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PHU LUC 13

D{ng vit thi nghi¢m

Chudt nhat tring khoe manh, cén ning 18 g dén 22 g,
chua ding vao thi nghi¢m, néu la chudt cai phai khéng
¢6 thai holic dang cho con bu, duge chin nudi trong diéu

kién binh thudmg.

Chuén bj dung djch thir

Néu khong c6 hutmg din gi khac, chuén bj dung dich thir
bing cich hoa tan mau thir trong dung djch natri clorid 0,9 %
hodc nuﬁc cét tiém (néu thu theo dudng tiém) ho{ac phén tan
déu mAu thir trong nudc cat (néu thir theo duong uong) dé thu
dwgc dung dich hodc hén dich c6 chira lugng chét cin thir phi
hgp véi mire liéu quy dinh trong chuyén luan riéng.

Tién hanh thir _
Dung 5 chut, cho mdi con 0,5 ml dung dich thir bang mot
trong nhimg dudng dung sau:

Tlem tinh mach: Tiém vao tinh mach dudi cua moi chudt
véi tc 46 hang dinh trong 15 s dén 30s.

Tiém trong mang bung: Tiém qua l6p da byng vao thing

héc bung chudt.
Tiém dudi da: Tiém dudi da vao mot chd & hung holic bung.

Uéng: Cho uéng bing mot kim cong dau ti hoic mdt dung
cu khac thich hop, phai ddm bao dua thudc vao trong thuc

quan hoiac da day.

Pinh gia két qua

Néu khong c6 huéng dan gi khéc thi quan sat chugt 48 h
sau khi dung thudc.

Néu khong ¢ chuot nao chét thi mau thir dat yéu cau.
Néu co chudt chét, 1am lai thir nghiém véi 10 chuot khac,
dung chudt ¢6 can nang (19+£1)g. Sau 48 h, néu khéng cé
chuét nao chét thi mau thir dat yéu ciu.

13.6 THU GIOI HAN NHIEM VI SINH VAT

[. XAC PINH TONG SO VI SINH VAT

Gidi thiéu

Phép thir sau ddy cho phép xac dinh so lugng khuin ua
nhiét trung binh va nim c6 thé phat trién dugc trong diéu
kién hiéu khi.

Phép thir nhim danh gia ché pham thir c6 dap Ung tiéu
chudn chat luong di cong bd vé chi tiéu vi sinh hay
khong. Khi sir dung phép thir cho muc dlch nay, cin tudn
thi theo chi din dudi ddy vé sb lugng mau dem thir, danh
gia két qua.

Co thé sir dung quy trinh klcm tra vi sinh khac, bao gom
cac phuong phap ty dong néu chimg minh dugec tinh twong
duong cua cic phuong phap nay voi phuong phap ghi
trong dugc dién.

Quy dinh chung
Tién hanh phep thir trong diéu kién dam bao tranh dugc

sy tap nhiém vi sinh vat bén ngoai vao mau thir. Cac bién
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phép phong tranh tap nhiém phai khéng anh hudémg dén
bt cir loai vi sinh vt ndo cé thé phat hién dugc trong
méu thir.,

Néu miu thir c6 chira chit (rc ché vi sinh vit thi cin phai
Ioal bo hodc trung hoa trude khi thir nghiém. Khi st dung
chat bit hoat, cin chimg minh khé nang bét hoat cua chiing
va dam bao chét bt hoat do khong chira djc t6 v6i vi sinh
vﬁt Khi sir dung chét dtén hoat trong qua trinh chuén bj
mau thir, phai dam bao chét dién hoat dé khéng chira dgc
t6 voi vi sinh vat va chat dién hoat phai twong thich véi
chét bat hoat khac cung dugc sir dung.

Phwong phép xdc dinh tong s6 vi sinh vit

Sir dung phuong phap mang loc hodic phuong phip dia
thach. Phuong phap MPN (Most Probable Number) ngj
chung c6 dg chinh xac thip nhat trong 56 cac phuong phap
dém v: smh vat, tuy nhién, vai mau thir ¢6 sb luo'ng vi sinh
vét rét thap thi day lai 1 phuong phap phu hgp nhat

Lya chon phucmg phap thir dya trén nhiéu yéu t5 nhu ban
chét cia mau thir va giéi han vi sinh vat cho phép. Phuong
phap dugc lya chon phai dam bao tién hanh trén ||.|'Q'ng
mau du dé danh gia dugc miu thir dap (g theo tiéu chudn,
Cén phai xac dinh sy phu hgp cua phuong phap da lya
chon,

Kiém tra chét lugng méi trudng, sy phu hop cia
phwong phép dém, miu chimg 4m

Yéu ciu chung

Phai ching minh phu‘cmg phap thir ¢6 kha ndng phat hién
vi sinh vat khi c6 méit mau thir.

Phai chimg minh sur phi hgp cua phuong phép khi c6 sy
thay ddi trong qua trinh tién hanh thir nghi¢m hodc c6 sy
thay dbi vé ché phim lam anh huéng dén két qua cua phép
thar.

Chuin bj chiing vi sinh vit

C6 thé sir dung hdn dich chiing vi sinh vat én dinh da dugc
tiéu chudn héa hodc chudn bj nhu trinh bay duéi diy. Ky
thuat luu giir ching goc phai dam bao vi sinh vét duge
cdy truyén khong qua 5 lan tir gibng gdc ban diu. Céy céc
chiing vi sinh vét va nim riéng ré theo Bang 13.6.1.

Str dung dung dich dém natri clorid- -pepton pH 7,0 hogic
dung dich dém phosphat pH 7,2 dé pha hén dich ching vi
sinh vat. Dé pha hdn dich A. brasiliensis, thém polysorbar
80 (TT) véi ty 18 0,05 % vao dung dich dém. Hon dich
dugc sir dung trong vong 2 h, néu bao quan & 2 °C dén
8 °C thi c6 thé sir dung trong vong 24 h. Ngoai ra, ddi véi
A. brasiliensis va B. subtilis, thay vi chuén bi va pha lodng
hén dich ching dang sinh dudng thi ¢6 thé sir dung hdn
dich bao tir 6n dinh. Hén djch bao tir dugc bao quan & 2 °C
dén 8 °C trong khoang thoi gian da duge thim dinh.

Mau chirng ém

Dé danh gia diéu kién thir nghiém, tién hanh mau chimg m
bang céch sir dung dung dich pha lodng thay cho miu thi.
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Mau chimg am phai khong dugc c6 vi sinh vét phat trién,
Mau chimg am ciing ¢6 thé duoc tién hanh cang lic véi mAu
thir nhwr m ta trong phan Cdch tién hanh. Can phai xem xét
h¢ thong k¥ ludmg khi miu chimg am khong dat.

K ic?m tra chat liegng moi truong

Tién hanh kiém tra chét lugng d&i véi mdi 16 méi truomg
pha ché sin hodc méi 16 méi trudmg duge pha ché tir moi
truong khé hay tir céc thanh phin riéng lé.

