tấm nhựa.

· Đặt 4 phễu thử vào các lỗ hình tròn, 

· Đặt  tấm nhựa thứ 2 lên và dùng kẹp cố định màn và phễu ở giữa 2 tấm

· Đặt toàn bộ kẹp lên giá đỡ (Hình 8). 
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Hình 8. Gắn phễu tiếp xúc vào màn

· Bước 2. Cho muỗi tiếp xúc với màn

· Chuyển muỗi từ tuýp vào phễu tiếp xúc: tháo nút bông ở 1 đầu tuýp đựng muỗi, cho tuýp vào phễu thử, tháo từ từ bông ở đầu còn lại trên tuýp và thổi nhẹ để muỗi bay vào trong phễu. Cho nút bông đậy kín chóp phễu.
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Hình 9. Thử nghiệm sinh học trên phễu

· Cho muỗi tiếp xúc với màn trong 3 phút và ghi thời gian vào biểu mẫu 

· Bước 3. Chuyển muỗi từ phễu tiếp xúc sang cốc nghỉ

· Sau khi kết thúc thời gian tiếp xúc, đọc số muỗi ngã, ghi vào biểu mẫu 

· Dùng ống hút để hút muỗi từ phễu tiếp xúc chuyển vào cốc nghỉ.

· Muỗi ở mỗi phễu tiếp xúc chuyển vào một cốc nghỉ riêng.

· Lặp lại bước 2 và bước 3 10 lần sao chỗ mỗi một mẫu màn, tối thiểu có 50 muỗi tiếp xúc (5 con/lần x 10 lần = 50 con).

· Bước 4. Cho muỗi nghỉ

· Đặt cốc nghỉ vào khay và chuyển tới phòng nghỉ, cách thủy để chống kiến và các động vật ăn muỗi khác.

· Cho muỗi hút dung dịch đường glucose 10%,

· Đảm bảo điều kiện phòng được duy trì ở nhiệt độ 27 ± 2oC và độ ẩm 80% ±10%.

· Bước 5. Đọc kết quả

· Đọc số muỗi ngã sau 60 phút tiếp xúc và số muỗi chết sau 24 giờ: đếm số lượng muỗi còn sống và muỗi chết, ghi kết quả vào biểu mẫu. Số lượng muỗi chết sau 24 giờ được ghi riêng cho từng mẫu màn và từng lần thử lặp lại trên mẫu đó.

3.2.4. Thử tunnel

· Các mẫu màn thử nghiệm và 1 mẫu màn đối chứng không được tẩm hóa chất kích thước 25cm x 25cm sau 20 lần giặt được thử tunnel. Mỗi mẫu cắt 9 lỗ đường kính 1cm, một lỗ ở tâm mẫu màn, 8 lỗ còn lại cách viền màn 10cm và 2 lỗ cách đều nhau 5cm theo hàng ngang và hàng dọc (Hình 5).

· Duy trì điều kiện thử: nhiệt độ 27 ± 2oC và độ ẩm 75% ± 10%.

· Tùy thuộc tập tính hút máu của loài muỗi mà quy trình thử tunnel có thể thực hiện bắt đầu vào buổi sáng (đối với loài Aedes aegypti) hoặc buổi chiều (đối với loài Anopheles). Muỗi đói được thả bay tự do trong ống tunnel và tìm con mồi để đốt.

· Bước 1. Dùng băng dính cố định màn vào khung nhựa, đặt vào khe vị trí 1/3 chiều dài của ống tunnel.

· Bước 2. Kẹp 1 con chuột bằng kẹp chuột và đưa vào phần ngắn hơn của ống tunnel (Buồng C2), buộc phần đầu màn lại.

· Bước 3. Thả 100 muỗi cái đã chuẩn bị ở trên vào phần dài hơn của ống tunnel (Buồng C1), buộc phần đầu màn lại.

· Bước 4. Theo dõi số muỗi no máu, chưa no máu, chết và sống ở muỗi buồng của ống tunnel trong vòng 12 - 15 giờ. 

· Bước 5. Sau thời gian tiếp xúc, muỗi được hút từ mỗi buồng của tunnel vào các lồng muỗi khác nhau, ghi lại tỷ lệ muỗi chết và tỷ lệ muỗi no máu vào biểu mẫu

Kết quả được ghi theo bảng quy định.

4. Đánh giá hiệu lực
· Tỷ lệ muỗi chết trên một mẫu là giá trị trung bình của các tỷ lệ chết ở các lần lặp lại trên mẫu đó.

· Trả lời kết quả: Ghi rõ tỷ lệ muỗi ngã sau 60 phút và tỷ lệ muỗi chết sau 24 giờ và phương pháp thử nghiệm kèm theo phiếu tổng hợp kết quả. Kết quả thử nghiệm sinh học sau bao nhiêu lần giặt và màn có đạt yêu cầu về màn tồn lưu không.

· Tỷ lệ ức chế hút máu được đánh giá bằng cách so sánh với tỷ lệ muỗi no máu (sống và chết) ở lô thí nghiệm và lô đối chứng. Tỷ lệ muỗi chết được tính bằng tỷ lệ muỗi chết tại cả 2 buồng của ống Tunnel (buồng C1 và buồng C2).

Tiêu chuẩn đánh giá màn tẩm hóa chất có hiệu lực diệt muỗi tốt như sau: 

Với màn tồn lưu dài thỏa mãn 1 trong hai tiêu chí sau:

· Thử nghiệm sinh học sau 20 lần giặt, cho tỷ lệ muỗi chết sau 24 giờ ≥ 80% hoặc tỷ lệ muỗi ngã ≥ 95%.

· Tỷ lệ muỗi chết trong thử Tunnel ≥ 80% hoặc tỷ lệ ức chế hút máu ≥ 90%.

Với màn tẩm tay đạt tiêu chí sau:

· Thử nghiệm sinh học cho tỷ lệ muỗi chết sau 24 giờ ≥ 80% hoặc tỷ lệ muỗi ngã ≥ 95%.

5. Đánh giá an toàn
Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá tác dụng không mong muốn của chế phẩm kem xoa xua muỗi khảo nghiệm với những người tham gia thử nghiệm. Nếu số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: dị ứng da, đau đầu, chóng mặt chiếm ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

6. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

6.1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.

6.2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 4
QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM HÓA CHẤT, CHẾ PHẨM DIỆT MUỖI 
PHUN TỒN LƯU TRÊN TƯỜNG VÁCH 

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG 

1. Phạm vi điều chỉnh

Qui trình này quy định các nguyên tắc và phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của hóa chất, chế phẩm diệt muỗi phun tồn lưu trên tường vách đăng ký lưu hành để sử dụng trong lĩnh vực gia dụng và y tế tại Việt Nam
2. Giải thích từ ngữ

1. WHO: Tổ chức Y tế thế giới

2. CAS number: Chemical Abstract Service Registry number - mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học. 

3. WHO code number- mã hóa chất sử dụng bởi Tổ chức Y tế thế giới.
4. Muỗi sống: Muỗi vẫn đậu được theo tư thế của loài hoặc đã nằm ngửa bụng, khi đụng vào vẫn bay lên và đậu được.

5. Muỗi chết: Muỗi không động đậy, không thể đứng hoặc không có dấu hiệu của sự sống.

6. Muỗi nhạy cảm: Muỗi còn nhạy cảm với hóa chất được xác định theo quy trình thử nhạy cảm của WHO (Test procedures for insecticide resistance monitoring in malaria vector mosquitoes, 2013).
II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM HÓA CHẤT, CHẾ PHẨM DIỆT MUỖI PHUN TỒN LƯU TRÊN TƯỜNG VÁCH
1. Phương pháp khảo nghiệm

Sử dụng kỹ thuật thử nghiệm sinh học khảo nghiệm hiệu lực, an toàn- tác dụng không mong muốn của hoá chất, chế phẩm diệt muỗi phun tồn lưu trên tường vách. Mỗi khảo nghiệm bao gồm 03 thử nghiệm và tất cả các thử nghiệm đều phải tuân thủ các yêu cầu, cách tiến hành và đánh giá quy định tại Thông tư này. Các thử nghiệm có thể được tiến hành đồng thời trong một ngày hoặc trong các ngày khác nhau nhưng phải bảo đảm các điều kiện tương tự như nhau.

2. Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

· Bình phun bằng tay nén khí: 04 bình;

· Hóa chất diệt muỗi;

· Ống đong 100 ml: 01 cái;

· Ca đong 1000 ml: 01 cái;

· Que khuấy: 01 cái;

· Nước sạch;

· Phễu lọc nước: 01 chiếc;

· Danh sách hộ gia đình được phun hóa chất diệt muỗi (Biểu mẫu 5): 05 bản;

· Bút bi: 02 cái

· Phễu thử bằng nhựa trong được gắn băng dính xốp, hình nón, đường kính đáy là 12 cm và chiều cao 5,5 cm
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Hình 1. Phễu nhựa trong, hình nón

· Ống hút muỗi bằng thủy tinh, đường kính ngoài 1 cm - 1,2 cm, ống hút này được nối với một ống dây cao su hoặc một ống nhựa mềm có chiều dài 60 cm có gắn đầu ngậm hút (Hình 2).
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Hình 2. Ống hút thủy tinh nối với dây cao su và đầu ngậm hút

· Máy hút ẩm: có khả năng làm điều chỉnh độ ẩm 80% ± 10% độ ẩm nếu độ ẩm vượt quá 90%

· Máy phun ẩm: Có khả năng điều chỉnh độ ẩm 80% ± 10% nếu độ ẩm  thấp dưới 70%

· Cuộn băng dính xốp

· Hộp đinh mũ dài 1cm và 1 búa 

· Cuộn băng dính để cố định phễu vào vật liệu thí nghiệm 

· Vải màn bịt miệng cốc kích thước 15cm x 15cm

· Bông thấm nước đã được cắt miếng với kích thước 2cm x 2cm 

· Giấy A4

· Bút viết kính, bút mực

· Bản hướng dẫn Quy trình thử nghiệm

· Đĩa petri sạch đường kính 12cm và 18 cm

· Tuýp bắt muỗi bằng thủy tinh thủng hai đầu, đường kính 1,2 cm; chiều dài 18 cm - 20cm: 450 cái.

· Cốc nhựa cho muỗi nghỉ, đường kính đáy 5cm, đường kính miệng 7cm, chiều cao 8 cm: 50 cốc 

· Dao nhỏ: 01 chiếc

· Khay đựng, kéo, bút viết kính, mỗi loại 02 chiếc

· Bông thấm nước, bông không thấm nước: mỗi loại 02 gói

· Dung dịch đường glucose 10%: 02 chai 500ml

· Mảnh vải màn 32 - 36 lỗ/cm2 kích thước 20cm x 20cm: 50 cái

· Vòng dây cao su: 50 cái.

· Lồng màn đọc kết quả kích thước 20 cm x 20 cm x 20 cm: 02 chiếc

· Bảng ghi kết quả khảo nghiệm.

· Bảng câu hỏi phỏng vấn về tác dụng không mong muốn. 

· Ôn ẩm kế điện tử: 02 cái

· Đồng hồ bấm giây: 02 cái

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện kỹ thuật phun tồn lưu phải được lựa chọn theo quy định.

2.3. Muỗi sử dụng để khảo nghiệm phải là muỗi cái đạt tiêu chuẩn theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới (WHO/CDS/CPC/MAL/98.2), được nuôi trong phòng nuôi an toàn sinh học cấp II, còn nhạy cảm với hóa chất, chưa hút máu, từ 02 - 05 ngày tuổi, hút dung dịch glucose 10%.
2.4. Phòng thử nghiệm và quy trinh thử nghiệm:

a. Chuẩn bị 02 phòng cho 01 lần thử nghiệm: một phòng cho thử nghiệm, một phòng cho đối chứng. 

b. Phòng đối chứng phải có điều kiện tương tự như phòng thử nghiệm và cách biệt hoàn toan với phòng thử nghiệm.

c. Phòng thử nghiệm và quy trình thử nghiệm quản lý theo hệ thống ISO/IEC 17025:2005; nhiệt độ 27oC ± 2oC, ẩm độ tương đối 80% ± 10%. Nhiệt độ và độ ẩm được duy trì trong suốt thời gian khảo nghiệm.
d. Phòng đặt muỗi để theo dõi muỗi chết sau 24 giờ cần giữ nhiệt độ 27ºC ± 2ºC và độ ẩm 80% ± 10%.
3. Các bước tiến hành khảo nghiệm

3.1. Chuẩn bị:

a) Chuẩn bị tường vách khảo nghiệm

· Mẫu tường vách thử nghiệm: .

· Các loại tường vách bằng gạch; gỗ; tre, nứa: kích thước 20cm x 20cm

· Các loại tường vách bằng xi măng; bùn; thạch cao; vữa: kích thước: dày 5 mm, đường kính tối thiểu 12 cm.

· Phun hóa chất đúng liều lượng theo yêu cầu của nhà sản xuất và để khô ở điều kiện phòng thí nghiệm.

· Mẫu tường vách đối chứng: Các loại tường, kích thước như trên nhưng không phun hóa chất.

· Các mẫu tường vách thử nghiệm được giữ ở điều kiện nhiệt độ 270C ± 20C và độ ẩm 80% ± 10%;

b) Chuẩn bị muỗi
· Chuẩn bị muỗi đạt tiêu chuẩn theo quy định tại Khoản 3 Điều 4 quy trình này cho một lần thử nghiệm. 

· Cho muỗi hút nước đường glucose 10%, bỏ bông đường ra khỏi lồng muỗi trước khi tiến hành khảo nghiệm 1 giờ. 

· Bắt 5 muỗi cho vào 1 tuýp và nút bông chặt hai đầu tuýp;

c) Chuẩn bị cốc nghỉ

· Dùng bút vẽ hình chữ U kích thước 1,5cm x 1,2cm lên thành cốc, cách miệng 3cm; sau đó dùng dao rạch theo hình. 

· Miệng cốc nghỉ được bịt vải màn sạch chặt bằng chun vòng.

· Mỗi cốc nghỉ được ghi mã số tương ứng với mã code của mẫu màn, ngày thử nghiệm (Hình 3);
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Hình 3. Cốc nghỉ
d) Chuẩn bị bình phun và tiến hành phun

Bước 1. Pha dung dịch hóa chất để phun

- Liều lượng: Liều lượng hóa chất pha theo hướng dẫn sử dụng trên nhan của từng loại hóa chất. 

- Cách pha: Lắc thật kỹ chai hóa chất, đong lượng hóa chất cho vào bình phun theo đúng liều lượng quy định, đổ nước sạch vào bình phun đúng với lượng nước quy định pha (nếu nước không thật sạch thì đổ vào bình phun qua phễu lọc để tránh tắc đầu vòi phun). Sau đó dùng que khuấy khuấy đều hóa chất với nước. 

Bước 2. Bơm nén khí 

- Sau khi cho đủ lượng hóa chất và nước vào bình phun, đậy nắp bình phun lại.

- Đặt bình phun ở nơi bằng phẳng, đặt một chân lên bàn đạp, mở khóa ở ống bơm và sau đó bơm nén khí (bơm đều tay không quá nhanh và cũng không quá chậm) 

- Nếu bình phun có đồng hồ đo áp lực thì bơm cho đến khi kim trên đồng hồ chỉ đến vạch 55 PSI (tương đương 0.38 MPa hoặc 380 kPa). Nếu đồng hồ đo áp lực bị hỏng, tiến hành bơm khoảng 55 đến 60 lần thì dừng. Sau khi bơm nén khí xong, khóa cần bơm lại.

- Áp suất cần thiết phải duy trì trong bình trong khi phun giao động từ 25 PSI (tương đương 0,172 MPa hoặc172 kPa) đến 55 PSI (tương đương 0.38 MPa hoặc 380 kPa), Trên đồng hồ đo áp lực khoảng áp suất này được đánh dấu bằng vạch màu xanh. Trong quá trình phun thỉng thoảng kiểm tra áp suất trên đồng hồ đo áp lực và bơm nén khí bổ sung để duy trì áp lực cần thiết trong bình. 