PHU LUC 13

CAy riéng r& vao moi truong thach casein ddu twong hay
mdi trudmg long casein ddu twong mdt lugng nhé vi sinh
véit (khéng qua 100 CFU) theo chi din trong Béang 13.6.1.
CAy riéng r& vao méi truong thach Sabouraud-dextrose
mot lugng nho vi sinh vat (khéng qua 100 CFU) theo chi
din trong Bang 13.6.1. U mbi truong theo diéu kién ghi
trong Bang 13.6.1.

Bang 13.6.1 - Chuén bj va sir dung chiing vi sinh vt

Chuin bj chiing vi

Visinh vat .
: sinh vit

viit hiéu khi

Staphylococcus Moi truong thach Maéi trudng thach
aureus casein dau tuong casein ddu tuong
ATCC 6538 hodc méi trudng vé moi trnréng long
NCIMB 9518 long casein diu casein ddu tuong
CIP 4.83 tuong <100 CFU
NBRC 13276 30°C-35°C 30°C-35°C
18h-24h < 3 ngay
Pseudomonas MOoi truomg thach Mai trudng thach
aeruginosa casein ddu tirong casein diu tuong
ATCC 9027 hodc méi truong va moi trudng long
- NCIMB 8626 long casein d4u casein ddu twong
CIP 82.118 tuong <100 CFU
NBRC 13275 30°C-35°C 30°C-35°C
18h-24h < 3 ngay

Bacillus subtilis _ Mé;i truong thach MBai trudong thach

Kiém tra chéit lrgng méi trurdmg

' Dém tdng sb vi sinh

ATCC 6633 casein dau tirong casein ddu tuong
NCIMB 8054 ho#dc moéi trudong va mdi truong long
CIP 52.62 long casein ddu casein dau tuong
NBRC 3134 tuong <100 CFU

30°C-35°C 30°C-35°C
18h-24h < 3 ngay

; Candida albicans ~ Moi trudng thach Mai trudng thach

ATCC 10231 Sabouraud-dextrose | casein ddu tuong
NCPF 3179 hodc moi trudng <100 CFU
IP 48.72 long Sabouraud- 30°C-35°C
NBRC 1594 dextrose < 5 ngay
20°C-25°C
2 - 3 ngay
Aspergillus Mai truong thach Mai tnrdmg thach
brasiliensis Sabouraud-dextrose  casein diu twong
ATCC 16404 hodc moi truong <100 CFU
IMI 149007 thach khoai tdy 30°C-35°C
IP 1431.83 dextrose <5 ngay
NBRC 9455 20°C-25°C

5 - 7 ngay, hoac dén
khi thu dugc bao tir _

~ Sy phit hgp ciia phwong phép dém khi
¢6 mit miu thir

| Dém tdng - Pém tbng sb vi sinh

viit hiéu khi

- ' MBQi trudmg thach s
casein ddu tuong/
' ' MPN méi trudng long
casein dau tuong
<100 CFU
| 30°C-35°C
<3 ngay

Pém tc‘mg s6 nim

- Moi trudng thach -
. casein ddu tuong/
MPN moi trudng long
casein dau tuong
<100 CFU
30°C-35°C
<3 ngdy

- MGéi truong thach -
casein diu tuong/
MPN moi truong long
casein ddu tuong

‘ <100 CFU
w | 30°C-35°C
w < 3 ngay
Maoi trudmg thach | MOoi trudng thach MGi truong thach

| Sabouraud- | casein ddu tuong Sabouraud-

dextrose <100 CFU dextrose
<100 CFU 30°C-35°C <100 CFU
20°C-25°C | <5 ngay 20°C-25°C

< 5 ngay | MPN: khong 4p dung <5 ngay

Mbi trudmg thach Moéi trudng thach Méi trudng thach

Sabouraud- casein dfu tuong Sabouraud-
dextrose <100 CFU dextrose
<100 CFU 30°C-35°C <100 CFU
20°C-25°C | <5 ngdy 20°€ -25°C
‘ < 5 ngdy ' MPN: khéng ap dung < 5 ngdy
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D&i véi moi trudmg thach, sé lugng vi sinh vat phét trién
trén 16 méi trurdng méi khong dugce khéc qua 2 14n so véi
s6 lugmg tinh duge cia hdn dich ching da duge tiéu chuin
héa. Dbi véi ching duge pha ché khi dung, sy phat trién
cua vi sinh| vt trén 16 moi trudmg mdi sé duge so sanh voi
sy phat trién cua vi sinh vat trén 16 moi trudmg da dat yéu
chu chit lugng.

Pbi voi méi trudmg long, sy phat trién rd rang cua vi sinh
vit trén 16 mdi trudmg mai duge so sanh vai syr phat trién
cua vi sinh vt trén 16 méi trudmg da dat yéu ciu chit lugng,

Kifrm tra sw phit hop ciia phirong phdp dém khi c6 mgt
mdau thir
Chudn bj mau thir: Phuong phap chuin bj miu thir phy
thudc vao tinh chét vat ly ciia mau thir. Néu khéng thé ap
dung cach nao trong cic cach dudi ddy, c6 thé sir dung
bién phap khac dé xir Iy mau.
Mau thir tan trong nudc: Hoa tan hodc pha loang (thuong
pha loang 10 lin) mau thir trong dung dich dém natri
clorid-pepton pH 7,0, dung dich dém phosphat pH 7,2
ho#ic moi lrub’ng lcmg casein ddu tuong. E)leu chmh dén
pH 6 dén 8, néu cin. C6 thé pha lodng tiép néu can bing
cung dung dich pha loang.
Mau thir ¢6 bén chal khong phai chit béo, khong tan trong
nude: Pha lodng mAu thir (thuong pha loang 10 l4n) trong
dung dich dém natri clorid-pepton pH 7,0, dung dich dém
phosphat pH 7,2 hodc mdi truong long casein ddu tuong.
C6 thé thém chat dién hoat nhu polysorbat 80 (TT) voi ty
1¢ 1 g/L dé ting kha ning tham nuée cia mau thr. Dleu
chinh dén pH 6 dén 8, néu cin. C6 thé pha loang tiép néu
cén bing ciing dung dich pha lodng.
MiZu thir ¢c6 ban chét 1a chit béo: Hoa miu thir trong
isopropyl myristat (TT) da duqc tiét khuan trude bang cach
loc qua mang loc hodc trén mau thir voi lugng nho nhét
c6 thé polysorbat 80 (TT) v khuan hoic mol chat dién
hoat khac khdng c6 tinh ¢ ché, lam néng néu cin & l'lhlf;t
d6 khong qua 40 °C, trong mot 50 it trrong hop co lhe ST
dung nhu:t do khong qué 45 °C. Tron can than va néu can
c6 thé duy tri trong bé on nhu‘;t Thém vira du lugng dung
djch pha loi‘ing da duoc lam 4m sin dé thu duoc do pha
loang 10 lan. Duy tri nhiét d¢ trong thoi gian ngﬁn nhét
va trén cén than de thu dugce nhi dich. Co thé tiép tuc pha
loang theo cdp s0 10, trong d6 dung dich pha loang dugc
bé sung polysorbat 80 (TT) hodc chat dién hoat khéng c6
tinh irc ché khac véi nong o thich hop.
Dung dich hoic cht rin dudi dang aerosol: Chuyen mau
thir 1én mang loc trong diéu kién vo khuin hogc chuyén
sang binh chira vo khudn dé tiép tyc ldy miu. C6 thé sir
dung toan b lugng miu hoic mot sb lidu nhét dinh tir céc
dom vj déng g6i dem thir,
Thube dan: Loai bo 16p bao vé bén ngoai va dit miéng dan
(miit dinh ngira Ién trén) vao binh vo khuén, Phi lén bé
mit miéng dan mét loai vat liéu x6p vo khudn, vi dy tAm
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gac vO khudn, dé tranh cho cac miéng dén dinh vao nhau
va cho vao miéng dan mét lwong dung dich pha lodng
thich hgp 6 chira chat bt hoat nhu polysorbat 80 (TT) va/
holic lecithin (TT). Lac k¥ it nhat 30 min.

Cay ching va pha logng:

Them vao mau thir da duqc xirly nhu mo ta & phan Chuan
bi mdu thir ciia muc K iém tra su phit hop ctia phwong phap
dém khi ¢6 mdt mdu thir va thém vao ong chimg duong
(khéng c6 méu thir) mdt luong hdn dich vi sinh vit ¢g
chira khéng qua 100 CFU. Thé tich caa hdn dich vi sinh
vit khong duge vugt qua 1 % thé tich méu thir da duge
pha lodng.

Dé danh gia do phuc hdi cua vi sinh vat khi c6 mat miy
tha, tién hanh pha loang mau thir it nhat c6 thé. Néu khong
thé pha loang it nhat clo ban thdn mau thir co tic dung tre
ché vi sinh vt hodic mau thir kho tan trong nuéc, can ap
dung cac bién phap phu hop hon. Néu khong thé loai bo
dugc tac dung (rc ché vi smh vt cua mau thi, nén thém
hén dich vi sinh vat vao mau thir sau khi da trung hoa, pha
lodng hodc loc mau thur.

Trung hoa/!oai b téc dung ciia chat irc ché:

So sanh s6 lugng vi sinh vat hoi phuc sau khi pha loang
nhu md ta trong phan Cay chung va pha lodng va \
nhu quy dinh trong phan Héi phuc vi sinh vdt khi co
mdt mau the voi s lugng vi sinh vat héi phuc cua Ong
chirng duong.

Néu c6 sy irc ché vi sinh vt phat trién (s6 ligng vi sinh vat
giam qua 2 Ian) thi phai thay ddi quy trinh dém s6 lugng
vi sinh vat dé khang dinh tinh c6 gia tri cda thir nghiém.
Su thay ddi nay co thé la: (1) ting thé tich dung dich pha
lodng hodc mdi truong nudi cay, (2) ph01 hop chét trung
hoa dic hiéu hodc chét trung hoa pho bién trong dung d;ch
pha lodng, (3) 4p dung phuong phép mang loc, (4) phi
hop cac bign phéap néu trén.

Chat frung hoa:

Mot sé chat duge dung dé trung hoa tac dung cia chét {rc
ché vi sinh vét (Bang 13.6.2) duoc thém vao dung dich pha
lodng hodc moi trudng nudi cdy trude khi hap tiét khudn.
Truéce khi st dung, phal tién hanh mét mau tring c6 chit
trung hoa, khong c6 mau thir dé khang dinh hoat tinh cua
chét trung hoa va khing dinh chét trung hoa khong c6 dgc
tinh d6i véi vi sinh vat.

Néu khong tim dugc phuong phéap trung hoa phu hqp, co
the thay viéc khong phén lap duqc vi sinh vét da cay vio
mau thir cho thay ban chit mau thir c¢é tic dung uc ché.
Piéu nay cho thdy mau thir s& khéng c6 kha niing bi tap
nhi&m céc vi sinh vat da thir. Tuy nhién, rat c6 thé miu thi
chi trc ché mot sb vi sinh vét da thir ma khong trc ché vi
sinh vét ngoai danh myc céc vi sinh vt da thir. Khi d6, tién
hanh thir nghiém v6i d6 pha loang cao nhat twong thich
v6i sy phat trién vi sinh vat va phi hop véi gidi han nhiém
vi sinh vt cho phép ciia miu thr.
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Bang 13.6.2 - Mét s6 chit trung hoa thong dung

Chét/phuong phép
trung hoa

Natri hydrosulfit
(Natri bisulfit)

Chiit trc ché

Glutaraldehyd, dan chét thiy ngan

Dién chat phenol, alcohol, cac

aldehyd, sorbat Pha loang |

|
Céc aldehyd Glycin ;
Dén chét amoni bac 4, |
parahydroxybenzoat (cac Lecithin i
paraben), bis-biguanid ‘
Dan chat amoni bac 4, iod, cac |
prslbe Polysorbat }
Dan chét thiy ngén Thioglycolat ‘
Dan chét thiy ngan, cac halogen, . E
céc aldehyd Thiosulfat .

|
EDTA (edetat) Zion Mg** ‘hofic ion Ca®* |

Hoi phuc vi sinh vit kh: c6 mdt mau thu Déi vdi médi vi sinh
vit dugc liét ké trong Bang 13.6.1, tién hanh cac thi nghiém
riéng ré. Chi dém vi sinh vét duge cho vao mau thir,
* Phuong phap mang loc:
Str dung mang loc 6 kich thude 16 loc khéng qua 0,45 pm.
Ban chat mang loc dugce lua chon sao cho kha nang luu
giir vi sinh vat khong bi anh huéng bai cac thanh phin cua
mau thir. Pbi véi mbi loai vi sinh vat duge ghi trong Bang
13.6.1, sir dung mét mang loc riéng.
Chuyén mét lwong phit hop miu thar (thudng 1a luong
twong duong véi 1 g hodc 1 ml mau thir, hodc lugng miu
nhé hon néu du doén chira nhiéu vi sinh vat) da dugc xir
ly theo phin Chudn bi mdu thir, Cay chiing va pha lodng,
Trung hoa/loai bo tdac dung cua (:'hci't irc ché 1én mang loc,
loc ngay va rira mang loc véi thé tich thich hgp cta dung
dich pha loang. ' ,
Pé dém tong s6 vi sinh vat hiéu khi, chuyén mang loc lén
bé mat dia mdi truong thach casein dau tuong. Dé dém
téng s nam, chuyén mang loc Ién bé mit dia méi truong
thach Sabouraud-dextrose. U cac dia l'nOl trudmg theo diéu
kién ghi & Bang 13.6.1. Sau do6 dém sb luong khudn lac.
. Phuomg phap dia thach:
V&i moi loai moi truong, tién hanh trén it nhét 2 dia petri
va tinh két qua trung binh.
Phuong phép cdy tron: Sur dung dia petri duong kinh
9 cm, thém vao mdi dia 1 ml mau thir d3 dugc xir ly theo
phan Chudén bj mdu thi, Cay chung va pha loang Trung
hoa/loai bo tdc dung cua chdt trc ché va 15 ml ¢én 20 ml
méi truong thach casein ddu twong hodic mdi trudng thach
Sabouraud-dextrose, ca hai moi truomg c6 nhiét d§ khong
qua 45 °C. Néu sir dung dia petri c6 duong kinh lon h(m
thé tich méi truong phai ting 1én cho phu hgp. Dbi voi mdi
loai vi sinh vatduqc ghi trong Bang 13.6.1, str dung it nhét
2 dia petri. U cac dia méi truong theo diéu kién ghi & Bang
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13.6.1. Tinh trung binh s6 lrgng khuan lac dém dugc dbi
véi moi loai moi truong va tir d6 tinh ra s6 lugng vi sinh
vét trong dich cdy ban dau.