Bước 3. Phun hóa chất lên tường vách

a. Cách phun

- Người phun đứng đối diện trực tiếp với bề mặt phun. Nếu người phun thuận tay phải thì mang bình phun bên vai trái và dùng tay trái giữ bình phun, còn tay phải cầm vòi phun và điều khiển khóa đóng mở vòi phun. Nếu người phun thuận tay trái thì mang bình phun bên vai phải và dùng tay phải giữ bình phun, còn tay trái cầm vòi phun và điều khiển khóa đóng mở vòi phun. (Hình 3)
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Hình 3: Tư thế đứng của người phun hóa chất

- Trong khi phun, đầu vòi phun luôn được giữ ở vị trí thẳng góc với bề mặt phun và khoảng cách đầu vòi phun đến bề mặt phun là 45 cm, thì chiều rộng của vệt dung dịch hóa chất phun trên bề mặt tường vách sẽ là 75 cm.

- Thường bắt đầu phun từ phía dưới của tường vách và di chuyển dần lên phía trên cho đến độ cao 2 m thì dừng, rồi di chuyển vệt phun xuống phía dưới, và cứ tiếp tục như vậy cho đến khi phun hết bề mặt cần phun. Đường phun sau đè lên đường phun trước 5 cm 

- Tốc độ phun thích hợp là phun một vệt thẳng đứng có chiều cao 2 m trong thời gian 4,5 giây.
Bước 4. Bảo quản dụng cụ 

- Rửa bình phun bằng nước sạch sau khi phun. Không giữ lại dung dịch hóa chất trong bình sau khi đã phun xong. Sau khi rửa sạch, để bình phun ở tư thế lộn ngược, nắp bình phun mở ra và cần bơm nén khí được khóa lại.

- Thường xuyên kiểm tra bình bơm để phát hiện các vết nứt trên thân bơm nén khí (ống xy lanh), trên ống vòi phun. Thay thế các bộ phận đã mòn, hỏng.

- Đầu vòi phun bị mòn trong khi phun, vì vậy sau một thời gian sử dụng cần phải thay đầu vòi phun. 

- Các dụng cụ khác sau khi làm xong được rửa sạch bằng nước với xà phòng, để khô và bảo quản các dụng cụ đó. 
3.2. Thử nghiệm:

a. Phễu nhựa được gắn vào bề mặt tường vách bằng đinh mũ đối với tường gỗ hoặc băng dính đối với các loại vật liệu khác.
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Hình 4. Gắn phễu nhựa lên bề mặt thử nghiệm

b. Cho 10 muỗi cái đã chọn vào mỗi phễu nhựa đã được gắn lên bề mặt của tường vách thử nghiệm.

c. Chuyển muỗi thử vào phễu tiếp xúc: tháo nút bông ở 1 đầu tuýp đựng muỗi, cho đầu tuýp đã tháo nút bông vào phễu thử qua chóp phễu, vỗ nhẹ vào thân tuýp để muỗi bay vào phễu thử. Dùng nút bông đậy kín chóp phễu.  

d. Cho muỗi trong phễu tiếp xúc với bề mặt tường vách thử nghiệm trong thời gian 30 phút. Đếm số muỗi ngã, ghi vào phiếu kết quả.

e. Sau 30 phút tiếp xúc, dùng ống hút chuyển toàn bộ muỗi từ phễu thử sang cốc nghỉ. Chú ý không cho đầu ống hút chạm vào bề mặt tường vách thử nghiệm.

f. Đặt cốc nghỉ vào khay, chuyển sang phòng đối chứng, đặt trên miệng cốc nghỉ một miếng bông thấm dung dịch đường glucose 10%, cho vào buồng nghỉ, cách thủy để chống kiến, tránh ánh sáng mặt trời, theo dõi trong vòng 24 giờ. 

g. Sau 24 giờ, muỗi trong mỗi cốc nghỉ được đổ ra đĩa petri sạch để sẵn trong lồng muỗi 40cm x 40cm x 40cm. Đếm số lượng muỗi chết và muỗi sống sau 24 giờ và ghi kết quả vào biểu mẫu. 

Kết quả: Được biểu thị bằng tỷ lệ muỗi chết sau 60 phút dưới dạng phần trăm (%) và tỷ lệ muỗi chết sau 24 giờ thử nghiệm.

                                              Số muỗi chết thử nghiệm 

         Tỷ lệ(%) muỗi chết =  ---------------------------------------- x 100


                            

Tổng số muỗi thử nghiệm

Tỷ lệ muỗi chết trung bình trên tường vách là giá trị trung bình của các tỷ lệ muỗi chết trung bình của 3 lần lặp lại.

· Nếu tỷ lệ muỗi chết trong lô đối chứng > 20% thì hủy bỏ kết quả và làm lại thử nghiệm.

· Nếu tỷ lệ muỗi đối chứng chết trong khoảng 5%- 20% thì tỷ lệ muỗi chết được điều chỉnh theo công thức Abbott.

Công thức Abbott:

                      


    X - Y 

         Tỷ lệ muỗi chết (%)  =  --------------------------  x 100

                                                   100 - Y

X= Tỷ lệ (%) muỗi chết thử nghiệm, 

Y= tỷ lệ (%) muỗi chết đối chứng

· Nếu tỷ lệ muỗi chết trong lô đối chứng dưới 5% thì giữ nguyên tỷ lệ chết quan sát mà không cần điều chỉnh.

h. Kết quả khảo nghiệm ghi theo mẫu quy định.

4. Đánh giá hiệu lực và an toàn

4.1. Đánh giá hiệu lực: 

· Nếu tỷ lệ muỗi chết lớn hơn hoặc bằng 80% thì hóa chất còn hiệu lực tồn lưu.

· Nếu tỷ lệ muỗi chết nhỏ hơn 80% thì hóa chất hết tác dụng tồn lưu.

4.2. Đánh giá an toàn:

· Dựa vào bảng câu hỏi phỏng vấn tác dụng không mong muốn của mẫu khảo nghiệm. Nếu tỷ lệ % số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: chóng mặt, đau đầu, ho cộng lại ( 40% thì không đạt.

· Hoạt chất trong hóa chất, chế phẩm khảo nghiệm phải được WHO khuyến cáo sử dụng.

· Liều lượng hóa chất, chế phẩm sử dụng phải nằm trong khoảng liều lượng khuyến cáo của WHO. 

5. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

5.1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
5.2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 02 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 5

QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM BÌNH XỊT DIỆT MUỖI

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG 

1. Phạm vi điều chỉnh
Qui trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của bình xịt xua diệt muỗi để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ
1. KT là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "Knock down time" là thời gian quỵ.
2. CAS number là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "Chemical Abstract Service Registry number" là mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học.

3. WHO code là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "World Health Organisation code" là mã hóa chất theo quy định của Tổ chức Y tế thế giới. 

II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM 

1. Phương  pháp khảo nghiệm

Sử dụng phương  pháp thử nghiệm sinh học trong buồng Peet Grady kích thước 180cmx180cmx180cm để khảo nghiệm hiệu lực, an toàn và tác dụng không mong muốn của tấm hoá chất diệt muỗi. Mỗi khảo nghiệm bao gồm 03 thử nghiệm và tất cả các thử nghiệm đều phải tuân thủ các yêu cầu, cách tiến hành và đánh giá quy định tại Qui trình này.

2. Yêu cầu cho thử nghiệm
2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

a) Trang phục phòng hộ cá nhân: quần áo, kính, mũ có lưới bảo vệ, khẩu trang, găng tay, ủng;

b) Máy phun tư động có thể điều chỉnh được thời gian phun.

b) Đồ thị để tính KT50, KT90;

c) Bảng ghi kết quả;

d) Bảng câu hỏi phỏng vấn về tác dụng không mong muốn;

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện khảo nghiệm phải được lựa chọn theo quy định.

2.3. Muỗi sử dụng để khảo nghiệm phải là muỗi cái đạt tiêu chuẩn theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới (WHO/CDS/CPC/MAL/98.2), được nuôi trong phòng nuôi an toàn sinh học cấp II, nhậy cảm với hóa chất, chưa hút máu, đồng lứa 05 - 07 ngày tuổi, hút dung dịch glucose 10%.
2.4. Phòng thử nghiệm phải đạt tiêu chuẩn ISO/IEC 17025:2005, gồm 1 phòng theo tiêu chuẩn quy định tại Biểu mẫu 4 ban hành kèm theo Thông tư này. Các phòng này phải có điều kiện nhiệt độ, độ ẩm bình thường và mỗi phòng đặt một buồng Peet Grady kích thước 180cmx180cmx180cm. Ngoài ra, cần chuẩn bị một phòng đặt muỗi để theo dõi muỗi chết sau 24 giờ với nhiệt độ 27oC ± 2oC và ẩm độ tương đối 80% ± 10%.
3. Các bước tiến hành khảo nghiệm
3.1. Chuẩn bị:

a) Chuẩn bị một hộp gồm ít nhất 04 bình xịt  xua diệt muỗi, trong đó: 03 bình xịt  được dùng cho 03 lần thử nghiệm và 01 bình xịt  để lưu mẫu. Các bình xịt muỗi này phải cùng lô sản xuất, còn hạn sử dụng, trong tình trạng nguyên vẹn;

b) Chuẩn bị 500 muỗi đạt tiêu chuẩn cho một lần thử nghiệm;

c) Tại mỗi buồng Peed Grady thử nghiệm được trải bằng giấy trắng, chia làm 4 khu vực bằng nhau để dễ quan sát và đếm số muỗi rơi xuống.

3.2. Thử nghiệm:

- Trước khi tiến hành thử nghiệm sản phẩm, 50 muỗi đối chứng được thả vào buồng thử trong 60 phút, sau đó được thu thập bởi máy hút cầm tay và được chuyển sang lồng sạch  Muỗi được nuôi bằng dung dịch đường 10% tẩm vào bông cotton và được giữ trong 24 giờ ở nhiệt độ 27 ± 2 ° C và độ ẩm 80% ± 10%. Tỷ lệ tử vong được ghi nhận sau 24 giờ tiếp xúc.

- Thả 50 muỗi cái 5-7 ngày tuổi được nuôi bằng đường Glucose vào buồng Peet-Grady. Sử dụng thiết bị phân phối bình phun tự động để phun vào buồng một lượng hóa chất theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

- Quan sát ở các góc phần tư khác nhau để ghi chính xác của muỗi rơi xuống sàn trong vòng 60 phút. Số lượng muỗi rơi được ghi lại từng phút trong 10 phút và sau đó trong khoảng thời gian 10 phút với tổng số 60 phút.

- Sau đó lồng được hút gió ngay lập tức. Muỗi quỵ và muỗi sống sót được thu thập bằng máy hút muỗi cầm tay và chuyển vào cốc sạch riêng biệt. Muỗi được nuôi bằng dung dịch đường 10% tẩm vào bông cotton và được giữ trong 24 giờ ở nhiệt độ 27 ± 2 ° C và độ ẩm 80% ± 10%. Tỷ lệ tử vong được ghi nhận sau 24 giờ tiếp xúc. 

- Nếu tỷ lệ tử chết của muỗi đối chứng > 20% trong đợt kiểm soát, kết quả của đợt thử nghiệm phải hủy bỏ. Nếu tỷ lệ tử vong trong các điều khiển là từ 5% đến 20%, các kết quả với các mẫu được xử lý cần được sửa chữa sử dụng công thức Abbott 

                % muỗi chết thử nghiệm (  % muỗi chết đối chứng




 x 100

                         100 ( % muỗi chết đối chứng

- Hiệu quả của sản phẩm được tính bằng kết quả nhỏ nhất của 3 lần thử trong điều kiện tương tự.

- Ghi kết quả theo mẫu quy định;
- KT50 và KT90 được tính trên đồ thị.

4. Đánh giá hiệu lực và an toàn
4.1. Đánh giá hiệu lực: 

Sau 24 theo dõi số muỗi chết:

- Từ 90 – 100%: bình xịt đạt yêu cầu

4.2. Đánh giá an toàn: dựa vào bảng câu hỏi phỏng vấn tác dụng không mong muốn của mẫu khảo nghiệm quy định tại Biểu mẫu 5.2, nếu số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: chóng mặt, đau đầu, ho cộng lại ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

5. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm
5.1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
5.2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm, mẫu chế phẩm khảo nghiệm phải được lưu ít nhất 02 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 6
QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM BÌNH XỊT LÊN DA XUA MUỖI

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG 

1. Phạm vi điều chỉnh

Qui trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của bình xịt lên da xua muỗi để đăng ký lưu hànhtại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ


1.CAS numberlà chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh “Chemical Abstract Service Registry number” là mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học. 
2.WHO code là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "World Health Organisation code" là mã hóa chất theo quy định của Tổ chức Y tế thế giới
II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM 

1. Phương pháp khảo nghiệm

Sử dụng phương pháp thử nghiệm sinh học trong lồng nhốt muỗi với người tình nguyện để đánh giá hiệu lực, an toàn và tác dụng không mong muốn của bình xịt lên da xua muỗi trực tiếp trên người tình nguyện. Mỗi khảo nghiệm bao gồm 03 thử nghiệm và tất cả các thử nghiệm đều phải tuân thủ các yêu cầu, cách tiến hành và đánh giá quy định tại qui trình này.

2.  Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

a) Lồng muỗi có kích thước 40cmx40cmx40cm bằng màn tuyn kích thước lỗ 32-36/cm2. Số lượng lồng 04 cái/1 lần thử nghiệm (02 lồng dành cho đối chứng đánh số 01, 02 đánh dấu mầu xanh, hai lồng dành cho thử nghiệm đánh số 03, 04 đánh dấu mầu đỏ). Cửa lồng có tay áo để ngăn không cho muỗi xổng ra ngoài;

b) Thước dây 01 m có độ chính xác đến 01 mm để đo diện tích bôi bình xịt lên da xua muỗi trên da cánh tay người tình nguyện;
c) Trang phục phlòng hộ cá nhân: quần áo, mũ có lưới bảo vệ, kính, găng tay, bao khuỷu tay, ủng;
d) Bảng ghi kết quả khảo nghiệm;

đ) Bảng câu hỏi phỏng vấn tác dụng không mong muốn của mẫu khảo nghiệm.

2.2. Số lượng người tình nguyện tham gia thử nghiệm: 04 người (02 nam, 02 nữ). Tình nguyện viên tham gia khảo nghiệm phải được lựa chọn theo quy định và không được sử dụng nước hoa, hóa chất xua hoặc dầu bôi trên da trước khi thử nghiệm 12 giờ.

2.3. Muỗi sử dụng để khảo nghiệmphải là muỗi cái đạt tiêu chuẩn theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới (WHO/CDS/CPC/MAL/98.2), được nuôi trong phòng nuôi an toàn sinh học cấp II, nhậy cảm với hóa chất, chưa hút máu, đồng lứa 05- 07 ngày tuổi, hút dung dịch glucose 10%.
2.4. Phòng thí nghiệm đạt chuẩn ISO/IEC 17025:2005 với nhiệt độ và ẩm độ trong điều kiện bình thường. 

3. Các bước tiến hành khảo nghiệm
3.1. Chuẩn bị:

a) Số lượng bình xịt lên da xua muỗi cần chuẩn bị cho thử nghiệm là 05 đơn vị đóng gói nhỏ nhất theo quy định của nhà sản xuất, trong đó: 04mẫu dùng thử nghiệm, 01 mẫu để lưu mẫu. Các đơn vị mẫu này phải cùng lô sản xuất, còn hạn sử dụng, trong tình trạng nguyên vẹn;

b) Huấn luyện người tình nguyện cách lắc tay chỉ để muỗi chạm mà không cho muỗi hút máu;

c) Phải rửa sạch cánh tay bằng xà phòng không mùi, rửa lại bằng nước, tiếp theo rửa bằng ethanol 70% rồi lau khô trước khi tiến hành thử nghiệm;

d) Lấy thước dây đo chiều dài trên cẳng tay (L), đo khoanh tròn ở cổ tay (C) và khoanh tròn chỗ hở của khuỷu tay (K), sau đó tính diện tích cánh tay nơi để hở cho muỗi chạmđể dụ muỗicủa bốn người tương đương nhau từ 300cm2 - 600cm2 theo công thức Lx (K+C: 2) cm2.  Dùng găng tay cao su bịt kín bàn tay và dùng vải dày bịt kín trên khuỷu tay trái để tránh muỗi đốt vào nơi không mong muốn

đ) Chia thành hai cặp, mỗi cặp (01 nam và 01 nữ) được xịt bằng bình xịt lên da xua muỗi theo hướng dẫn của nhà sản xuất ghi trên nhãn trước khi bắt đầu thử nghiệm 30 phút, cặp còn lại không xịt bằngbình xịt lên da xua muỗi;

e) Chuẩn bị 4000 muỗi đạt tiêu chuẩn quy định tại quy trình này cho một lần khảo nghiệm;
g) Địa điểm khảo nghiệm: thử nghiệm và đối chứng được bố trí cùng thời điểm ở hai buồng khác nhau nhưng phải tương đồng về các điều kiện nhiệt độ và ẩm độ.

3.2. Thử nghiệm:

a) Thả vào mỗi lồng 200 muỗi;

b) Hai người không xịt bằngbình xịtxua muỗi cho tay trái vào lồng có dấu mầu xanh (01lồng dành cho nam, 01lồng dành cho nữ). Cứ một giờ cho tay vào lồng 30 giây để đếm số muỗi chạm vào chỗ hở, nếu số muỗi chạm trên 10 con là đạt yêu cầu. Trong 30 giây nếu <10 muỗi chạm thì kết quả thử nghiệm cần hủy bỏ. Thử nghiệm được theo dõi theo giờ: 01, 02, 04, 06, 08 (theo thời gian tác dụng của hoá chất xua muỗi ghi trên nhãn). Sau mỗi 4 giờ theo dõi thay 200 muỗi mới;

c) Hai người có bôi bình xịt lên da xua muỗicho tay trái đã bịt bằngbình xịt lên da xua muỗi vào hai lồng có đánh dấu mầu đỏ (01lồng dành cho nam, 01lồng dành cho nữ). Mỗi giờ cho tay trái vào 30 giây để đếm số muỗi chạm vào chỗ da tay tráihở. Theo dõi theo giờ: 01, 02, 04, 06, 08 theo thời gian tác dụng ghi trên nhãn. Sau mỗi 4 giờ theo dõi thay 200 muỗi mới;

d) Thử nghiệm lặp lại 03 lần trong điều kiện tương tự nhau, những người tham gia thử nghiệm và đối chứng đổi nhau ở ngày thứ 02 và thứ 03;

đ) Kết quả được ghi theo bảng quy định.

4. Đánh giá hiệu lực
Hiệu lực được tính theo công thức, như sau:


Tỷ lệ = từ 90%-100%: đạt yêu cầu.

5. Đánh giá an toàn
Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá tác dụng không mong muốn của chế phẩm bình xịt lên da xua muỗi khảo nghiệm với những người tham gia thử nghiệm. Nếu số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: dị ứng da, đau đầu, chóng mặt chiếm ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

6. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

6.1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệmtrả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.

6.2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 7
QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM BẢ (GEL) DIỆT GIÁN
(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG
1. Phạm vi điều chỉnh

Qui trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của bả (gel) diệt giánđể đăng ký lưu hànhtại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ


1. CAS number là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh “Chemical Abstract Service Registry number” là mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học. 
2. WHO code là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "World Health Organisation code" là mã hóa chất theo quy định của Tổ chức Y tế thế giới.
II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM
1. Phương pháp khảo nghiệm

Sử dụng phương pháp thử nghiệm sinh học trong cốc nhốt gián để đánh giá hiệu lực, an toàn và tác dụng không mong muốn của bả (gel) diệt gián. Mỗi khảo nghiệm bao gồm 03 thử nghiệm và tất cả các thử nghiệm đều phải tuân thủ các yêu cầu, cách tiến hành và đánh giá quy định tại Qui trình này.

2.  Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

a) Các cốc có nắp đậy có đường kính 12,5cm, chiều cao 10cm. Số lượng cốc 04 cái/1 lần thử nghiệm (01cốc dành cho đối chứng đánh số 01 đánh dấu mầu xanh, bacốc dành cho thử nghiệm đánh số 02, 03, 04 đánh dấu mầu đỏ). 

b) Trang phục phòng hộ cá nhân: quần áo, mũ có lưới bảo vệ, kính, găng tay;
d) Bảng ghi kết quả khảo nghiệm;

đ) Bảng câu hỏi phỏng vấn tác dụng không mong muốn của mẫu khảo nghiệm quy định.

2.2. Số lượng người tình nguyện tham gia thử nghiệm: 02 người. Tình nguyện viên tham gia khảo nghiệm phải được lựa chọn theo quy định.

2.3. Gián sử dụng để khảo nghiệmphải là Gián cái đạt tiêu chuẩn, được nuôi trong phòng nuôi an toàn sinh học cấp II, nhậy cảm với hóa chất, đồng lứa, nuôi bằng sữa.
2.4.Phòng thí nghiệm đạt chuẩn ISO/IEC 17025:2005 với nhiệt độ và ẩm độ trong điều kiện bình thường. 

3. Các bước tiến hành khảo nghiệm
3.1. Chuẩn bị:

a) Số lượng bả (gel) diệt gián cần chuẩn bị cho thử nghiệm là 05 đơn vị đóng gói nhỏ nhất theo quy định của nhà sản xuất, trong đó: 03mẫu dùng thử nghiệm, 02 mẫu để lưu mẫu. Các đơn vị mẫu này phải cùng lô sản xuất, còn hạn sử dụng, trong tình trạng nguyên vẹn;

b) Chuẩn bị 150 gián đạt tiêu chuẩn quy định tại quy trình này cho một lần khảo nghiệm;
c) Địa điểm khảo nghiệm: thử nghiệm và đối chứng được bố trí cùng thời điểm ở hai buồng khác nhau nhưng phải tương đồng về các điều kiện nhiệt độ và ẩm độ.

3.2. Thử nghiệm:

- Bôi một đường Bả (gel) diệt gián lên bề mặt 03 cốc thử thử nghiệm có đường kính 12,5cm, chiều cao 10cm để thử nghiệm với gián theo hướng dẫn của nhà sản xuất.
 
- Thả 20 con gián cái cùng nhóm tuổi vào từng cốc của 03 cốc thử và 01 cốc đối chứng để tiếp xúc trên bề mặt nêu trên.
- Thời gian tiếp xúc mỗi lần cho một thử nghiệm là 2 giờ.
- Đếm số lượng gián quỵ sau 2 giờ tiếp xúc.
- Chuyển gián sang cốc sạch có thức ăn và nước.
- Đếm số lượng gián chết sau 48 giờ (2 ngày) sau khi xử lý.
- Tính tỷ lệ gián chết (tỷ lệ chết bao gồm những con gián chết và không bò được).

- Nếu ở đối chứng có số côn trùng chết > 20% thử nghiệm phải hủy bỏ, chết từ 5% - 20% kết quả được điều chỉnh bằng công thức Abbôt.

Hiệu lực được tính theo công thức, như sau:


- Tỷ lệ = từ 90%-100%: đạt yêu cầu.

- Thử nghiệm lặp lại 03 lần trong điều kiện tương tự nhau;

- Kết quả được ghi theo bảng quy định.

4. Đánh giá an toàn
Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá tác dụng không mong muốn của chế phẩm bả (gel) diệt gián khảo nghiệm với những người tham gia thử nghiệm. Nếu số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: dị ứng da, đau đầu, chóng mặt chiếm ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

5. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

5.1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.

5.2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 8
QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM HƯƠNG XUA, DIỆT MUỖI

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG
1. Phạm vi điều chỉnh
Qui trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của hương xua diệt muỗi để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ
1. KT là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "Knock down time" là thời gian quỵ.
2. CAS number là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "Chemical Abstract Service Registry number" là mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học.

3. WHO code là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "World Health Organisation code" là mã hóa chất theo quy định của Tổ chức Y tế thế giới

II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM
1. Phương pháp khảo nghiệm

Sử dụng phương pháp thử nghiệm sinh học trong buồng Peet Grady kích thước 180cmx180cmx180cm để khảo nghiệm hiệu lực, an toàn và tác dụng không mong muốn của tấm hoá chất xua, diệt muỗi. Mỗi khảo nghiệm bao gồm 03 thử nghiệm và tất cả các thử nghiệm đều phải tuân thủ các yêu cầu, cách tiến hành và đánh giá quy định tại Qui trình này.

2. Yêu cầu cho thử nghiệm
2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

a) Lồng muỗi bằng màn tuyn 32-36 lỗ/cm2 có kích thước 20cm x 20cm x 20cm, lồng thử nghiệm đánh dấu mầu đỏ, đánh số từ 01-04 và hai lồng đối chứng đánh dấu mầu xanh, đánh số từ 01-02, số lượng lồng cần được tính đủ cho thử nghiệm tùy theo số giờ thử nghiệm;

b) Trang phục phòng hộ cá nhân: quần áo, kính, mũ có lưới bảo vệ, khẩu trang, găng tay, ủng;

c) Đồ thị để tính KT50, KT90;

d) Bảng ghi kết quả;

đ) Bảng câu hỏi phỏng vấn về tác dụng không mong muốn;

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện khảo nghiệm phải được lựa chọn theo quy định.

2.3. Muỗi sử dụng để khảo nghiệm phải là muỗi cái đạt tiêu chuẩn theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới (WHO/CDS/CPC/MAL/98.2), được nuôi trong phòng nuôi an toàn sinh học cấp II, nhậy cảm với hóa chất, chưa hút máu, đồng lứa 05 - 07 ngày tuổi, hút dung dịch glucose 10%.
2.4. Phòng thử nghiệm phải đạt tiêu chuẩn ISO/IEC 17025:2005, gồm 1 phòng theo tiêu chuẩn quy định tại Biểu mẫu 8.4 ban hành kèm theo Thông tư này. Các phòng này phải có điều kiện nhiệt độ, độ ẩm bình thường và mỗi phòng đặt một buồng Peet Grady kích thước 180cmx180cmx180cm. Ngoài ra, cần chuẩn bị một phòng đặt muỗi để theo dõi muỗi chết sau 24 giờ với nhiệt độ 27oC ± 2oC và ẩm độ tương đối 80% ± 10%.
3. Các bước tiến hành khảo nghiệm
3.1. Chuẩn bị:

a) Chuẩn bị một hộp gồm ít nhất 06 hương xua diệt muỗi, trong đó: 03 tấm được dùng cho 03 lần thử nghiệm và 03 tấm để lưu mẫu. Các tấm hóa chất xua, diệt muỗi này phải cùng lô sản xuất, còn hạn sử dụng, trong tình trạng nguyên vẹn;

b) Chuẩn bị 1000 muỗi đạt tiêu chuẩn theo quy định tại mục 2.3 cho một lần thử nghiệm và chia vào mỗi lồng 25 con muỗi;

c) Tại mỗi buồng Peed Grady thử nghiệm treo 04 lồng muỗi tại 04 góc có khoảng cách với trần là 80cm và với vách là 10cm;

3.2. Thử nghiệm:

· Cân khối lượng hương trước khi đốt

· Đốt hương ở phía ngoài bằng bật lửa, sau đó tắt lửa để hương có thể cháy âm ỉ. Sau 5 phút bắt đầu đặt hương vào phòng và theo dõi trong vòng 60 phút.

· §Æt 1 qu¹t nhá phÝa d­íi chç ®èt h­¬ng ®Ó khãi h­¬ng ph©n t¸n ®Òu trong buång thö.
· Sau 60 phót  chuyÓn muçi  tõ lång thö  sang lång s¹ch vµ nu«i b»ng  n­íc ®­êng glucose 10%. §Ó muçi nghØ 24 giê.
· C©n khèi l­îng h­¬ng cßn l¹i sau khi ®èt.
· TÝnh tû lÖ muçi chÕt sau 24 giê sau tiÕp xóc víi h­¬ng trõ muçi, (tû lÖ chÕt lµ tû lÖ gi÷a tæng sè nh÷ng con muçi chÕt vµ nh÷ng con cßn  cö ®éng ®­îc nh­ng kh«ng bay ®­îc trªn tæng sè muçi thö)
· Ở lô đối chứng, trước khi dùng phòng thử nghiệm, sẽ treo 2 lồng đối chứng vào trong phòng thử nghiệm. Sau đó chuyển sang lồng sạch, nuôi bằng nước đường và theo dõi trong vòng 24h. Nếu tû lÖ muçi chÕt > 20% th× thö nghiÖm ph¶i huû bá, nÕu tû lÖ muçi chÕt ë l« ®èi chøng tõ 5% - 20%  th× tû lÖ chÕt trong thö nghiÖm ®­îc ®iÒu chØnh b»ng c«ng thøc Abbott.
               % muỗi chết thử nghiệm (  % muỗi chết đối chứng




 x 100

                            100 ( % muỗi chết đối chứng

· Mçi mÉu h­¬ng  ®­îc tiÕn hµnh thö Ýt nhÊt lµ 3 lÇn trong điều kiện tương tự
· Ghi kết quả theo mẫu quy định;

· KT50 và KT90 được tính trên đồ thị.

4. Đánh giá hiệu lực và an toàn
4.1. Đánh giá hiệu lực: 

Sau 24 giê tû lÖ muçi chÕt:

- Tõ 90 - 100%: h­¬ng cã t¸c dông diÖt tèt

4.2. Đánh giá an toàn: dựa vào bảng câu hỏi phỏng vấn tác dụng không mong muốn của mẫu khảo nghiệm, nếu số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: chóng mặt, đau đầu, ho cộng lại ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

5. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm
5.1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
5.2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm, mẫu chế phẩm khảo nghiệm phải được lưu ít nhất 02 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 9

QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM TẤM HÓA CHẤT XUA, DIỆT MUỖI KHÔNG DÙNG ĐIỆN

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG
1. Phạm vi điều chỉnh
Qui trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu lực, an toàn của tấm hoá chất xua, diệt muỗi không dùng điện để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ
1. KT là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "Knock down time" là thời gian quỵ.
2. CAS number là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "Chemical Abstract Service Registry number" là mã đăng ký tóm tắt hóa học gồm chuỗi số định danh nguyên tố hóa học, hợp chất hóa học.

3. WHO code là chữ viết tắt của cụm từ tiếng Anh "World Health Organisation code" là mã hóa chất theo quy định của Tổ chức Y tế thế giới.
II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM
1. Phương pháp khảo nghiệm

Sử dụng phương pháp thử nghiệm sinh học trong buồng Peet Grady kích thước 180cmx180cmx180cm để khảo nghiệm hiệu lực, an toàn và tác dụng không mong muốn của tấm hoá chất xua, diệt muỗi. Mỗi khảo nghiệm bao gồm 03 thử nghiệm và tất cả các thử nghiệm đều phải tuân thủ các yêu cầu, cách tiến hành và đánh giá quy định tại qui trình này.

2. Yêu cầu cho thử nghiệm
2.1. Yêu cầu đối với dụng cụ, thiết bị:

a) Lồng muỗi bằng màn tuyn 32-36 lỗ/cm2 có kích thước 20cm x 20cm x 20cm, lồng thử nghiệm đánh dấu mầu đỏ, đánh số từ 01-04 và hai lồng đối chứng đánh dấu mầu xanh, đánh số từ 01-02, số lượng lồng cần được tính đủ cho thử nghiệm tùy theo số giờ thử nghiệm;

b) Trang phục phòng hộ cá nhân: quần áo, kính, mũ có lưới bảo vệ, khẩu trang, găng tay;

c) Đồ thị để tính KT50, KT90;

d) Bảng ghi kết quả;

đ) Bảng câu hỏi phỏng vấn về tác dụng không mong muốn;

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện khảo nghiệm phải được lựa chọn theo quy định.

2.3. Muỗi sử dụng để khảo nghiệm phải là muỗi cái đạt tiêu chuẩn theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới (WHO/CDS/CPC/MAL/98.2), được nuôi trong phòng nuôi an toàn sinh học cấp II, nhậy cảm với hóa chất, chưa hút máu, đồng lứa 05 - 07 ngày tuổi, hút dung dịch glucose 10%.
2.4. Phòng thử nghiệm phải đạt tiêu chuẩn ISO/IEC 17025:2005, gồm 01 phòng thử nghiệm theo tiêu chuẩn. Phòng này phải có điều kiện nhiệt độ, độ ẩm bình thường và đặt một buồng Peet Grady kích thước 180cm x 180cm x 180cm. Ngoài ra, cần chuẩn bị một phòng đặt muỗi để theo dõi muỗi chết sau 24 giờ với nhiệt độ 27oC ± 2oC và ẩm độ tương đối 80% ± 10%.
3. Các bước tiến hành khảo nghiệm
3.1. Chuẩn bị:

a) Chuẩn bị một hộp gồm ít nhất 06 tấm hóa chất xua, diệt muỗi không dùng điện, trong đó: 03 tấm được dùng cho 03 lần thử nghiệm và 03 tấm để lưu mẫu. Các tấm hóa chất xua, diệt muỗi này phải cùng lô sản xuất, còn hạn sử dụng, trong tình trạng nguyên vẹn;

b) Chuẩn bị 1000 muỗi đạt tiêu chuẩn theo quy định cho một lần thử nghiệm và chia vào mỗi lồng 25 con muỗi;

c) Tại mỗi buồng Peed Grady thử nghiệm treo 04 lồng muỗi tại 04 góc có khoảng cách với trần là 80cm và với vách là 10cm;

d) Trước khi thử nghiệm treo 02 lồng muỗi đối chứng tại 02 góc tréo nhau của buồng thử nghiệm trong vòng 60 phút. Sau đó chuyển sang lồng có kích thước tương tự hoặc cốc sạch; sau đó chuyển sang phòng theo dõi và cho hút dung dịch glucose 10% trong vòng 24h.