Phuong phép céy trai bé mat: Sir dung dia petri dudng
kinh 9 cm, thém vao méi dia 15 ml dén 20 ml méi truomg
thach casein déu tuong hodc moi tnr(’mg thach Sabouraud-
dextrose & nhiét 49 khodng 45 °C va dé mdi truong dong.
Néu sir dung dia petri c6 dudng kinh Iém hon, thé tich méi
trudmg phai ting Ién cho phi hop. Lam khé dia, vi du trong
budng thdi khi sach (laminar air flow) hodc tii 4m.

D6i voi mbi loai vi sinh vét duge ghi trong Bang 13.6.1,
sir dung it nhét 2 dia petri. Trai 1én bé mit dia méi truong
thé tich khong dudi 0,1 ml mau thir da dugc xir 1y theo
phan Chudn bj mau thi, Cay chung va pha loang, Trung
hoa/loai bo tdc dung cua chat irc che U va dém s6 lugng
khuén lac gibng muc Phuong phap cay trén.

* Phuong phip MPN (Most Probable Number):

Phuong phap MPN c¢é dd chinh xac va do dang kém hon
so Vi phuong phap mang loc hodc phuong phap dia thach.
Két qua dem tong s6 nam bing phuong phap MPN cang
cho sai s6 nhiéu hon. Chinh vi véy, phuong phap MPN
chi duge sir dung khi khong thé ap dung phuong phap nao
khac. Néu sir dung phuong phap MPN, cén tuan tha cac
budc sau.

Chuén bi it nhat 3 ndng do pha lodng 10 l4n ciia mau thir
da dugc xir Iy nhu phin Chudn bi mdu thir, Cdy chung va
pha Ioang, Trung hoa/loai bé tac dung cua cht e che
Dbi voi mbi do pha loang, chy 1 g hodc 1 ml vao 3 bng
nghiém cé chira 9 ml dén 10 ml méi truong long casein
dau tuong. Néu cin, c6 thé thém chét dién hoat {vi du:
polysorbat 80 (TT)} hodc cac chat bit hoat phu hgp khac
vao mdi truong. Nhur vay, co tit ca 9 éng nghiém cho 3
mirc ndng d6 pha lodng cua méu thir.

U tit ca cic ong nghiém trén & 30 °C dén 35 °C trong
khéng qué 3 ngay. Néu khong thé doc két qua chinh xac do
ban chat mau thir gdy kho khin cho viéc quan sét sur phat
trién cua vi sinh vat thi cdy chuyén sang méi truomg long
casein dau firong hodc mdi trudmg thach casein diu tuong,
i tiép & nhiét dd nhu trén trong 1 ngdy dén 2 ngay, sau d6
doc két qua. Xac dinh chi s6 MPN trong 1 g hodic 1 ml miu
thir theo Bang 13.6.3.

Két qud va ddnh gid

Khi danh gia sy phti hgp cua phuong phap mang loc hodc
phuong phép dia thach, gi4 tri trung binh ¢ém dugc cia
céc vi sinh vit thir phai khéng duge khac qua 2 14n so v6i
két qua cua 6ng chimg duong khéng chira mau thir thu
duogc theo phén Cdy chiing va pha lodng. Khi dénh gié su
phi hop cia phuong phap MPN, gia tri MPN phai nam
trong khoang tin cdy 95 % cua két qua thu dugc cia ong
chimg duwong. Néu cac yéu cdu trén khong dép img d46i véi
mdt hodic nhiéu loai vi sinh vat dem thir & tit ca phuong
phép thir thi lya chon phuong phap va diéu kién thir nao cé
dap tmg gin nhit yéu cau trén.
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Cich tién hanh

Lirgng maéu thir dung cho thir nghigm

Trir khi ¢6 chi dén riéng, lay 10 g hoic 10 ml mau thir dé
tién hanh thir nghiém trong diéu kién dam bao nhu da dé
cap & trén. D6i v6i thude khi dung chira dung dich hodc
chét rin, tién hanh thir trén 10 dom vi dong goi. Béi véi
thudc dén, tién hanh thir trén 10 miéng dén.

Lugng mau thir nghiém cé thé giam xuéng tuy theo lugng
durge chat chinh dugc dua vao ché phdm trong céc trudng
hop sau: Khéi lugng dugce cht chinh khong qua | mg
trong 1 don vi (1 vién nén, | nang, | ong hodc 1o thude
tiém,...) hodc khbi lrgng duoc chét chinh trong 1 g hodc
1 ml mAu thir (d6i voi dang ché phim da liéu) nhé hon
1 mg. Trong nhimg trudng hop nay, Iuo*ng mau thir nghiém
phai khong dugc nhé hon lugng mau ¢o trong 10 don vi
dong goi hodc 10 g hodc 10 ml méu thir.

Pbi v&i mau thir 1a nguyén liéu nhung co khéi luong rét
han ché hogc ¢& 16 qua nho (dudi 1000 ml hoac 1000 g),

luong mau thir nghiém bing 1 % c& 16, mot sb trudmg hop
lwgng mau thir ¢6 thé nho hon va phai ¢é quy dinh cu thé.

Péi véi mbu thr ma tong s6 don vj trong rpgt 16 dudi 200
(vi du mAu thir nghiém 1am sang), c6 thé tién hanh thir
nghiém trén 2 don vi, trudmg hop ¢& 16 nho hon 100 don
vi, €0 the tién hanh thir nghiém trén 1 don vi.

I_ay mAu nguyén liéu hodc mau thir mot cach ngau nhién.

pé thu duoc du lvong mau theo yéu cau, c6 thé phai tron
déu mu thir iy tir cac don vi dong géi khac nhau.

Tién hanh

Phuong phdp mang loc:

Sir dung dung cu loc dugc thiét ké phu hop, cho phép c6
thé chuyen mang loc vao moi truong nudi cay St dung
phuong phap phu hop theo muc Kiém tra chat lugng maoi
truong, sw phu. hop ciia phwong phdp dem mau chimg am
dé chun bi mu thir, va chuyén lugng mau thich hop Ién
2 mang loc va tién hanh loc ngay. Rira mang loc bing quy
trinh phu hgp

Pé dém tdng s6 vi sinh vat hiéu khi, chuyén mot mang loc
lén be mat moi truong thach casein dau trong. Dé dém
tong s6 nam, chuyén mot mang loc 1én bé mat méi truomg
thach Sabouraud-dextrose. )
U dia chira méi truong thach casein ddu twong & 30 °C den
35 °C trong 3 ngay dén 5 ngay va U dia chira mdi trudng
thach Sabouraud-dextrose & 20 °C dén 25 °C trong 5 ngay
dén 7 ngay. Tinh s6 CFU (Colony Forming Unit) trong 1 g
hodc | ml mau thir.