3.2. Thử nghiệm:

a) Trong giờ thử nghiệm đầu tiên: 

-  Bóc tấm hoá chất xua muỗi để trong vòng 30 phút tại một địa điểm khác ngoài phòng đặt buồng Peet Grady thử nghiệm;

- Mang tấm hoá chất xua muỗi vào đặt giữa buồng Peet Grady thử nghiệm và đếm số lượng muỗi quỵ theo tần xuất 09 phút/1 lần, mỗi lần đếm trong 01 phút. Tổng cộng 06 lần đếm muỗi quỵ trong 60 phút thử nghiệm;

- Chuyển số muỗi quỵ trong phòng thử nghiệm và toàn bộ số muỗi trong lồng đối chứng sang lồng có kích thước tương tự hoặc cốc sạch; sau đó chuyển sang phòng theo dõi và cho hút dung dịch glucose 10%; 

b) Trong giờ thử nghiệm thứ hai: thay mới toàn bộ muỗi thử nghiệm và muỗi đối chứng để tiếp tục thử nghiệm giờ thứ hai theo quy định tại Điểm a mục này;

c) Trong mỗi hai giờ tiếp theo: thay mới toàn bộ muỗi thử nghiệm và muỗi đối chứng để tiếp tục thử nghiệm theo quy định tại Điểm a mục này;

d) Sau 24 giờ: đếm muỗi chết trong số muỗi quỵ và trong các lồng đối chứng. Nếu lô đối chứng sau 24 giờ có số muỗi chết trên 20% thử nghiệm phải huỷ kết quả. Nếu muỗi đối chứng chết dưới 5% được coi là bình thường, nghĩa là được giữ nguyên số muỗi chết thử nghiệm cho tính kết quả. Nếu muỗi đối chứng chết từ 5% đến dưới 20% thì kết quả được điều chỉnh bằng công thức Abott:


Trong đó: X = tỷ lệ % muỗi chết trong lô thử nghiệm, Y= tỷ lệ % muỗi chết trong lô đối chứng.

đ) Mỗi khảo nghiệm cần lặp lại 3 lần trong điều kiện tương tự;

e) Ghi kết quả theo mẫu quy định;

g) KT50 và KT90 được tính trên đồ thị.

4. Đánh giá hiệu lực và an toàn
4.1. Đánh giá hiệu lực: sau 24 giờ số muỗi chết từ 90% - 100% là đạt yêu cầu.

4.2. Đánh giá an toàn: dựa vào bảng câu hỏi phỏng vấn tác dụng không mong muốn của mẫu khảo nghiệm, nếu số người được hỏi có một trong những dấu hiệu: chóng mặt, đau đầu, ho cộng lại ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

5. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm
5.1. Trả kết quả: tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
5.2. Lưu mẫu: sau khi khảo nghiệm, mẫu chế phẩm khảo nghiệm phải được lưu ít nhất 02 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất (CAS number, WHO code), liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu.

Phụ lục 10

QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM HÓA CHẤT, CHẾ PHẨM RỬA TAY SÁT KHUẨN

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG
1. Phạm vi điều chỉnh

Quy trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu quả diệt khuẩn, tính an toàn của hoá chất, chế phẩm rửa tay sát khuẩn để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ và chữ viết tắt

· Chế phẩm: là sản phẩm có chứa hoạt chất và có tên thương mại riêng, dùng để sử dụng trực tiếp trong gia dụng và y tế.
· Sát trùng tay vệ sinh (Hygienic hand antisepsis): sử dụng trực tiếp sản phẩm để giảm các vi sinh vật xâm nhập trên da không tác động lên các vi sinh vật thường trú trên da.

· Sát trùng tay phẫu thuật (Surgical hand antisepsis): sử dụng trực tiếp sản phẩm  để loại trừ các vi sinh vật xâm nhập trên da và giảm các vi sinh vật thường trú trên da. 

· Rửa tay thường quy:  sử dụng sản phẩm với nước để làm sạch và loại bỏ vi khuẩn vãng lai trên da tay nhưng không loại bỏ được vi khuẩn thường trú trên da, đảm bảo an toàn cho người bệnh, nhân viên y tế và góp phần làm giảm tỷ lệ nhiễm khuẩn bệnh viện.

· Rửa  tay  phẫu  thuật:  sử dụng chế phẩm với nước để làm  sạch  và  loại  bỏ  vi  khuẩn  vãng  lai  và thường  trú  trên  da  tay,  đảm  bảo  an  toàn  cho  người  bệnh  trong  quá  trình  phẫu thuật, làm giảm tỷ lệ nhiễm khuẩn vết mổ.

(WHO Guidelines on Hand Hygiene in Health Care-2009)

· ATCC:  American Type Culture Collection, các chủng vi khuẩn phân lập tại Hoa Kỳ và lưu giữ tại Manassas và Virginia
· NCTC: National Collection of Type Cultures, các chủng vi khẩn quốc gia phân lập từ các phòng thí nghiệm y tế cộng đồng trung ương lưu giữ tại Áo và London

- CFU: Colony Forming Units, tiếng Anh: đơn vị hình thành khuẩn lạc

II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM
1. Phương pháp khảo nghiệm

Mỗi mẫu chế phẩm khi thực hiện khảo nghiệm được đánh giá ở nồng độ thử nghiệm cao nhất theo yêu cầu của chế phẩm hoặc chế phẩm được pha loãng với nước/ nước cứng để đạt nồng độ thử nghiệm (đối với các chế phẩm sử dụng với nước).

Các chủng vi khuẩn thử nghiệm: Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, với một số loại chế phẩm thì dùng chủng Escherichia coli  được chuẩn bị trong dung dịch có các chất tải. Hỗn dịch vi khuẩn thử nghiệm trộn đều trong dung dịch chế phẩm khảo nghiệm với thời gian tiếp xúc từ 1 đến 5 phút (theo khuyến cáo của nhà sản xuất) ở nhiệt độ 20 ± 10C (điều kiện thử nghiệm bắt buộc). Đủ thời gian tiếp xúc, một phần dung dịch được lấy ra và làm mất hiệu lực diệt/kìm khuẩn ngay lập tức bằng chất trung hòa phù hợp. Số lượng vi sinh vật còn sống sót ở mỗi mẫu thử được xác định để tính số lượng giảm của vi khuẩn và đánh giá hiệu lực của chế phẩm khảo nghiệm.

2. Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với thiết bị và dụng cụ

a) Nồi hấp ướt (Autoclave)

b) Lò sấy: nhiệt độ từ 1800C đến 2500C

c) Bể ủ nhiệt hoặc nồi cách thủy đặt nhiệt độ (20±1)0C và (45±1)0C

d) Tủ ấm (37±1)0C và (30±1)0C

e) Máy đo pH

f) Máy lắc voltex

g) Thiết bị lọc

h) Tủ lạnh

i) Máy ly tâm

j) Đồng hồ bấm giờ

k) Pipet paster 10ml, 1ml, 0,1ml

l) Đĩa petri thủy tinh hoặc nhựa, đường kính 90mm và 100mm

m) Hạt thủy tinh kích thước 3mm đến 4mm và 0,3mm đến 0,5mm

n) Ống nghiệm đường kính 15mm đến 18mm

o) Que cấy nhựa dùng 1 lần hoặc thủy tinh

p) Bình định mức

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện khảo nghiệm phải được trang bị phòng hộ cá nhân: quần áo, kính, mũ, khẩu trang, găng tay. 

2.3. Môi trường nuôi cấy và thuốc thử phải là loại tinh khiết sử dụng trong lĩnh vực vi sinh của các hãng có chứng nhận quốc tế.

a) Nước

b) Nước cứng

c) Môi trường pha loãng (pepton water hoặc trypton water)

d) Canh thang TSB: (Trytone Soya Broth)

e) Môi trường thạch TSA (Tryptone soya agar)
g) Canh thang MEB ( Malt Extract Broth )

h) Môi trường thạch MEA ( Malt Extract Agar)

i) Ống McFarland N 0,5 (tương đương 1,5x108 CFU/1ml)
k)  Hồng cầu cừu (Sheep erythrocytes):  

l) Albumin bò ( Bovine albumin): Dung dịch có sẵn vô trùng

m) Môi trường trung hòa 

2.4. Chủng vi khuẩn sử dụng để khảo nghiệm phải là chủng chuẩn đạt tiêu chuẩn quốc tế.

2. 5. Phòng thực hiện thử nghiệm phải đạt tiêu chuẩn ISO/IEC 17025:2005 hoặc đạt tiêu chuẩn tương đương với một số điều kiện thử nghiệm bắt buộc sau:

* Nhiệt độ (((): Nhiệt độ thử nghiệm bắt buộc là 200C; Có thể bổ xung mức nhiệt độ thử nghiệm theo yêu cầu của nhà sản xuất nhưng không cao hơn 600C; Độ lệch cho phép đối với mỗi nhiệt độ đã chọn là ±10C

* Thời gian tiếp xúc (phút): Thời gian tiếp xúc giữa chế phẩm với vi khuẩn là 1 phút đến 5 phút; Thời gian tiếp xúc có thể được bổ xung 10 phút, 20 phút, 30 phút theo yêu cầu của nhà sản xuất; Độ lệch cho phép là ±10s.

3. Các bước tiến hành

3.1. Chủng vi sinh vật thử nghiệm:

a) Chủng vi sinh vật thử nghiệm bắt buộc:

· Vi khuẩn gram dương: Enterococcus hirae hoặc Streptococcus faecalis; Staphylococcus aureus.
· Vi khuẩn gram âm: Pseudomonas aeruginosa; E. coli
b) Chủng vi sinh vật thử nghiệm không bắt buộc

· Có thể sử dụng các chủng Candida albicans; Mycobacterium terae; Bacillus subtilis.
Chú thích: Theo đăng ký của chế phẩm để lựa chọn chủng vi sinh vật thử nghiệm. 

c) Pha dung dịch chủng thử nghiệm

· Chuẩn bị chủng làm việc theo ISO 11133-01:2009 - Hướng dẫn chung về đảm bảo chất lượng đối với việc chuẩn bị môi trường cấy trong phòng thử nghiệm và EN 12353: Hóa chất khử trùng và chất sát trùng - Bảo quản chủng vi sinh vật thử để kiểm tra hiệu lực diệt khuẩn (bao gồm cả Legionella), diệt trực khuẩn lao (mycobactericidal), diệt bào tử, diệt nấm và diệt vi rút (bao gồm cả thể thực khuẩn, bacteriophage).
· Trích khuẩn lạc thuần trên đĩa thạch TSA, MEA, đánh tan đều vào ống nghiệm chứa 10ml dung dịch môi trường pha loãng, dùng máy lắc để trộn đều dung dịch chủng thử nghiệm. 

· So độ đục dung dịch đã pha với ống McFarland N 0,5 để được dung dịch chủng thử nghiệm nồng độ từ 1,5 x 108  đến 5,0 x 108 CFU/ml (dung dịch N)

Chú thích: Khuyến khích sử dụng máy quang phổ (bước sóng 620nm, cóng đo 10 mm) để xác định số lượng vi khuẩn (CFU/ml), mật độ quang thường nằm trong khoảng 0,150 - 0,460. 

· Để xác định số lượng vi khuẩn có trong dung dịch chủng thử nghiệm thì pha loãng dần bằng dung dịch pha loãng để được dung dịch nồng độ 10-7 và 10-8. Mỗi nồng độ pha loãng được cấy vào 2 đĩa thạch TSA, MEA bằng phương pháp trộn thạch hoặc phương pháp dàn thạch.

* Phương pháp trộn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm vào từng đĩa petri vô trùng (2 đĩa), rót vào mỗi đĩa 15-20ml thạch lỏng vô trùng ở nhiệt độ 45 ± 10C, xoay tròn đều, để đông thạch.

* Phương pháp dàn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm chia đều vào các đĩa thạch đông, mặt khô đã được chuẩn bị trước (ít nhất 2 đĩa), dùng que cấy dàn đều mặt thạch.
4. Chuẩn bị hóa chất, chế phẩm thử nghiệm

· Chế phẩm thực hiện khảo nghiệm được pha theo hướng dẫn của nhà sản xuất, pha bằng dung dịch nước cứng hoặc nước cất để được dung dịch hóa chất khảo nghiệm ở nồng độ yêu cầu của nhà sản xuất. 

· Nếu các chế phẩm ở dạng rắn, sản phẩm được hòa tan ít nhất 1g±10mg sản phẩm với nước cứng tiêu chuẩn trong bình định mức theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

· Các dung dịch chế phẩm khảo nghiệm phải được chuẩn bị và sử dụng trong vòng 2 giờ, phải đảm bảo dung dịch đồng nhất, ổn định trong suốt quá trình khảo nghiệm, tránh kết tủa, đông vón.

5. Kỹ thuật khảo nghiệm 

Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 13727:2001

a) Cho 1,0ml Albumin vào ống nghiệm rồi cho tiếp vào 1,0 ml dung dịch chủng thử nghiệm. Bấm đồng hồ ngay lập tức, trộn đều sau đó để vào khay nước ở nhiệt độ (( (200C) trong thời gian 2 phút ± 10 giây.

b) Sau khi thời gian kết thúc cho 8,0 ml dung dịch chế phẩm thử đã chuẩn bị ở nồng độ thử nghiệm. Bấm đồng hồ. Trộn đều rồi cho ống nghiệm vào khay nước đặt ở nhiệt độ ( và thời gian tác động t. Ngay trước khi  thời gian t hết trộn lại lại một lần nữa (t từ 1 đến 5 phút tùy theo đăng ký của sản phẩm).

c) Sau khi thời gian t hết lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trên, thêm 8,0 ml môi trường  trung hòa và 1,0 ml nước cho vào một ống nghiệm để làm mất tác dụng của hóa chất. Trộn đều, sau đó đặt vào khay nước (20 ± 1) °C. Sau thời gian trung hòa trong 5 phút ± 10 s trộn đều và ngay lập tức lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trung hòa (Na) (có chứa môi trường trung hòa, dung dịch sản phẩm thử, chất tải và hỗn dịch vi sinh thử) cấy trong thạch lỏng hoặc láng đĩa thạch.

1) Phương pháp thạch lỏng: cho 1,0 ml mẫu thử vào đĩa thạch TSA lỏng làm nguội đến (45 ± 1) °C.
2) Phương pháp láng mặt: cho 1,0ml mẫu thử chia thành các phần đều nhau vào ít nhất là 2 đĩa thạch đã làm khô bề mặt, dàn đều.


d) Cho vào ống nghiệm đã đựng sẵn 4,5 ml môi trường trung hòa 0,5 ml dịch trộn để có pha loãng 10-1 dịch Na; Với chế phẩm rửa tay trộn thêm môi trường trung hòa để đạt độ pha loãng 10-2 Na. từ mỗi ống nghiệm pha loãng lấy 1,0 ml mẫu để thực hiện xác định số vi khuẩn còn lại sau khi trung hòa bằng phương pháp thạch lỏng hoặc láng mặt thạch.
e) Ủ và đếm khuẩn lạc của dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu và sau khi tiếp xúc chế phẩm thực hiện như sau:

· Các đĩa thạch được ủ từ 20 h đến 24 h ở nhiệt độ 370C. 

· Số lượng khuẩn lạc trên mỗi đĩa thạch là 15 - 300 khuẩn lạc (từ 15-300 khuẩn lạc đối với vi khuẩn, nấm men và 15-150 đối với nấm mốc).

· Trong cùng nồng độ vi khuẩn, số khuẩn lạc mọc trên các đĩa cho phép độ lệch 10%.

· Giữa hai nồng độ liên tiếp cho phép độ lệch là 5 đến 15 lần.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa < 14, thì kết quả ghi là < 14.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa > 300, thì kết quả ghi là > 300.

6. Tính toán kết quả

· N: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu

· Na: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch sau khi tiếp xúc dung dịch trung hòa

· N và Na được tính theo công thức:
N = C/(n1 + 0,1n2)10x



Trong đó: 
Vc
là số khuẩn lạc đếm được trên từng đĩa

C
là tổng các giá trị Vc





n1
giá trị Vc ở độ pha loãng đầu tiên





n2
giá trị Vc ở độ pha loãng thứ hai





10x
tương ứng hệ số pha loãng thấp nhất 

· Kết quả được ghi dưới dạng: 1,0-9,9 x 10x CFU/ml

7. Đánh giá hiệu lực: Hiệu lực giảm vi sinh vật (R)

· Cho mỗi nồng độ chế phẩm và từng điều kiện nghiên cứu, hiệu quả diệt khuẩn được tính dựa vào hiệu lực giảm vi sing vật sau thử nghiệm. 

· R được tính theo công thức sau:


R = No/Na hoặc lg R = lg No - lg Na 

· Hiệu quả diệt khuẩn của chế phẩm rửa tay, sát trùng tay phẫu thuật đạt khi ít nhất tại một nồng độ sản phẩm thử nghiệm, hiệu lực giảm vi khuẩn lớn hơn 5 log; Lg R ≥ 5 và giảm 3 log đối với rửa tay, sát trùng tay vệ sinh.

8. Đánh giá an toàn

· Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá phản ứng phụ của hóa chất khảo nghiệm đối với người sử dụng (tối thiểu 05 người đối với thử nghiệm phòng thí nghiệm và 05 tình nguyện viên) 

Nếu số người được hỏi có một trong các dấu hiệu như đau đầu, chóng mặt, ho, buồn nôn…cộng lại ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

· Căn cứ tài liệu công bố của nhà sản xuất về tiêu chuẩn an toàn của hóa chất thử nghiệm.

· Căn cứ kết quả khảo nghiệm và mức quy định an toàn của nước sản xuất hóa chất thử nghiệm.

9. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

9.1. Trả kết quả: Tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
9.2. Lưu mẫu: Sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất, liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu. 

Phụ lục 11

QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM HÓA CHẤT, CHẾ PHẨM 
TIỆT KHUẨN DỤNG CỤ Y TẾ

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG
1. Phạm vi điều chỉnh

Quy trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu quả diệt khuẩn, tính an toàn của hoá chất, chế phẩm tiệt khuẩn dụng cụ y tế để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ và chữ viết tắt

Chế phẩm: là sản phẩm có chứa hoạt chất và có tên thương mại riêng, dùng để sử dụng trực tiếp trong gia dụng và y tế.
Diệt khuẩn: là quá trình ngăn chặn, tiêu diệt hoặc kiểm soát bất kỳ những vi sinh vật gây hại  nào bằng hóa chất hoặc chế phẩm sinh học. Diệt khuẩn còn có thể nói đến sự phá hủy sự sống ảnh hưởng  đến mọi sinh vật sống 

Tiệt khuẩn (Sterilization): là quá trình tiêu diệt hoặc loại bỏ tất cả các dạng của vi sinh vật sống bao gồm cả nha bào vi khuẩn. 

Khử khuẩn (Disinfection): là quá trình loại bỏ hầu hết hoặc tất cả vi sinh vật gây bệnh trên dụng cụ nhưng không diệt nha bào vi khuẩn. Có 3 mức độ   khử  khuẩn mức độ thấp, trung bình và cao.

Khử khuẩn mức độ cao  (High level disinfection):  là quá trình tiêu diệt toàn bộ vi sinh vật bao gồm cả trực khuẩn lao và một số nha bào vi khuẩn. 

Khử khuẩn mức độ trung bình  (Intermediate-level disinfection): là quá trình khử được vi khuẩn sinh dưỡng, virus và nấm, nhưng không tiêu diệt được nha bào vi khuẩn.

Khử khuẩn mức độ thấp  (Low-level disinfection): tiêu diệt được các vi khuẩn thông thường như một vài virut và nấm, nhưng không tiêu diệt được  nha bào vi khuẩn.

Tác dụng tiệt khuẩn: là khả năng của một hóa chất, chế phẩm làm giảm số lượng hữu hiệu đối với một số vi sinh vật thử nghiệm dưới các điều kiện quy định thực hiện khảo nghiệm, đảm bảo vô trùng sau khi được xử lý bằng hóa chất

II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM
1. Phương pháp khảo nghiệm

Mỗi mẫu chế phẩm khi thực hiện khảo nghiệm được đánh giá ở nồng độ thử nghiệm cao nhất theo yêu cầu của chế phẩm hoặc chế phẩm được pha loãng với nước/ nước cứng để đạt nồng độ thử nghiệm (các chế phẩm sử dụng với nước).

Các chủng thử nghiệm: Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, với một số loại chế phẩm thì dùng chủng Escherichia coli, Candida albicas, Mycobacterium terrae, Bacillus subtilis được chuẩn bị trong dung dịch có các chất tải. Hỗn dịch vi khuẩn thử nghiệm trộn đều trong dung dịch chế phẩm khảo nghiệm với thời gian tiếp xúc từ 30 phút đến 60 phút (hoặc theo khuyến cáo của nhà sản xuất) ở nhiệt độ 20 ± 10C (điều kiện thử nghiệm bắt buộc). Đủ thời gian tiếp xúc, một phần dung dịch được lấy ra và làm mất hiệu lực diệt/kìm khuẩn ngay lập tức bằng phương pháp pha loãng- trung hòa. Số lượng vi sinh vật còn sống sót ở mỗi mẫu thử được xác định để tính số lượng giảm của vi khuẩn và đánh giá hiệu lực của chế phẩm khảo nghiệm. Chế phẩm thử nghiệm đạt yêu cầu chất tiệt khuẩn dụng cụ y tế khi giảm 5 log đối với vi khuẩn, giảm 4 log đối với trực khuẩn lao, nấm và nha bào.

2. Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với thiết bị và dụng cụ

a) Nồi hấp ướt (Autoclave)

b) Lò sấy: nhiệt độ từ 1800C đến 2500C

c) Bể ủ nhiệt hoặc nồi cách thủy đặt nhiệt độ (20±1)0C và (45±1)0C

d) Tủ ấm (37±1)0C và (30±1)0C

e) Máy đo pH

f) Máy lắc voltex

g) Thiết bị lọc

h) Tủ lạnh

i) Máy ly tâm

j) Đồng hồ bấm giờ

k) Pipet paster 10ml, 1ml, 0,1ml

m) Đĩa petri thủy tinh hoặc nhựa, đường kính 90mm và 100mm

n) Hạt thủy tinh kích thước 3mm đến 4mm và 0,3mm đến 0,5mm

l) Ống nghiệm đường kính 15mm đến 18mm

o) Que cấy nhựa dùng 1 lần hoặc thủy tinh

p) Bình định mức

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện khảo nghiệm phải được trang bị phòng hộ cá nhân: quần áo, kính, mũ, khẩu trang, găng tay. 

2.3. Môi trường nuôi cấy và thuốc thử phải là loại tinh khiết sử dụng trong lĩnh vực vi sinh của các hãng có chứng nhận quốc tế.

a) Nước

b) Nước cứng

c) Môi trường pha loãng (pepton water hoặc trypton water)

d) Canh thang TSB: (Trytone Soya Broth)

e) Môi trường thạch TSA (Tryptone soya agar)
f) Canh thang MEB ( Malt Extract Broth )

g) Môi trường thạch MEA ( Malt Extract Agar)

h) Môi trường thạch MCO (Middlebrook and Cohn 7 H 10 medium with 10% OADC enrichment)

i) Ống McFarland N 0,5 (tương đương 1,5x108 CFU/1ml)
j)  Hồng cầu cừu (Sheep erythrocytes):  

k) Albumin bò ( Bovine albumin): Dung dịch có sẵn vô trùng

l) Môi trường trung hòa 

2.4. Chủng vi khuẩn sử dụng để khảo nghiệm phải là chủng chuẩn đạt tiêu chuẩn quốc tế.

2.5. Phòng thực hiện thử nghiệm phải đạt tiêu chuẩn ISO/IEC 17025:2005 hoặc đạt tiêu chuẩn tương đương với một số điều kiện thử nghiệm bắt buộc sau:

* Nhiệt độ (((): Nhiệt độ thử nghiệm bắt buộc là 200C; Có thể bổ xung mức nhiệt độ thử nghiệm theo yêu cầu của nhà sản xuất nhưng không cao hơn 600C; Độ lệch cho phép đối với mỗi nhiệt độ đã chọn là ±10C

* Thời gian tiếp xúc (phút): Thời gian tiếp xúc giữa chế phẩm với vi khuẩn là 30 phút đến 60 phút; Thời gian tiếp xúc có thể được thay đổi theo yêu cầu của nhà sản xuất; Độ lệch cho phép là ±10s.

3. Cách tiến hành

3.1. Chủng vi sinh vật thử nghiệm bắt buộc

Vi sinh vật có độ nhạy cảm khác nhau với chất diệt khuẩn. Do đó, Spaulding đề nghị 3 mức độ  khử  khuẩn  cho  dụng cụ và bề mặt, gồm mức độ cao, trung bình và thấp.  Khử khuẩn mức độ cao diệt tất cả vi sinh vật, trừ một số  nha bào  vi khuẩn; khử khuẩn mức độ  trung bình diệt mycobacteria, hầu hết virus và vi khuẩn; và  khử khuẩn mức độ  thấp diệt một số virus và vi khuẩn thông thường. 
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Các chủng vi sinh vật được sử dụng thử nghiệm mức khử khuẩn mức độ thấp:

· Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

· Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538

· Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541(hoặc Chủng E. coli ATCC 25922)

Các chủng vi sinh vật được sử dụng thử nghiệm mức khử khuẩn mức độ trung bình:

· Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

· Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538

· Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541(hoặc Chủng E. coli ATCC 25922)

· Chủng Candida albicas ATCC 10231

Các chủng vi sinh vật được sử dụng thử nghiệm mức khử khuẩn mức độ cao:

· Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

· Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538

· Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541(hoặc Chủng E. coli ATCC 25922)

· Chủng Candida albicas ATCC 10231

· Chủng Mycobacterium terrae ATCC 15755

Các chủng vi sinh vật được sử dụng thử nghiệm mức tiệt khuẩn:

· Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

· Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538

· Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541(hoặc Chủng E. coli ATCC 25922)

· Chủng Candida albicas ATCC 10231

· Chủng Mycobacterium terrae ATCC 15755

· Chủng Bacillus subtilis ATCC 6633

3.2. Thiết kế thử nghiệm 

3.2.1. Pha dung dịch chủng thử nghiệm

· Chuẩn bị chủng làm việc theo ISO 11133-01:2009 - Hướng dẫn chung về đảm bảo chất lượng đối với việc chuẩn bị môi trường cấy trong phòng thử nghiệm và EN 12353: Hóa chất khử trùng và chất sát trùng - Bảo quản chủng vi sinh vật thử để kiểm tra hiệu lực diệt khuẩn (bao gồm cả Legionella), diệt trực khuẩn lao (mycobactericidal), diệt bào tử, diệt nấm và diệt vi rút (bao gồm cả thể thực khuẩn, bacteriophage).

· Trích khuẩn lạc thuần trên đĩa thạch TSA, MEA, đánh tan đều vào ống nghiệm chứa 10ml dung dịch môi trường pha loãng, dùng máy lắc để trộn đều dung dịch chủng thử nghiệm. 

· So độ đục dung dịch đã pha với ống McFarland N 0,5 để được dung dịch chủng thử nghiệm nồng độ từ 1,5 x 108  đến 5,0 x 108 CFU/ml (dung dịch N)

Chú thích: Khuyến khích sử dụng máy quang phổ (bước sóng 620nm, cóng đo 10 mm) để xác định số lượng vi khuẩn (CFU/ml), mật độ quang thường nằm trong khoảng 0,150 - 0,460. 

· Để xác định số lượng vi khuẩn có trong dung dịch chủng thử nghiệm thì pha loãng dần bằng dung dịch pha loãng để được dung dịch nồng độ 10-7 và 10-8. Mỗi nồng độ pha loãng được cấy vào 2 đĩa thạch TSA, MEA bằng phương pháp trộn thạch hoặc phương pháp dàn thạch.

a) Phương pháp trộn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm vào từng đĩa petri vô trùng (2 đĩa), rót vào mỗi đĩa 15-20ml thạch lỏng vô trùng ở nhiệt độ 45 ± 10C, xoay tròn đều, để đông thạch.

b) Phương pháp dàn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm chia đều vào các đĩa thạch đông, mặt khô đã được chuẩn bị trước (ít nhất 2 đĩa), dùng que cấy dàn đều mặt thạch.

3.2.2. Chuẩn bị hóa chất, chế phẩm thử nghiệm

· Chế phẩm thực hiện khảo nghiệm được pha theo hướng dẫn của nhà sản xuất, pha bằng dung dịch nước cứng hoặc nước cất để được dung dịch hóa chất khảo nghiệm ở nồng độ yêu cầu của nhà sản xuất. 

· Nếu các chế phẩm ở dạng rắn, sản phẩm được hòa tan ít nhất 1g±10mg sản phẩm với nước cứng tiêu chuẩn trong bình định mức theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

· Các dung dịch chế phẩm khảo nghiệm phải được chuẩn bị và sử dụng trong vòng 2 giờ, phải đảm bảo dung dịch đồng nhất, ổn định trong suốt quá trình khảo nghiệm, tránh kết tủa, đông vón.

3.3. Kỹ thuật khảo nghiệm 

- Đối với Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538; Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541 (hoặc Chủng E. coli ATCC 25922): Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 13727:2012.

- Chủng Candida albicas ATCC 10231: Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 13624:2001.

- Chủng Mycobacterium terrae ATCC 15755: Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 14348:2006.

- Chủng Bacillus subtilis ATCC 6633: Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 14347:2001.


a) Cho 1,0ml Albumin vào ống nghiệm rồi cho tiếp vào 1,0 ml dung dịch chủng thử nghiệm. Bấm đồng hồ ngay lập tức, trộn đều sau đó để vào khay nước ở nhiệt độ (( (200C) trong thời gian 2 phút ± 10 giây.


b) Sau khi thời gian kết thúc cho 8,0 ml dung dịch hóa chất, chế phẩm thử đã chuẩn bị ở nồng độ thử nghiệm. Bấm đồng hồ. Trộn đều rồi cho ống nghiệm vào khay nước đặt ở nhiệt độ ( và thời gian tác động t. Ngay trước khi  thời gian t hết trộn lại lại một lần nữa (thời gian tiếp xúc hóa chất tùy theo đăng ký của sản phẩm).


c) Sau khi thời gian t hết lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trên, thêm 8,0 ml môi trường  trung hòa và 1,0 ml nước cho vào một ống nghiệm để làm mất tác dụng của hóa chất. Trộn đều, sau đó đặt vào khay nước (20 ± 1) °C. Sau thời gian trung hòa trong 5 phút ± 10 s trộn đều và ngay lập tức lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trung hòa (Na) (có chứa môi trường trung hòa, dung dịch sản phẩm thử, chất tải và hỗn dịch vi sinh thử) cấy trong thạch lỏng hoặc láng đĩa thạch.


1) Phương pháp thạch lỏng: cho 1,0 ml mẫu thử vào đĩa thạch TSA lỏng làm nguội đến (45 ± 1) °C.

2) Phương pháp láng mặt: cho 1,0ml mẫu thử chia thành các phần đều nhau vào ít nhất là 2 đĩa thạch đã làm khô bề mặt, dàn đều.



d) Cho vào ống nghiệm đã đựng sẵn 4,5 ml môi trường trung hòa 0,5 ml dịch trộn để có pha loãng 10-1 dịch Na; Với sản phẩm rửa tay trộn thêm môi trường trung hòa để đạt độ pha loãng 10-2 Na. từ mỗi ống nghiệm pha loãng lấy 1,0 ml mẫu để thực hiện xác định số vi khuẩn còn lại sau khi trung hòa bằng phương pháp thạch lỏng hoặc láng mặt thạch.

e) Ủ và đếm khuẩn lạc của dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu và sau khi tiếp xúc hóa chất thực hiện như sau:

· Các đĩa thạch được ủ từ 20 h đến 24 h ở nhiệt độ 370C. 

· Số lượng khuẩn lạc trên mỗi đĩa thạch là 15 - 300 khuẩn lạc (từ 15-300 khuẩn lạc đối với vi khuẩn, nấm men và 15-150 đối với nấm mốc).

· Trong cùng nồng độ vi khuẩn, số khuẩn lạc mọc trên các đĩa cho phép độ lệch 10%.