Khi thir nghiém véi thudc dén, lgc riéng ré 10 % thé tich
mau thir duge chuén bj theo phin Chudn bj mdu thir cia
myc Ktem tra sw phu hop cia phuong phdp dém khi c6é
mdt mau thir trén 2 mang loc vd khun. Chuyén mét mang
loc 1én bé méit moi trudmg thach casein déu twong dé dém
tong s6 vi sinh vat hiéu khi va chuyén mang loc con lai len

be mat mi truomg thach Sabouraud-dextrose dé dém tong
s6 ndm.
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Phuwong phadp dia thach:

a) Phuong phap céy tron:

Str dung phuong phap phi hgp theo muc Kiém tra chat
lwgng méi truong, su phu hop ciia phueong phdp dém, mau
chung am de chudn bj méu thir. Tlen hanh vai it nhét 2 dfa
petri cho mbi loai méi truomg & mdi néng do pha loing. U
dia chira méi truong thach casein dau tuong & 30 °C dén
35 °C trong 3 ngay dén 5 ngay va u dia chira méi trudmg
thach Sabouraud-dextrose & 20 °C den 25°Ctrong 5 ngay
dén 7 ngay. Chon céc dia cia mot nong d6 pha loing nhat
dinh ma tai nong d¢ pha lodng do, s6 khuan lac thu dugc
Ia cao nhat va nho hon 250 d6i véi dia dém tong ) visinh
vt hiéu khi va nho hon 50 dbi véi dia dem tong s6 nam.
Tir d6 tinh gia tri trung binh déi vai mm loai moi trudmg
va tinh s6 CFU trong 1 g hodc 1 ml mau thir.

Béng 13.6.3 - SO lugng vi sinh vat 16n nhét c6 thé c6
trong che pham

- sbé ong nghi¢m c6 sy phat

Sé Irgng vi
trlen Fua V_I sinh \_'at sinh vat I6n s
Sé g hosic ml mAu thircho  nhét c6thé DO fin cdy
mbi 6ng cotrongl g e
G,i 0:01" 0,001 hoiic 1 ml
0 0 0 <3 0- §,4
o o0 1 3 0,1-95
5 : 0 3 00-10
B | 1 | 1 &1 | 1a-n
— 3 0 62 12-17
B | 3 0 94  35-35
1 0 0 36 02-17
L 0 1 12 12-17
E 0 9 B 11 4-35
l | 0 74 13-20
] 1 ] 11 ] 4-35
| 2 0 11 4-35
1 ) 1 15 g- 38
I 3 0 16 5-38
5 0 0 92 1,5-35
2 0 1 14 4-35
) 0 2 20 5-38
2 1 0 15 4-38
2 | 1 20 5-38
) ! 2 27 9-94
2 2 0 21 5-40
’ £ I 28 9-94
2 2 2 35 9-94
2 5 0 29 9-94
2 3 1 36 9-94
3 0 0 23 5-94
3 0 1 38 9-104
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Sb nng nghi¢m c6 sy phat
trién cia vi sinh vit

S6 g hoiic ml miu thir cho

SO lwgng vi
sinh viit l6m

nhét c6 thé bj tin cfy

mdi ng ¢ trong 1 g 5%
0,1 0,01 0001  hodciml
3 0 2 64 16— 181
3 1 0 43 9-18l
3 1 1 75 17-199
3 I 2 120 30 - 360
3 1 3 160 30-380 |
3 2 0 93 18-360
3 2 I 150 30— 380
3 2 2 210 30— 400
3 2 3 290 90 - 990
3 3 0 240 40 - 990
3 3 460 — 1980
3 3 2 1100 200 — 4000
3 3 3 >1100

b) Phuong phap cdy trai bé miit:

Sir dung phwong phép phit hop theo muc Kiém tra chat
lwgng moi triong, su phi hop cua phiwong phdp dém,
madu chimg am dé chuan bi mau thir. Tién hanh v6i it nhat
2 dia petri cho moi loai moi trrdng & mdi nong do pha
loang. f)leu kién @ va cach tinh két qué giong phuong
phap cay tron.

Phuong phdp MPN:

Str dung phrong phap phu hop theo muc Kiém tra chdt
lwong moi truong, su phit hop cua phirong phdp dém, mau
chimg dm @& chuan bi mau thir. U tat ca céc ng nghiém
¢ 30 °C den 35 °C trong 3 ngay dén 5 ngay. Co the cay
chuyén néu can theo quy trinh phit hop. Tai mbi nong do
pha loang, ghi lai so lwrong dng nghiém c6 vi sinh vat phat
trién. Xac dinh sb lwong vi sinh vit trong 1 g hodc 1 ml
mau thir theo Bang 13.6.3.

Ddnh gza két qua

Téng sb vi sinh vét hiéu khi duoc coi la s6 khuén lac d¢ém
dugc trén moi truong thach casein dau tuong. Khuén lac
nam phat hién duogc tren moi truong nay cling duqc con la
mot phin cia tong s6 vi sinh vat hiéu khi. Téng sé nim
duoc coi 1a sé khuan lac dém duge trén mdi truong thach
Sabouraud-dextrose. Khi tdng s6 ndm vugt qua gi6i han
chép nhan ciia mu thir do vi khuan moc trén méi truong
nay, co thé sir dung méi trudong thach Sabouraud-dextrose
¢ bd sung khang sinh (vi du cloramphenicol). S6 lugng
vi sinh vat dém dugc bang phuong phap MPN dugc coi la
tdng sb vi sinh vat hiéu khi. Néu khéng thdy c6 khuén lac
moc trén dia c6 dg pha lodng 1/10 thi két luan ché phim c6
it hon 10 CFU trong 1 g hodc 1 ml

Duya vao gidi han nhiém vi sinh vét cho phép, c6 thé danh
gia nhu sau:

PHY LUC 13

10! CFU: S6 lugng toi da dugce chzf:p nhén = 20;

102 CFU: S6 lugng téi da dugc chap nhan = 200;

103 CFU: Sb lugng t6i da durge chap nhan = 2000 va cir
tiép tuc nhur vay.

Cac dung dich va méi truomg nudi cay dugc liét ké trong
muc 3. Dung dich pha lodng va méi truong.

2. XAC DINH VI SINH VAT GAY BENH

Giéi thi¢u

Phép thir sau ddy cho phép xac dinh sy khong hién dién
hodc hién dién vai %) lwgng han ché ctia mot s6 vi sinh vét
gdy bénh trong miu thir dudi nhimg diéu kién dd quy dinh.
Phép thir nhdm dénh gia ché phim thir c6 dap (mg tiéu
chuan chit lugng dd cong bd vé chi tidu vi sinh vat hay
khong. Khi sir dung phép thir cho muc dich nay, cn tuin

thi theo chi dn phia duréi vé s6 lrgng mau dem thir, danh

gid két qua.