· Giữa hai nồng độ liên tiếp cho phép độ lệch là 5 đến 15 lần.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa < 14, thì kết quả ghi là < 14.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa > 300, thì kết quả ghi là > 300.

3.4. Tính toán kết quả

· N: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu

· Na: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch sau khi tiếp xúc dung dịch trung hòa

· N và Na được tính theo công thức:
N = C/(n1 + 0,1n2)10x



Trong đó: 
Vc
là số khuẩn lạc đếm được trên từng đĩa

C
là tổng các giá trị Vc





n1
giá trị Vc ở độ pha loãng đầu tiên





n2
giá trị Vc ở độ pha loãng thứ hai





10x
tương ứng hệ số pha loãng thấp nhất 

· Kết quả được ghi dưới dạng: 1,0-9,9 x 10x CFU/ml

4. Đánh giá hiệu lực

Hiệu quả diệt khuẩn của sản phẩm đạt khi hiệu lực giảm vi khuẩn:

a) Mức độ làm sạch và khử khuẩn mức độ thấp: giảm 3 log đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, Escherichia coli.
b) Mức độ khử khuẩn mức độ trung bình: giảm 4 log đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, Escherichia coli và giảm 3 log đối với Candida albicas.
c) Mức độ khử khuẩn mức độ cao: giảm 5 log đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, Escherichia coli và giảm 4 log đối với Candida albicas, Mycobacterium terrae.
d) Mức độ tiệt khuẩn: giảm 6 log đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, Escherichia coli và giảm 5 log đối với Candida albicas, Mycobacterium terrae và giảm 4 log đối với Bacillus subtilis. 

5. Đánh giá an toàn

· Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá phản ứng phụ của hóa chất khảo nghiệm đối với người sử dụng, tối thiểu 05 người đối với thử nghiệm phòng thí nghiệm.
Nếu số người được hỏi có một trong các dấu hiệu như đau đầu, chóng mặt, ho, buồn nôn…cộng lại ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

· Căn cứ tài liệu công bố của nhà sản xuất về tiêu chuẩn an toàn của hóa chất thử nghiệm.

· Căn cứ kết quả khảo nghiệm và mức quy định an toàn của nước sản xuất hóa chất thử nghiệm.

6. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

6.1. Trả kết quả: Tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
6.2. Lưu mẫu: Sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất, liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu. 

Phụ lục 12

QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM HÓA CHẤT, CHẾ PHẨM DIỆT KHUẨN NƯỚC SINH HOẠT, NƯỚC BỂ BƠI

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG
1. Phạm vi điều chỉnh

Quy trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu quả diệt khuẩn, tính an toàn của hoá chất, chế phẩm diệt khuẩn nước sinh hoạt, nước bể bơi để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ và chữ viết tắt

Chế phẩm: là sản phẩm có chứa hoạt chất và có tên thương mại riêng, dùng để sử dụng trực tiếp trong gia dụng và y tế.
Diệt khuẩn: là quá trình ngăn chặn, tiêu diệt hoặc kiểm soát bất kỳ những vi sinh vật gây hại  nào bằng hóa chất hoặc chế phẩm sinh học. Diệt khuẩn còn có thể nói đến sự phá hủy sự sống ảnh hưởng  đến mọi sinh vật sống 

Tác dụng tiệt khuẩn: là khả năng của một hóa chất, chế phẩm làm giảm số lượng hữu hiệu đối với một số vi sinh vật thử nghiệm dưới các điều kiện quy định thực hiện khảo nghiệm, đảm bảo vô trùng sau khi được xử lý bằng hóa chất.
II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM
1. Phương pháp khảo nghiệm

Mỗi mẫu chế phẩm khi thực hiện khảo nghiệm được đánh giá ở nồng độ thử nghiệm cao nhất theo yêu cầu của sản phẩm hoặc sản phẩm được pha loãng với nước/ nước cứng để đạt nồng độ thử nghiệm (các sản phẩm sử dụng với nước).

Các chủng thử nghiệm: Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Escherichia coli, được chuẩn bị trong dung dịch có các chất tải. Hỗn dịch vi khuẩn thử nghiệm trộn đều trong dung dịch sản phẩm khảo nghiệm với thời gian tiếp xúc từ 15 phút đến 60 phút (theo khuyến cáo của nhà sản xuất) ở nhiệt độ 20 ± 10C (điều kiện thử nghiệm bắt buộc). Đủ thời gian tiếp xúc, một phần dung dịch được lấy ra và làm mất hiệu lực diệt/kìm khuẩn ngay lập tức bằng phương pháp pha loãng- trung hòa hoặc loại bỏ. Số lượng vi sinh vật còn sống sót ở mỗi mẫu thử được xác định để tính số lượng giảm của vi khuẩn và đánh giá hiệu lực của chế phẩm khảo nghiệm. Chế phẩm thử nghiệm đạt yêu cầu chất diệt khuẩn nước sinh hoạt, nước bể bơi khi giảm 3 log.

2. Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với thiết bị và dụng cụ

a) Nồi hấp ướt (Autoclave)

b) Lò sấy: nhiệt độ từ 1800C đến 2500C

c) Bể ủ nhiệt hoặc nồi cách thủy đặt nhiệt độ (20±1)0C và (45±1)0C

d) Tủ ấm (37±1)0C và (30±1)0C

e) Máy đo pH

f) Máy lắc voltex

g) Thiết bị lọc

h) Tủ lạnh

i) Máy ly tâm

j) Đồng hồ bấm giờ

k) Pipet paster 10ml, 1ml, 0,1ml

m) Đĩa petri thủy tinh hoặc nhựa, đường kính 90mm và 100mm

n) Hạt thủy tinh kích thước 3mm đến 4mm và 0,3mm đến 0,5mm

l) Ống nghiệm đường kính 15mm đến 18mm

o) Que cấy nhựa dùng 1 lần hoặc thủy tinh

p) Bình định mức

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện khảo nghiệm phải được trang bị phòng hộ cá nhân: quần áo, kính, mũ, khẩu trang, găng tay. 

2.3. Môi trường nuôi cấy và thuốc thử phải là loại tinh khiết sử dụng trong lĩnh vực vi sinh của các hãng có chứng nhận quốc tế.

a) Nước

b) Nước cứng

c) Môi trường pha loãng (pepton water hoặc trypton water)

d) Canh thang TSB: (Trytone Soya Broth)

e) Môi trường thạch TSA (Tryptone soya agar)
f) Ống McFarland N 0,5 (tương đương 1,5x108 CFU/1ml)
g) Hồng cầu cừu (Sheep erythrocytes):  

h) Albumin bò ( Bovine albumin): Dung dịch có sẵn vô trùng

i) Môi trường trung hòa 

2.4. Chủng vi khuẩn sử dụng để khảo nghiệm phải là chủng chuẩn đạt tiêu chuẩn quốc tế.

2.5.  Phòng thực hiện thử nghiệm phải đạt tiêu chuẩn ISO/IEC 17025:2005 hoặc đạt tiêu chuẩn tương đương với một số điều kiện thử nghiệm bắt buộc sau:

* Nhiệt độ (((): Nhiệt độ thử nghiệm bắt buộc là 200C; Có thể bổ xung mức nhiệt độ thử nghiệm theo yêu cầu của nhà sản xuất nhưng không cao hơn 600C; Độ lệch cho phép đối với mỗi nhiệt độ đã chọn là ±10C

* Thời gian tiếp xúc (phút): Thời gian tiếp xúc giữa chế phẩm với vi khuẩn là 15 phút đến 60 phút; Thời gian tiếp xúc có thể được bổ xung theo yêu cầu của nhà sản xuất; Độ lệch cho phép là ±10s.

3. Các bước tiến hành

3.1. Chủng vi sinh vật thử nghiệm:

3.1.1. Chủng vi sinh vật thử nghiệm bắt buộc:

· Vi khuẩn gram dương: Staphylococcus aureus.
· Vi khuẩn gram âm: Pseudomonas aeruginosa; E. coli
3.1.2. Pha dung dịch chủng thử nghiệm

· Chuẩn bị chủng làm việc theo ISO 11133-01:2009 - Hướng dẫn chung về đảm bảo chất lượng đối với việc chuẩn bị môi trường cấy trong phòng thử nghiệm và EN 12353: Hóa chất khử trùng và chất sát trùng - Bảo quản chủng vi sinh vật thử để kiểm tra hiệu lực diệt khuẩn (bao gồm cả Legionella), diệt trực khuẩn lao (mycobactericidal), diệt bào tử, diệt nấm và diệt vi rút (bao gồm cả thể thực khuẩn, bacteriophage).

· Trích khuẩn lạc thuần trên đĩa thạch TSA,  đánh tan đều vào ống nghiệm chứa 10ml dung dịch môi trường pha loãng, dùng máy lắc để trộn đều dung dịch chủng thử nghiệm. 

· So độ đục dung dịch đã pha với ống McFarland N 0,5 để được dung dịch chủng thử nghiệm nồng độ từ 1,5 x 108  đến 5,0 x 108 CFU/ml (dung dịch N)

Chú thích: Khuyến khích sử dụng máy quang phổ (bước sóng 620nm, cóng đo 10 mm) để xác định số lượng vi khuẩn (CFU/ml), mật độ quang thường nằm trong khoảng 0,150 - 0,460. 

· Để xác định số lượng vi khuẩn có trong dung dịch chủng thử nghiệm thì pha loãng dần bằng dung dịch pha loãng để được dung dịch nồng độ 10-7 và 10-8. Mỗi nồng độ pha loãng được cấy vào 2 đĩa thạch TSA bằng phương pháp trộn thạch hoặc phương pháp dàn thạch.

+ Phương pháp trộn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm vào từng đĩa petri vô trùng (2 đĩa), rót vào mỗi đĩa 15-20ml thạch lỏng vô trùng ở nhiệt độ 45 ± 10C, xoay tròn đều, để đông thạch.

+ Phương pháp dàn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm chia đều vào các đĩa thạch đông, mặt khô đã được chuẩn bị trước (ít nhất 2 đĩa), dùng que cấy dàn đều mặt thạch.

3.2. Chuẩn bị hóa chất, chế phẩm thử nghiệm

· Chế phẩm thực hiện khảo nghiệm được pha theo hướng dẫn của nhà sản xuất, pha bằng dung dịch nước cứng hoặc nước cất để được dung dịch hóa chất khảo nghiệm ở nồng độ yêu cầu của nhà sản xuất. 

· Nếu các chế phẩm ở dạng rắn, sản phẩm được hòa tan ít nhất 1g ±10mg sản phẩm với nước cứng tiêu chuẩn trong bình định mức theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

· Các dung dịch chế phẩm khảo nghiệm phải được chuẩn bị và sử dụng trong vòng 2 giờ, phải đảm bảo dung dịch đồng nhất, ổn định trong suốt quá trình khảo nghiệm, tránh kết tủa, đông vón.

3.3. Kỹ thuật khảo nghiệm 

Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 13727:2001

a) Cho 1,0ml Albumin vào ống nghiệm rồi cho tiếp vào 1,0 ml dung dịch chủng thử nghiệm. Bấm đồng hồ ngay lập tức, trộn đều sau đó để vào khay nước ở nhiệt độ (( (200C) trong thời gian 2 phút ± 10 giây.

b) Sau khi thời gian kết thúc cho 8,0 ml dung dịch hóa chất, chế phẩm thử đã chuẩn bị ở nồng độ thử nghiệm. Bấm đồng hồ. Trộn đều rồi cho ống nghiệm vào khay nước đặt ở nhiệt độ ( và thời gian tác động t. Ngay trước khi  thời gian t hết trộn lại lại một lần nữa (t từ 1 đến 5 phút tùy theo đăng ký của sản phẩm).

c) Sau khi thời gian t hết lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trên, thêm 8,0 ml môi trường  trung hòa và 1,0 ml nước cho vào một ống nghiệm để làm mất tác dụng của hóa chất. Trộn đều, sau đó đặt vào khay nước (20 ± 1) °C. Sau thời gian trung hòa trong 5 phút ± 10 s trộn đều và ngay lập tức lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trung hòa (Na) (có chứa môi trường trung hòa, dung dịch sản phẩm thử, chất tải và hỗn dịch vi sinh thử) cấy trong thạch lỏng hoặc láng đĩa thạch.


1) Phương pháp thạch lỏng: cho 1,0 ml mẫu thử vào đĩa thạch TSA lỏng làm nguội đến (45 ± 1) °C.

2) Phương pháp láng mặt: cho 1,0ml mẫu thử chia thành các phần đều nhau vào ít nhất là 2 đĩa thạch đã làm khô bề mặt, dàn đều.


d) Cho vào ống nghiệm đã đựng sẵn 4,5 ml môi trường trung hòa 0,5 ml dịch trộn để có pha loãng 10-1 dịch Na; Với sản phẩm rửa tay trộn thêm môi trường trung hòa để đạt độ pha loãng 10-2 Na. từ mỗi ống nghiệm pha loãng lấy 1,0 ml mẫu để thực hiện xác định số vi khuẩn còn lại sau khi trung hòa bằng phương pháp thạch lỏng hoặc láng mặt thạch.

e) Ủ và đếm khuẩn lạc của dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu và sau khi tiếp xúc hóa chất thực hiện như sau:

· Các đĩa thạch được ủ từ 20 h đến 24 h ở nhiệt độ 370C. 

· Số lượng khuẩn lạc trên mỗi đĩa thạch là 15 - 300 khuẩn lạc (từ 15-300 khuẩn lạc đối với vi khuẩn, nấm men và 15-150 đối với nấm mốc).

· Trong cùng nồng độ vi khuẩn, số khuẩn lạc mọc trên các đĩa cho phép độ lệch 10%.

· Giữa hai nồng độ liên tiếp cho phép độ lệch là 5 đến 15 lần.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa < 14, thì kết quả ghi là < 14.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa > 300, thì kết quả ghi là > 300.

3.4. Tính toán kết quả

· N: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu

· Na: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch sau khi tiếp xúc dung dịch trung hòa

· N và Na được tính theo công thức:
N = C/(n1 + 0,1n2)10x



Trong đó: 
Vc
là số khuẩn lạc đếm được trên từng đĩa

C
là tổng các giá trị Vc





n1
giá trị Vc ở độ pha loãng đầu tiên





n2
giá trị Vc ở độ pha loãng thứ hai





10x
tương ứng hệ số pha loãng thấp nhất 

· Kết quả được ghi dưới dạng: 1,0-9,9 x 10x CFU/ml

4. Đánh giá hiệu lực

Cho mỗi nồng độ chế phẩm và từng điều kiện nghiên cứu, hiệu quả diệt khuẩn được tính dựa vào hiệu lực giảm vi sinh vật sau thử nghiệm. 

R được tính theo công thức sau:

R = No/Na hoặc lg R = lg No - lg Na 

Hiệu quả diệt khuẩn của sản phẩm khử trùng nước sinh hoạt, nước bể bơi đạt khi hiệu lực giảm vi khuẩn > 3 log.

5. Đánh giá an toàn

· Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá phản ứng phụ của chế phẩm khảo nghiệm đối với người sử dụng (tối thiểu 05 người đối với thử nghiệm phòng thí nghiệm.
Nếu số người được hỏi có một trong các dấu hiệu như đau đầu, chóng mặt, ho, buồn nôn…cộng lại ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

· Căn cứ tài liệu công bố của nhà sản xuất về tiêu chuẩn an toàn của hóa chất thử nghiệm.

· Căn cứ kết quả khảo nghiệm và mức quy định an toàn của nước sản xuất hóa chất thử nghiệm.

6. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

6.1. Trả kết quả: Tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
6.2. Lưu mẫu: Sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất, liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu. 

Phụ lục 13
QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM HÓA CHẤT, CHẾ PHẨM SÁT TRÙNG DA

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG
1. Phạm vi điều chỉnh

Quy trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu quả diệt khuẩn, tính an toàn của hoá chất, chế phẩm sát trùng, vệ sinh da để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ và chữ viết tắt

Chế phẩm: là sản phẩm có chứa hoạt chất và có tên thương mại riêng, dùng để sử dụng trực tiếp trong gia dụng và y tế.
Chế phẩm sát trùng da: Tác nhân hóa học, chế phẩm hóa học hoặc công thức được sử dụng để sát trùng da, làm vệ sinh da bệnh nhân trước khi can thiệp phẫu thuật hoặc thủ thuật.

Sát trùng da: Thủ tục làm vệ sinh da bệnh nhân trước phẫu thuật, thủ thuật bao gồm bôi trực tiếp sản phẩm sát khuẩn lên hệ vi sinh vật da để ngăn ngừa nguy cơ chuyển giao vi khuẩn vào vết thương phẫu thuật.

· ATCC:  American Type Culture Collection, các chủng vi khuẩn phân lập tại Hoa Kỳ và lưu giữ tại Manassas và Virginia
· NCTC: National Collection of Type Cultures, các chủng vi khẩn quốc gia phân lập từ các phòng thí nghiệm y tế cộng đồng trung ương lưu giữ tại Áo và London

CFU: Colony Forming Units, tiếng Anh: đơn vị hình thành khuẩn lạc

II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM
1. Phương pháp khảo nghiệm

Mỗi mẫu sản phẩm khi thực hiện khảo nghiệm được đánh giá ở nồng độ thử nghiệm cao nhất theo yêu cầu của sản phẩm hoặc sản phẩm được pha loãng với nước/ nước cứng để đạt nồng độ thử nghiệm (đối với các sản phẩm sử dụng với nước).

Các chủng vi khuẩn thử nghiệm: Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, với một số loại sản phẩm thì dùng chủng Escherichia coli  được chuẩn bị trong dung dịch có các chất tải. Hỗn dịch vi khuẩn thử nghiệm trộn đều trong dung dịch sản phẩm khảo nghiệm với thời gian tiếp xúc từ 1 đến 5 phút (theo khuyến cáo của nhà sản xuất) ở nhiệt độ 20 ± 10C (điều kiện thử nghiệm bắt buộc). Đủ thời gian tiếp xúc, một phần dung dịch được lấy ra và làm mất hiệu lực diệt/kìm khuẩn ngay lập tức bằng chất trung hòa phù hợp. Số lượng vi sinh vật còn sống sót ở mỗi mẫu thử được xác định để tính số lượng giảm của vi khuẩn và đánh giá hiệu lực của sản phẩm khảo nghiệm.

2. Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với thiết bị và dụng cụ

a) Nồi hấp ướt (Autoclave)

b) Lò sấy: nhiệt độ từ 1800C đến 2500C

c) Bể ủ nhiệt hoặc nồi cách thủy đặt nhiệt độ (20±1)0C và (45±1)0C

d) Tủ ấm (37±1)0C và (30±1)0C

e) Máy đo pH

f) Máy lắc voltex

g) Thiết bị lọc

h) Tủ lạnh

i) Máy ly tâm

j) Đồng hồ bấm giờ

k) Pipet paster 10ml, 1ml, 0,1ml

m) Đĩa petri thủy tinh hoặc nhựa, đường kính 90mm và 100mm

n) Hạt thủy tinh kích thước 3mm đến 4mm và 0,3mm đến 0,5mm

l) Ống nghiệm đường kính 15mm đến 18mm

o) Que cấy nhựa dùng 1 lần hoặc thủy tinh

p) Bình định mức

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện khảo nghiệm phải được trang bị phòng hộ cá nhân: quần áo, kính, mũ, khẩu trang, găng tay. 

2.3. Môi trường nuôi cấy và thuốc thử phải là loại tinh khiết sử dụng trong lĩnh vực vi sinh của các hãng có chứng nhận quốc tế.

a) Nước

b) Nước cứng

c) Môi trường pha loãng (pepton water hoặc trypton water)

d) Canh thang TSB: (Trytone Soya Broth)

e) Môi trường thạch TSA (Tryptone soya agar)

f) Canh thang MEB ( Malt Extract Broth )

g) Môi trường thạch MEA ( Malt Extract Agar)

h) Ống McFarland N 0,5 (tương đương 1,5x108 CFU/1ml)

 i) Hồng cầu cừu (Sheep erythrocytes)

j) Albumin bò ( Bovine albumin): Dung dịch có sẵn vô trùng

k) Môi trường trung hòa (biểu mẫu 13.2)

2.4. Chủng vi khuẩn sử dụng để khảo nghiệm phải là chủng chuẩn đạt tiêu chuẩn quốc tế được quy định tại Biểu mẫu 1 ban hành kèm theo Thông tư này.

2.5. Phòng thực hiện thử nghiệm phải đạt tiêu chuẩn ISO/IEC 17025:2005 hoặc đạt tiêu chuẩn tương đương với một số điều kiện thử nghiệm bắt buộc sau:

* Nhiệt độ (((): Nhiệt độ thử nghiệm bắt buộc là 200C; Có thể bổ xung mức nhiệt độ thử nghiệm theo yêu cầu của nhà sản xuất nhưng không cao hơn 600C; Độ lệch cho phép đối với mỗi nhiệt độ đã chọn là ±10C

* Thời gian tiếp xúc (phút): Thời gian tiếp xúc giữa chế phẩm với vi khuẩn là 1 phút đến 5 phút; Thời gian tiếp xúc có thể được bổ xung 10 phút, 20 phút, 30 phút theo yêu cầu của nhà sản xuất; Độ lệch cho phép là ±10s.

3. Các bước tiến hành

3.1. Chủng vi sinh vật thử nghiệm:

3.1.1. Chủng vi sinh vật thử nghiệm bắt buộc:

· Vi khuẩn gram dương: Enterococcus hirae hoặc Streptococcus faecalis; Staphylococcus aureus.
· Vi khuẩn gram âm: Pseudomonas aeruginosa; E. coli
3.1.2. Chủng vi sinh vật thử nghiệm không bắt buộc

· Có thể sử dụng các chủng Candida albicans; Mycobacterium terae; Bacillus subtilis.
Chú thích: Theo đăng ký của chế phẩm để lựa chọn chủng vi sinh vật thử nghiệm. 

3.1.3. Pha dung dịch chủng thử nghiệm

· Chuẩn bị chủng làm việc theo ISO 11133-01:2009 - Hướng dẫn chung về đảm bảo chất lượng đối với việc chuẩn bị môi trường cấy trong phòng thử nghiệm và EN 12353: Hóa chất khử trùng và chất sát trùng - Bảo quản chủng vi sinh vật thử để kiểm tra hiệu lực diệt khuẩn (bao gồm cả Legionella), diệt trực khuẩn lao (mycobactericidal), diệt bào tử, diệt nấm và diệt vi rút (bao gồm cả thể thực khuẩn, bacteriophage).
· Trích khuẩn lạc thuần trên đĩa thạch TSA, MEA, đánh tan đều vào ống nghiệm chứa 10ml dung dịch môi trường pha loãng, dùng máy lắc để trộn đều dung dịch chủng thử nghiệm. 

· So độ đục dung dịch đã pha với ống McFarland N 0,5 để được dung dịch chủng thử nghiệm nồng độ từ 1,5 x 108  đến 5,0 x 108 CFU/ml (dung dịch N)

Chú thích: Khuyến khích sử dụng máy quang phổ (bước sóng 620nm, cóng đo 10 mm) để xác định số lượng vi khuẩn (CFU/ml), mật độ quang thường nằm trong khoảng 0,150 - 0,460. 

· Để xác định số lượng vi khuẩn có trong dung dịch chủng thử nghiệm thì pha loãng dần bằng dung dịch pha loãng để được dung dịch nồng độ 10-7 và 10-8. Mỗi nồng độ pha loãng được cấy vào 2 đĩa thạch TSA, MEA bằng phương pháp trộn thạch hoặc phương pháp dàn thạch.

c) Phương pháp trộn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm vào từng đĩa petri vô trùng (2 đĩa), rót vào mỗi đĩa 15-20ml thạch lỏng vô trùng ở nhiệt độ 45 ± 10C, xoay tròn đều, để đông thạch.

d) Phương pháp dàn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm chia đều vào các đĩa thạch đông, mặt khô đã được chuẩn bị trước (ít nhất 2 đĩa), dùng que cấy dàn đều mặt thạch.

3.2. Chuẩn bị hóa chất, chế phẩm thử nghiệm

· Chế phẩm thực hiện khảo nghiệm được pha theo hướng dẫn của nhà sản xuất, pha bằng dung dịch nước cứng hoặc nước cất để được dung dịch hóa chất khảo nghiệm ở nồng độ yêu cầu của nhà sản xuất. 

· Nếu các chế phẩm ở dạng rắn, sản phẩm được hòa tan ít nhất 1g±10mg sản phẩm với nước cứng tiêu chuẩn trong bình định mức theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

· Các dung dịch chế phẩm khảo nghiệm phải được chuẩn bị và sử dụng trong vòng 2 giờ, phải đảm bảo dung dịch đồng nhất, ổn định trong suốt quá trình khảo nghiệm, tránh kết tủa, đông vón.

3.3. Kỹ thuật khảo nghiệm 

Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 13727:2001


a) Cho 1,0ml Albumin vào ống nghiệm rồi cho tiếp vào 1,0 ml dung dịch chủng thử nghiệm. Bấm đồng hồ ngay lập tức, trộn đều sau đó để vào khay nước ở nhiệt độ (( (200C) trong thời gian 2 phút ± 10 giây.


b) Sau khi thời gian kết thúc cho 8,0 ml dung dịch hóa chất, chế phẩm thử đã chuẩn bị ở nồng độ thử nghiệm. Bấm đồng hồ. Trộn đều rồi cho ống nghiệm vào khay nước đặt ở nhiệt độ ( và thời gian tác động t. Ngay trước khi  thời gian t hết trộn lại lại một lần nữa (t từ 1 đến 5 phút tùy theo đăng ký của sản phẩm).


c) Sau khi thời gian t hết lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trên, thêm 8,0 ml môi trường  trung hòa và 1,0 ml nước cho vào một ống nghiệm để làm mất tác dụng của hóa chất. Trộn đều, sau đó đặt vào khay nước (20 ± 1) °C. Sau thời gian trung hòa trong 5 phút ± 10 s trộn đều và ngay lập tức lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trung hòa (Na) (có chứa môi trường trung hòa, dung dịch sản phẩm thử, chất tải và hỗn dịch vi sinh thử) cấy trong thạch lỏng hoặc láng đĩa thạch.

1) Phương pháp thạch lỏng: cho 1,0 ml mẫu thử vào đĩa thạch TSA lỏng làm nguội đến (45 ± 1) °C.
2) Phương pháp láng mặt: cho 1,0ml mẫu thử chia thành các phần đều nhau vào ít nhất là 2 đĩa thạch đã làm khô bề mặt, dàn đều.



d) Cho vào ống nghiệm đã đựng sẵn 4,5 ml môi trường trung hòa 0,5 ml dịch trộn để có pha loãng 10-1 dịch Na; Với sản phẩm rửa tay trộn thêm môi trường trung hòa để đạt độ pha loãng 10-2 Na. từ mỗi ống nghiệm pha loãng lấy 1,0 ml mẫu để thực hiện xác định số vi khuẩn còn lại sau khi trung hòa bằng phương pháp thạch lỏng hoặc láng mặt thạch.
e) Ủ và đếm khuẩn lạc của dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu và sau khi tiếp xúc hóa chất thực hiện như sau:

· Các đĩa thạch được ủ từ 20 h đến 24 h ở nhiệt độ 370C. 

· Số lượng khuẩn lạc trên mỗi đĩa thạch là 15 - 300 khuẩn lạc (từ 15-300 khuẩn lạc đối với vi khuẩn, nấm men và 15-150 đối với nấm mốc).

· Trong cùng nồng độ vi khuẩn, số khuẩn lạc mọc trên các đĩa cho phép độ lệch 10%.

· Giữa hai nồng độ liên tiếp cho phép độ lệch là 5 đến 15 lần.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa < 14, thì kết quả ghi là < 14.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa > 300, thì kết quả ghi là > 300.

3.4. Tính toán kết quả

· N: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu

· Na: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch sau khi tiếp xúc dung dịch trung hòa

· N và Na được tính theo công thức:
N = C/(n1 + 0,1n2)10x



Trong đó: 
Vc
là số khuẩn lạc đếm được trên từng đĩa

C
là tổng các giá trị Vc





n1
giá trị Vc ở độ pha loãng đầu tiên





n2
giá trị Vc ở độ pha loãng thứ hai





10x
tương ứng hệ số pha loãng thấp nhất 

· Kết quả được ghi dưới dạng: 1,0-9,9 x 10x CFU/ml

4. Đánh giá hiệu lực: Hiệu lực giảm vi sinh vật (R)
· Cho mỗi nồng độ sản phẩm và từng điều kiện nghiên cứu, hiệu quả diệt khuẩn được tính dựa vào hiệu lực giảm vi sing vật sau thử nghiệm. 

· R được tính theo công thức sau:


R = No/Na hoặc lg R = lg No - lg Na 

· Hiệu quả diệt khuẩn của sản phẩm sát trùng da đạt khi hiệu lực giảm vi khuẩn > 3 log.

5. Đánh giá an toàn

· Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá phản ứng phụ của hóa chất khảo nghiệm đối với người sử dụng (tối thiểu 05 người đối với thử nghiệm phòng thí nghiệm và 05 tình nguyện viên) 

Nếu số người được hỏi có một trong các dấu hiệu như đau đầu, chóng mặt, ho, buồn nôn…cộng lại ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

· Căn cứ tài liệu công bố của nhà sản xuất về tiêu chuẩn an toàn của hóa chất thử nghiệm.

· Căn cứ kết quả khảo nghiệm và mức quy định an toàn của nước sản xuất hóa chất thử nghiệm.

6. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

6.1. Trả kết quả: Tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
6.2. Lưu mẫu: Sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất, liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu. 
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QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM HÓA CHẤT, CHẾ PHẨM SÁT TRÙNG 
BỀ MẶT, MÔI TRƯỜNG

(Ban hành kèm theo Thông tư số        /2018/TT-BYT ngày    tháng   năm 2018)

I. QUY ĐỊNH CHUNG
1. Phạm vi điều chỉnh

Quy trình này quy định phương pháp đánh giá hiệu quả diệt khuẩn, tính an toàn của hoá chất, chế phẩm sát trùng bề mặt để đăng ký lưu hành tại Việt Nam.
2. Giải thích từ ngữ và chữ viết tắt

Chế phẩm: là sản phẩm có chứa hoạt chất và có tên thương mại riêng, dùng để sử dụng trực tiếp trong gia dụng và y tế.
Diệt khuẩn: là quá trình ngăn chặn, tiêu diệt hoặc kiểm soát bất kỳ những vi sinh vật gây hại  nào bằng hóa chất hoặc chế phẩm sinh học. Diệt khuẩn còn có thể nói đến sự phá hủy sự sống ảnh hưởng  đến mọi sinh vật sống 

Tiệt khuẩn (Sterilization): là quá trình tiêu diệt hoặc loại bỏ tất cả các dạng của vi sinh vật sống bao gồm cả nha bào vi khuẩn. 

Khử khuẩn (Disinfection): là quá trình loại bỏ hầu hết hoặc tất cả vi sinh vật gây bệnh trên dụng cụ nhưng không diệt nha bào vi khuẩn. Có 3 mức độ   khử  khuẩn mức độ thấp, trung bình và cao.

Khử khuẩn mức độ cao  (High level disinfection):  là quá trình tiêu diệt toàn bộ vi sinh vật bao gồm cả trực khuẩn lao và một số nha bào vi khuẩn. 

Khử khuẩn mức độ trung bình  (Intermediate-level disinfection): là quá trình khử được vi khuẩn sinh dưỡng, virus và nấm, nhưng không tiêu diệt được nha bào vi khuẩn.

Khử khuẩn mức độ thấp  (Low-level disinfection): tiêu diệt được các vi khuẩn thông thường như một vài virut và nấm, nhưng không tiêu diệt được  nha bào vi khuẩn.

Làm sạch (Cleaning):  là quá trình sử dụng biện pháp cơ học để làm sạch những tác nhân nhiễm khuẩn và chất hữu cơ bám trên những  dụng cụ, mà không nhất thiết  phải  tiêu  diệt  được  hết  các  tác  nhân  nhiễm  khuẩn;  Quá  trình  làm  sạch  là bước bắt  đầu bắt  buộc cho  mọi quá trình  khử  tiệt khuẩn,  giúp cho khử tiệt khuẩn có hiệu quả tốt nhất. 

Khử nhiễm  (Decontamination):  là  quá  trình  sử  dụng  tính  chất  cơ  học  và hóa học, giúp loại bỏ các chất hữu cơ và giảm số lượng các vi khuẩn gây bệnh có trên các dụng cụ, môi trường để bảo đảm an toàn khi sử dụng, vận chuyển và thải bỏ.