Co thé s dung quy trinh xdc dinh vi sinh vt khac, bao

gdm ca cac phuong phap tu dong, khi chirng minh duogc

tinh tuong duong cua chiing véi phuong phép ghi trong

dugc dién.

Quy dinh chung

Chuan bi mau thir theo m6 ta & phan Chudn bi mau thir.
Néu mau thir c6 chira chit trc ché vi sinh vat, cin loai bo
hogc trung hoa chét irc ché nhir mé ta trong phan Trung
hoallogi bé tdc dung ciia chat i ché.

Khi sir dung chét dién hoat trong qué trinh chuin bj miu
thir, phai dam bao chét dién hoat d6 khéng chira doc t6 véi
vi sinh vat va chét dién hoat phai tuong thich vi chit bat
hoat khac cung dugc sir dung nhu md ta trong phan Trung
hoa/logi bo tdc dung ciia chat trc ché.

Kiém tra chit lwrgng méi trirdmg, sw phut hop cia
phuong phip, miu chimg 4m

Phai chimg minh phuong phép thir ¢6 kha ning phat hién
vi sinh vat khi cé mat mau thur.

Phai chimg minh sy phiit hgp cia phwong phép khi ¢6 su
thay ddi trong qua trinh tién hanh thi nghiém hodc c6 su thay
d6i vé ché phdm lam énh huéng dén két qua cua phép thr.

Chudin bj chiing vi sinh vit

C6 thé sir dung hén dich chung vi sinh vt 6n dinh da dugc
tiéu chudn hoa hodc chuan bj nhur trinh bay dudi day. Ky
thudt luu gilt chung goc phai dam bao vi sinh vét dugc cay
truyén khong qué 5 lin tir gidng gdc ban dau.

Chiing vi sinh vt hiéu khi:

Céy chﬁng vi sinh vat thir nghi¢m riéng ré trén moi truéng
long casein ddu tuong hodc mdi trudng thach casein déu
twong va 0 & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h. Cay
chung Candida albicans riéng ré trén méi trudng thach
Sabouraud-dextrose hodc méi truong long Sabouraud-
dextrose va u & 20 °C dén 25 °C trong 2 ngay dén 3 ngay.
Staphylococcus aureus ATCC 6538, NCIMB 9518, CIP
4.83 hodc NBRC 13276.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP
82.118 hodac NBRC 13275.
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Escherichia coli ATCC 8739, NCIMB 8545, CIP 53.126,
hojic NBRC 3972,

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028 holic ¢6 thé thay thé bing Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Abony NBRC 100797,
NCTC 6017, hojc CIP 80.39.

Candida albicans ATCC 10231, NCPF 3179, [P 48.72
hojic NBRC 1594,

Sur dung dung dich d¢m natri clorid-pepton pH 7,0 hofic
dung djch d¢m phosphat pH 7,2 d¢é pha hdn djch ching vi
sinh vit. Hdn djch duge sir dupg trong vong 2 h, néu bao
quin & 2 °C dén 8 °C thi c6 thé sir dung trong vong 24 h.

Clostridia:

Sir dung chung Clostridium sporogenes ATCC 11437
(NBRC 14293, NCIMB 12343, CIP 100651) hojic ATCC
19404 (NCTC 532 hojc CIP 79.03). Chy ching Clostridium
sporogenes trén moi truomg ting sinh cho Clostridia va 1
trong diéu kién ky khi & 39 °C dén 35 °C trong 24 h dén
48 h. Ngoai ra, thay vi chuén bj chung C. sporogenes dang

DUCC PIEN VIET NAM VI

sinh dudng nhur & trén, c6 thé sir dung hdn dich bao tir én
dinh. Hdn djch bao tir duge bio quan & 2 °C dén 8 °C trong
khodng thoi gian dd dugc thim dinh.

Mdéu chirng ém

Dé dinh gid didu kin thir nghi¢m, tién hanh miu chimg
m bang cdch sir dung dung djch pha loling thay cho miu
thir. Mlu chirng dm phai khong dugce c6 sy phat trién ciia
vi sinh vit. Mlu chitng 4m ciing 6 thé duge tién hanh
cung lic véi miu thir nhu mé ta trong muc Cdch tién hanh.
Chn phdi xem xét h¢ théng k¢ ludmg khi mdu chimg 4m
khdng dat.

Kiém tra chit liegng méi truweong

Tién hanh kiém tra chét lugng dbi voi mdi 16 méi trudng
pha ché siin hofic mdi 16 mdi trudmg duge pha ché tir méi
truomg kho hay tir cac thanh phin riéng 1¢.

Kiém tra chiit lugng méi truomg theo chi din trong Béng

13.6.4.

Bang 13.6.4 - Kiém tra chét lugng moi trudmg

Mai trudmg

Méi tnromg long ting sinh

Vi khudn Gram Enterobacteria-Mossel

Tinh chét

Kich thich sy phét trién

Ching thir nghi¢m

E. coli
P, acruginosa

dm dung nap Ut ché sy phat trién S. aureus
mdt Maéi trudng thach mudi mit  Kich thich sy phat trién va E. coli
tim do ; dic higu P, aeruginosa
Kich thich sy phat trién E. coli

Maéi trudng long MacConkey
Escherichia coli
Méi truong thach MacConkey

Mai trudmg long ting sinh
Salmonella Rappaport

~ Kich thich sy phat trién va
dic hiéu
Uc ché sy phat trién

Vassiliadis
Salmonella
Maéi truéng thach xylose,
lysin, deoxycholat
Pseudomonas — ya; \r11omg thach Cetrimid |
aeruginosa
Staphylococcus Méi trudmg thach mudi
aureus Mannitol
Mai trurdmg ting sinh cho
Clostridia Clostridia
Mai truong thach Columbia
MGi trudmg long Sabouraud-
Candida dexltrose =
albicans M@éi trudmg thach Sabouraud-
dextrose
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U ché sy phat trién

Kich thich sy phat trién va |
dac higu

Kich thich sy phat frién

U'c ché sy phat trién

Kich thich sy phat trién va
déic hiéu

Kich thich sy phét trién
U'e ché sy phat trién

Kich thich sy phat trién
Kich thich sy phat trién
Kich thich sy phét trién

Kich thich sy phat trién va
dic hiéu

S. aureus
E. coli

Saimonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium hoiic Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Abony

S. aureus

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium hofic Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Abony

P aeruginosa ,
E. coli
S. aureus
L. coli
| -t
C. sporogenes

C. sporogenes

C. albicans

C. albicans
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Thic nghiém kiém tra kha nang kich thich sw phat trién vi
sinh vdt cia méi treomg long:

Cay vao méi trudng 16ng mét lwgng nho vi sinh vt phu
hop (khong qua 100 CFU). U & nhiét d6 xéc dinh trong
thoi gian khong lau hon khoang thai gian ngin nhit ma
phép thir quy dinh. Vi sinh vt phat trién tét, 1 rang trén
16 moi trudmg mai khi so sanh véi syr phét trién cia vi sinh
vat trén 16 méi truomg da dat yéu cau chét lugng.

Thir nghiém kiém tra kha nang kich thich sw phat trién vi
sinh vt cia méi triwcomg déc:

Dung ki thujt cdy trai bé mit, cdy vao mdi dia méi truomg
dac mat lugng nhé vi sinh vat pha hop (khéng qua 100
CFU). U ¢ nhiét dg x4c dinh trong thoi gian khong 1du hon
khoang thi gian ngan nhat ma phép thir quy dinh. So sanh
sy phat trién cua vi sinh vat trén 16 mdi trudng méi vai sy
phét trién cua vi sinh vt trén 16 mdi trudng da dat yéu cau
chat lugng.

Thit nghiém kiém tra kha néng tic ché sir phat trién vi sinh
vdt ctia méi trueong long va dac:

Céy vao méi trudng loai vi sinh vét phi hop véi luong it
nhét 12 100 CFU. U ¢ nhiét do xéc djnh trong thoi gian
khong it hon khoang thoi gian dai nhdt ma phép thir quy
dinh. Vi sinh vét phai khong phat trién trén méi truong.
Thir nghiém kiém tra tinh dac hiéu cia méi truonmg:

Dung ki thuat cy trai bé mit, ciy vao mdi dia moi trudmg
mot lugng nhé vi sinh vat phi hgp (khéng qua 100 CFU).
U & nhiét d6 xéc dinh trong thi gian ma phép thir quy
dinh. So sanh hinh thai khuan lac va phan img dic hiéu cua
vi sinh vat trén 16 méi trudng méi voi hinh thai khuén lac
va phan ing déc hiéu cua vi sinh vit trén 16 méi trudng da
dat yéu cau chét lugng.
Sw phit hgp ciia phwong phdp thir

Déi v6i mdi mau thi, tién hanh chuén bi miu thir nhu
mé ta trong muc Cdch tién hanh. Céy chung vi sinh vt
chimg vao méi truong nudi ciy tai thai diém tron mau thir
vao méi trromg. Cay cac chung vi sinh vt mot cach riéng
ré. Sb lrong vi sinh vét digc cdy vao mau thir véi lugng
khong qua 100 CFU. ,
Tién hanh thir nghiém nhur mé ta trong muc Cdch tién
hanh va  trong thoi gian ngén nhat ma phép thir quy dinh.
Vi sinh vat gay bénh dugce phat hién b?ng cac phan ing
dic hi¢u duge mo ta trong muc Cdch tién hanh.
Néu ban chét mau thir ¢6 tinh tc ché vi sinh vit, can thay
ddi quy trinh thir cho phu hgp (xem phan Trung héa/logi
bo tac dung cua chat irc ché).

Vi mau thir ¢6 tinh trc ché vi sinh vat nhung phurong phép
da thir khong thé trung hoa hoat tinh {rc ché nay duge thi
mau thir dugc coi 1a khong bi nhiém cac vi sinh vit da
dugc thir nghiém.

Céch tién hanh

Vi khudn Gram dm dung nap mdt

Chudn bi mdu thir va tién i

L4y khéng dudi 1 g hodc 1 ml mau thir, pha lodng 10 lan

PHU LUC 13

nhw mé ta trong phan Chudn bj mau thir myc Kiém tra su
phit hop cia phwong phdp dém khi ¢6 mét mau thir chi
khac 1a ding moi truong long casein dau trong thay cho
dung dich pha lodng, tron déu va u & 20 °C dén 25 °C trong
mt thdi gian thich hop dé phuc hoi lai vi khuén ma khong
lam ting s6 lugng vi khudn (thuomg tir 2 h dén khéng quéa
5 h).

Phat hién vi khudn:

Trir khi c6 chi dan riéng, chuyén mot thé tich tuong duong
v6i 1 g hogic | ml méu thir dwgc chuén bi & phin Chuan bi
mau thir va tién 1 vao 100 ml méi truomg 16ng ting sinh
Enterobacteria-Mossel. U & 30 °C dén 35 °C trong 24 h
dén 48 h. Cdy chuyén 1én méi truong thach mudi mat tim

do. U & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h.

Mau thir khéng ¢6 vi khudn Gram 4m dung nap mét néu

khong thdy khuén lac moc trén méi truomg.

Danh gid s6 heong:

Phin 13p va cdy chuyén: Ciy lwong miu thir da duoc

chuan bi theo phan Chudn bi méu thir va tién i tuong g

chira 0,1 g; 0,01 g va 0,001 g hodc 0,1 ml; 0,01 ml va

0,001 ml vao thé tich thich hgp méi truomg 16ng ting sinh

Enterobacteria-Mossel. U ¢ 30 °C dén 35 °C trong 24 h

dén 48 h. Cdy chuyén tir mdi éng moi trudng trén sang moi

truong thach mudi mét tim d6. U & 30 °C dén 35 °C trong

18 h dén 24 h.

DPanh gia két qua: Khuén lac moc trén méi trudéng chimg

t6 két qua duong tinh. Ghi luong nhé nhét cia ché phim

ma & d6 cho két qua dwong tinh va luong 16m nhét cia ché

pham ma & d6 cho két qua am tinh. Xac dinh sé luong vi

khuan theo Bang 13.6.5.

Bang 13.6.5 - Danh gia két qua

- Két qué dbi v6i mbi lwgng ché phdm  S6 vi khuan c6 |
) thé c6 trong 1
gam hodic 1 ml |
ché pham

+ > 10° [
- <10° va> 10?

- <10*°va>10

- <10

0,1 g hoac
0,1 ml

0,01 g hoac
0,01 ml

0,001 g hoic
0,001 ml

Escherichia coli

Phat hién vi khuan:
Chuén bj mau thir va tién 0: ‘
LAy khong dudi 1 g hodc 1 ml, pha loang 10 lan nhu mé
ti trong phan Chudn bi mau thir muc Kiém tra su phu hop
cuta phwong phap dém khi c6 mat mau thir. Cay 10 ml hodc
mét luong twong tmg véi | g hodic 1 ml mau thir vao mét
thé tich phil hgp moi trudmg léng casein ddu twong, tron
déu va i & 30 °C den 35 °C trong 18 hden 24 h.

Phén ldp va céy chuyén: . .
Lic binh méi trudng long casein déu tuong, cay chuyén
1 ml méi trudmg long casein ddu tuong sang 100 ml méi
truong 1ong MacConkey va 1 & 42 °C dén 44 °C trong
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24 h dén 48 h. Tiép tuc céy chuyén sang dia méi truomg
thach MacConkey va t & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén
72 h.

Pénh gia két qua:

Khuin lac moc trén moi tredng cho thay mAu thir co thé
co E. coli. Tlep tuc xdc djnh bﬁng nhiéu phan img sinh hoa
ho#c phuong phap dinh danh khéc.