Tác dụng tiệt khuẩn: là khả năng của một hóa chất, chế phẩm làm giảm số lượng hữu hiệu đối với một số vi sinh vật thử nghiệm dưới các điều kiện quy định thực hiện khảo nghiệm, đảm bảo vô trùng sau khi được xử lý bằng hóa chất.

II. QUI TRÌNH KHẢO NGHIỆM
1. Phương pháp khảo nghiệm

Mỗi mẫu chế phẩm khi thực hiện khảo nghiệm được đánh giá ở nồng độ thử nghiệm cao nhất theo yêu cầu của sản phẩm hoặc sản phẩm được pha loãng với nước/ nước cứng để đạt nồng độ thử nghiệm (các sản phẩm sử dụng với nước). Tùy mức độ sát trùng bề mặt của sản phẩm do nhà sản xuất đưa ra mà khảo nghiệm ở mức độ làm sạch, khử khuẩn mức độ từ thấp đến cao hay tiệt khuẩn mà lựa chọn chủng thử nghiệm phù hợp.

Các chủng thử nghiệm: Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, với một số loại sản phẩm thì dùng chủng Escherichia coli, Candida albicas, Mycobacterium terrae, Bacillus subtilis được chuẩn bị trong dung dịch có các chất tải. Hỗn dịch vi khuẩn thử nghiệm trộn đều trong dung dịch sản phẩm khảo nghiệm với thời gian tiếp xúc từ 10 phút đến 60 phút (theo khuyến cáo của nhà sản xuất) ở nhiệt độ 20 ± 10C (điều kiện thử nghiệm bắt buộc). Đủ thời gian tiếp xúc, một phần dung dịch được lấy ra và làm mất hiệu lực diệt/kìm khuẩn ngay lập tức bằng phương pháp pha loãng- trung hòa hoặc loại bỏ. Số lượng vi sinh vật còn sống sót ở mỗi mẫu thử được xác định để tính số lượng giảm của vi khuẩn và đánh giá hiệu lực của sản phẩm khảo nghiệm. 

2. Yêu cầu cho thử nghiệm

2.1. Yêu cầu đối với thiết bị và dụng cụ

a) Nồi hấp ướt (Autoclave)

b) Lò sấy: nhiệt độ từ 1800C đến 2500C

c) Bể ủ nhiệt hoặc nồi cách thủy đặt nhiệt độ (20±1)0C và (45±1)0C

d) Tủ ấm (37±1)0C và (30±1)0C

e) Máy đo pH

f) Máy lắc voltex

g) Thiết bị lọc

h) Tủ lạnh

i) Máy ly tâm

j) Đồng hồ bấm giờ

k) Pipet paster 10ml, 1ml, 0,1ml

m) Đĩa petri thủy tinh hoặc nhựa, đường kính 90mm và 100mm

n) Hạt thủy tinh kích thước 3mm đến 4mm và 0,3mm đến 0,5mm

l) Ống nghiệm đường kính 15mm đến 18mm

o) Que cấy nhựa dùng 1 lần hoặc thủy tinh

p) Bình định mức

2.2. Kỹ thuật viên trực tiếp thực hiện khảo nghiệm phải được trang bị phòng hộ cá nhân: quần áo, kính, mũ, khẩu trang, găng tay. 

2.3. Môi trường nuôi cấy và thuốc thử phải là loại tinh khiết sử dụng trong lĩnh vực vi sinh của các hãng có chứng nhận quốc tế.

a) Nước

b) Nước cứng

c) Môi trường pha loãng (pepton water hoặc trypton water)

d) Canh thang TSB: (Trytone Soya Broth)

e) Môi trường thạch TSA (Tryptone soya agar)

f) Canh thang MEB ( Malt Extract Broth )

g) Môi trường thạch MEA ( Malt Extract Agar)

h) Môi trường thạch MCO (Middlebrook and Cohn 7 H 10 medium with 10% OADC enrichment)

i) Ống McFarland N 0,5 (tương đương 1,5x108 CFU/1ml)

 j) Hồng cầu cừu (Sheep erythrocytes):  

k) Albumin bò ( Bovine albumin): Dung dịch có sẵn vô trùng

m) Môi trường trung hòa (biểu mẫu 14.2)

2.4. Chủng vi khuẩn sử dụng để khảo nghiệm phải là chủng chuẩn đạt tiêu chuẩn quốc tế.

2.5. Phòng thực hiện thử nghiệm phải đạt tiêu chuẩn ISO/IEC 17025:2005 hoặc đạt tiêu chuẩn tương đương với một số điều kiện thử nghiệm bắt buộc sau:

* Nhiệt độ (((): Nhiệt độ thử nghiệm bắt buộc là 200C; Có thể bổ xung mức nhiệt độ thử nghiệm theo yêu cầu của nhà sản xuất nhưng không cao hơn 600C; Độ lệch cho phép đối với mỗi nhiệt độ đã chọn là ±10C

* Thời gian tiếp xúc (phút): Thời gian tiếp xúc giữa chế phẩm với vi khuẩn là 30 phút đến 60 phút; Thời gian tiếp xúc có thể được thay đổi theo yêu cầu của nhà sản xuất; Độ lệch cho phép là ±10s.

3. Cách tiến hành

3.1. Chuẩn bị chủng vi sinh vật thử nghiệm

Vi sinh vật có độ nhạy cảm khác nhau với chất diệt khuẩn. Do đó, Spaulding đề nghị 3 mức độ khử khuẩn cho dụng cụ và bề mặt, gồm mức độ cao, trung bình và thấp.  Khử khuẩn mức độ cao diệt tất cả vi sinh vật, trừ một số  nha bào  vi khuẩn; khử khuẩn mức độ  trung bình diệt mycobacteria, hầu hết virus và vi khuẩn; và  khử khuẩn mức độ  thấp diệt một số virus và vi khuẩn thông thường.
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Các chủng vi sinh vật được sử dụng thử nghiệm mức làm sạch và khử khuẩn mức độ thấp:

· Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

· Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538

· Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541(hoặc Chủng E. coli ATCC 25922)

Các chủng vi sinh vật được sử dụng thử nghiệm mức khử khuẩn mức độ trung bình:

· Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

· Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538

· Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541(hoặc Chủng E. coli ATCC 25922)

· Chủng Candida albicas ATCC 10231

Các chủng vi sinh vật được sử dụng thử nghiệm mức khử khuẩn mức độ cao:

· Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

· Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538

· Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541(hoặc Chủng E. coli ATCC 25922)

· Chủng Candida albicas ATCC 10231

· Chủng Mycobacterium terrae ATCC 15755

Các chủng vi sinh vật được sử dụng thử nghiệm mức tiệt khuẩn:

· Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

· Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538

· Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541(hoặc Chủng E. coli ATCC 25922)

· Chủng Candida albicas ATCC 10231

· Chủng Mycobacterium terrae ATCC 15755

· Chủng Bacillus subtilis ATCC 6633

3.2. Thiết kế thử nghiệm 

3.2.1. Pha dung dịch chủng thử nghiệm

· Chuẩn bị chủng làm việc theo ISO 11133-01:2009 - Hướng dẫn chung về đảm bảo chất lượng đối với việc chuẩn bị môi trường cấy trong phòng thử nghiệm và EN 12353: Hóa chất khử trùng và chất sát trùng - Bảo quản chủng vi sinh vật thử để kiểm tra hiệu lực diệt khuẩn (bao gồm cả Legionella), diệt trực khuẩn lao (mycobactericidal), diệt bào tử, diệt nấm và diệt vi rút (bao gồm cả thể thực khuẩn, bacteriophage).

· Trích khuẩn lạc thuần trên đĩa thạch TSA, MEA, đánh tan đều vào ống nghiệm chứa 10ml dung dịch môi trường pha loãng, dùng máy lắc để trộn đều dung dịch chủng thử nghiệm. 

· So độ đục dung dịch đã pha với ống McFarland N 0,5 để được dung dịch chủng thử nghiệm nồng độ từ 1,5 x 108  đến 5,0 x 108 CFU/ml (dung dịch N)

Chú thích: Khuyến khích sử dụng máy quang phổ (bước sóng 620nm, cóng đo 10 mm) để xác định số lượng vi khuẩn (CFU/ml), mật độ quang thường nằm trong khoảng 0,150 - 0,460. 

· Để xác định số lượng vi khuẩn có trong dung dịch chủng thử nghiệm thì pha loãng dần bằng dung dịch pha loãng để được dung dịch nồng độ 10-7 và 10-8. Mỗi nồng độ pha loãng được cấy vào 2 đĩa thạch TSA, MEA bằng phương pháp trộn thạch hoặc phương pháp dàn thạch.

e) Phương pháp trộn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm vào từng đĩa petri vô trùng (2 đĩa), rót vào mỗi đĩa 15-20ml thạch lỏng vô trùng ở nhiệt độ 45 ± 10C, xoay tròn đều, để đông thạch.

f) Phương pháp dàn thạch: hút 1ml dung dịch chủng thử nghiệm chia đều vào các đĩa thạch đông, mặt khô đã được chuẩn bị trước (ít nhất 2 đĩa), dùng que cấy dàn đều mặt thạch.

3.2.2. Chuẩn bị hóa chất, chế phẩm thử nghiệm

· Chế phẩm thực hiện khảo nghiệm được pha theo hướng dẫn của nhà sản xuất, pha bằng dung dịch nước cứng hoặc nước cất để được dung dịch hóa chất khảo nghiệm ở nồng độ yêu cầu của nhà sản xuất. 

· Nếu các chế phẩm ở dạng rắn, sản phẩm được hòa tan ít nhất 1g±10mg sản phẩm với nước cứng tiêu chuẩn trong bình định mức theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

· Các dung dịch chế phẩm khảo nghiệm phải được chuẩn bị và sử dụng trong vòng 2 giờ, phải đảm bảo dung dịch đồng nhất, ổn định trong suốt quá trình khảo nghiệm, tránh kết tủa, đông vón.

3.3. Kỹ thuật khảo nghiệm 

- Đối với Chủng Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; Chủng Staphylococcus aureus ATCC 6538; Chủng Enterococcus hirae ATCC 10541 (hoặc Chủng E. coli ATCC 25922) Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 13727:2012.

- Chủng Candida albicas ATCC 10231: Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 13624:2001.

- Chủng Mycobacterium terrae ATCC 15755: Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 14348:2006.

- Chủng Bacillus subtilis ATCC 6633: Kỹ thuật khảo nghiệm thực hiện theo quy trình kỹ thuật EN 14347:2001.


a) Cho 1,0ml Albumin vào ống nghiệm rồi cho tiếp vào 1,0 ml dung dịch chủng thử nghiệm. Bấm đồng hồ ngay lập tức, trộn đều sau đó để vào khay nước ở nhiệt độ (( (200C) trong thời gian 2 phút ± 10 giây.


b) Sau khi thời gian kết thúc cho 8,0 ml dung dịch hóa chất, chế phẩm thử đã chuẩn bị ở nồng độ thử nghiệm. Bấm đồng hồ. Trộn đều rồi cho ống nghiệm vào khay nước đặt ở nhiệt độ ( và thời gian tác động t. Ngay trước khi  thời gian t hết trộn lại lại một lần nữa (thời gian tiếp xúc hóa chất tùy theo đăng ký của sản phẩm).


c) Sau khi thời gian t hết lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trên, thêm 8,0 ml môi trường  trung hòa và 1,0 ml nước cho vào một ống nghiệm để làm mất tác dụng của hóa chất. Trộn đều, sau đó đặt vào khay nước (20 ± 1) °C. Sau thời gian trung hòa trong 5 phút ± 10 s trộn đều và ngay lập tức lấy một mẫu 1,0 ml dịch trộn trung hòa (Na) (có chứa môi trường trung hòa, dung dịch sản phẩm thử, chất tải và hỗn dịch vi sinh thử) cấy trong thạch lỏng hoặc láng đĩa thạch.


1) Phương pháp thạch lỏng: cho 1,0 ml mẫu thử vào đĩa thạch TSA lỏng làm nguội đến (45 ± 1) °C.

2) Phương pháp láng mặt: cho 1,0ml mẫu thử chia thành các phần đều nhau vào ít nhất là 2 đĩa thạch đã làm khô bề mặt, dàn đều.



d) Cho vào ống nghiệm đã đựng sẵn 4,5 ml môi trường trung hòa 0,5 ml dịch trộn để có pha loãng 10-1 dịch Na; Với chế phẩm rửa tay trộn thêm môi trường trung hòa để đạt độ pha loãng 10-2 Na. từ mỗi ống nghiệm pha loãng lấy 1,0 ml mẫu để thực hiện xác định số vi khuẩn còn lại sau khi trung hòa bằng phương pháp thạch lỏng hoặc láng mặt thạch.

e) Ủ và đếm khuẩn lạc của dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu và sau khi tiếp xúc hóa chất thực hiện như sau:

· Các đĩa thạch được ủ từ 20 h đến 24 h ở nhiệt độ 370C. 

· Số lượng khuẩn lạc trên mỗi đĩa thạch là 15 - 300 khuẩn lạc (từ 15-300 khuẩn lạc đối với vi khuẩn, nấm men và 15-150 đối với nấm mốc).

· Trong cùng nồng độ vi khuẩn, số khuẩn lạc mọc trên các đĩa cho phép độ lệch 10%.

· Giữa hai nồng độ liên tiếp cho phép độ lệch là 5 đến 15 lần.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa < 14, thì kết quả ghi là < 14.

· Nếu số lượng khuẩn lạc trên đĩa > 300, thì kết quả ghi là > 300.

3.4. Tính toán kết quả

· N: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch chủng thử nghiệm ban đầu

· Na: nồng độ vi sinh vật ở dung dịch sau khi tiếp xúc dung dịch trung hòa

· N và Na được tính theo công thức:
N = C/(n1 + 0,1n2)10x



Trong đó: 
Vc
là số khuẩn lạc đếm được trên từng đĩa

C
là tổng các giá trị Vc





n1
giá trị Vc ở độ pha loãng đầu tiên





n2
giá trị Vc ở độ pha loãng thứ hai





10x
tương ứng hệ số pha loãng thấp nhất 

· Kết quả được ghi dưới dạng: 1,0-9,9 x 10x CFU/ml

4. Đánh giá hiệu lực

Hiệu quả diệt khuẩn của sản phẩm đạt khi hiệu lực giảm vi khuẩn:

a) Mức độ làm sạch và khử khuẩn mức độ thấp: giảm 3 log đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, Escherichia coli.
b) Mức độ khử khuẩn mức độ trung bình: giảm 4 log đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, Escherichia coli và giảm 3 log đối với Candida albicas.

c) Mức độ khử khuẩn mức độ cao: giảm 5 log đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, Escherichia coli và giảm 4 log đối với Candida albicas, Mycobacterium terrae.

d) Mức độ tiệt khuẩn: giảm 6 log đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh), Staphylococcus aureus (tụ cầu vàng), Enterococcus hirae, Escherichia coli và giảm 5 log đối với Candida albicas, Mycobacterium terrae và giảm 4 log đối với Bacillus subtilis. 

5. Đánh giá an toàn

· Dựa vào bảng câu hỏi để đánh giá phản ứng phụ của hóa chất khảo nghiệm đối với người sử dụng, tối thiểu 05 người đối với thử nghiệm phòng thí nghiệm.
Nếu số người được hỏi có một trong các dấu hiệu như đau đầu, chóng mặt, ho, buồn nôn…cộng lại ≥ 2/5 thì không đạt yêu cầu.

· Căn cứ tài liệu công bố của nhà sản xuất về tiêu chuẩn an toàn của hóa chất thử nghiệm.

· Căn cứ kết quả khảo nghiệm và mức quy định an toàn của nước sản xuất hóa chất thử nghiệm.

6. Trả kết quả và lưu mẫu khảo nghiệm

6.1. Trả kết quả: Tổ chức thực hiện khảo nghiệm trả lời kết quả khảo nghiệm theo mẫu quy định tại phụ lục X ban hành kèm theo Nghị định số 91/2016/NĐ-CP ngày 01/7/2016 của Chính phủ.
6.2. Lưu mẫu: Sau khi khảo nghiệm, mẫu nguyên và các mẫu đã sử dụng phải được lưu ít nhất 2 năm. Mẫu lưu cần ghi vào sổ các thông tin: tên chế phẩm (hãng sản xuất, lô sản xuất, ngày sản xuất, hạn sử dụng), hoạt chất, liều lượng thử nghiệm, ngày thử nghiệm, cơ quan yêu cầu. 

DỰ THẢO LẦN 2
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