Mau thir khong c6 E. coli néu khéng c6 khudn lac moc trén
mdi trudng hodc cac phan img sinh héa, phuong phéap dinh
danh dé xac dinh E. coli c6 két qua am tinh.

Danh gid s6 leong:

Chuén bi mau thir va tién u:

Liy khong dudi | g hodc 1 ml, pha loang 10 lan nhu mé
ta trong phan Chudn bi mau thir muc Kiém tra sw phit hop
ctia phwcong phdp dém khi ¢6 mdt mau thir. Ciy lwong mau
thir twong tmg chira 0,1 g; 0,01 g va 0,001 g hodc 0,1 ml;
0,01 ml va 0,001 ml vao thé tich thich hop méi truong long
casein dau tuong, lic déu va i & 30 °C dén 35 °C trong 18 h
dén 24 h.

Phéan lap va cay chuyén:

Lic binh méi trudng Idng casein ddu tuong, cdy chuyén
I ml moi truomg 1ong casein ddu twong sang 100 ml moi
truong 1ong MacConkey va i & 42 °C dén 44 °C trong 24 h
dén 48 h. Tiép tuc cdy chuyén sang dia méi truong thach
MacConkey va i & 30 °C dén 35 °C trong 18 h &n 72 h.
Danh gia két qua:

Khuin lac moc trén méi trrdng cho thiy miu thir cé thé
c6 E. coli. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu phan (mg sinh héa
hoiic phuong phédp dinh danh khac.

Ghi luong nho nhit cia ché phim ma & d6 cho két qua
duong tinh va lugng lén nhat cia ché pham ma & do cho
két qua 4m tinh. Xac dinh s6 lrong vi khuin theo Bang

13.6.5:

Salmonella

Chuén bi mAu thir va tién i:

LAy luong mAu thir da xir Iy nhu mé ta trong phan Chudn
bi méu thir muc Kiém tra sw phit hop ciia phicong phdp
dém khi ¢ mdt mau thir twong (mg véi 10 g hodc 10 ml
méu thir va cdy vao mt thé tich phi hgp méi truomg long
casein du trong, tron déu va u & 30 °C dén 35 °C trong
18 h dén 24 h.

Phan lap va cay chuyén:

Cay chuyén 0,1 ml méi truong long casein dfu twong
sang 10 ml moi truomg tang sinh Sa/monella Rappaport
Vassiliadis va 1 & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h.
Tiép tuc cdy chuyén sang dia méi truomg thach xylose,
lysin, deoxycholat va 1 & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén
48 h.

Danh gia két qua:

Khuén lac mau do, cé hodc khéng cd trung tim mau
den moc trén méi truémg cho thiy mau thir cé thé co
Salmonella. Tiép tuc xac dinh bing nhiéu phan img sinh
hoa hodc phuong phap dinh danh khéc.
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Mau thir khong c6 Salmonella néu khéng cé khuén lac
¢6 dic diém moé ta ¢ trén moc trén moi lmémg hoiic céc
phan (mg sinh héa, phuong phap dinh danh dé xic dinh
Salmonella c6 két qua am tinh.

Pseudomonas aeruginosa

Chuén bj mau thir va tién u:

Lay khong duéi 1 g hogc | ml rnau thir, pha lodng 10 lin
nhu mo ta trong phan Chudn bj méu thir muc K:em tra su
phit hop ciia phwong phdp dém khi c6 mét méu thi. Cay
10 ml hoic | iucmg tuong tmg vai | g hodc 1 ml miu
thir vao mot thé tich phu hop méi trrémg long casein dau
tuong, trén déu. Poi vcn thude dan, loc mot Iu'qmg miu thir
twong duong vdi 1 mleng dén nhu mé ta trong phan Chudn
bi mau thir cua muc Kiém tra su phii hop cua phmmg phap
dém khi cé mét mau thir qua mang loc vé khuan va ciy vao
100 ml méi trudmg long casein dau twong. U & 30 °C dén
35 °C trong 18 h dén 24 h.

Phén lap va cdy chuyén:

Cay chuyen sang dia mdi truong thach cetrimid va u ¢
30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 72 h.

Danh gia két qua:

Khuén lac moc trén méi tromg cho thiy mau thir c6 thé cé
P. aeruginosa. Tiép tuc xac dinh bing nhiéu phan img sinh
héa hodc phuong phap dinh danh khéc.

Mau thir khéng c6 P. aeruginosa néu khong c6 khuan lac
moc trén mbi trrong hodc cac phan img sinh hoa, phuong
phap dinh danh dé xac dinh P aeruginosa c6 két qua im
tinh.

Staphylococcus aureus

Chuan bi méu thir va tién G:

Lay khong dudi 1 g hogc 1 ml mau thir, pha loang 10 lin
nhu md ta trong phan Chudn bi mdu thir muc K:em tra su
phit hop ciia phirong phap dém khi cé6 mdt mau thit. Cay
10 ml hoidc | lugng twong tmg véi 1 g hodc 1 ml mau
thir vao mét thé tich phii hop méi trudmg 16ng casein dau
twong, tron déu. Déi véi thuoc dén, loc mot lugng mau
thir tuong duo-ng voi | mleng dan nhu mo ta trong phan
Chudin bi mdu thir myc Kaem tra sw phit hop ctia phieong
phap dém khi c6 mdat mau thir qua mang loc vo khuan va
cdy vao 100 ml méi truong long casein ddu tuong, Uo
30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h.

Phén lap va cdy chuyén: )

Céy chuyén sang dia mdi truomg thach mu6i manitol va i
& 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 72 h.

Panh gia két qua:

Khuén lac mau vang hodc tring c6 vong mau vang bao
quanh mgc trén méi trudmg cho thdy mau thir ¢6 theé ¢6 S.
aureus. Tiép tuc xac djnh béng nhiéu phan tmg sinh héa
hodc phuong phap dinh danh khéc. _

Mau thir khong c6 S. aureus néu khong c6 khuén lac c6 dic
diém mo ta & trén moc trén méi trudng hojc cdc phan img
sinh héa, phuong phap dinh danh dé xac dinh S. aureus c6
két qua 4m tinh.
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Clostridia

Chuén bj méiu thir va sé¢ nhiét:

Chudin bj t6i thiéu 20 m! mAu thir duge pha loang 10 in
nhu mé ta trong phan Chudn bj mdu thir muc Kiém tra sw
phit hop clia phicong phdp dém khi cé mdt mau thir tuong
umg v6i khéng dudi 2 g hogc 2 ml miu thir. Chia mAu thir
thinh 2 phan, m6i phén it nhit 10 m1. Mot phén dun néng
to1 80 °C trong 10 min réi 1am lanh ngay. Phdn con lai
khong dugc dun néng. '
Phan 13p va cdy chuyén:

Cay 10 ml hogic lugng twrong dwong véi 1 g hogc 1 ml mu
thir cia ca 2 phan trén vao thé tich phi hop méi trudmg
tang sinh cho Clostridia. U ca hai m3u & diéu kién ky khi
6 30 °C dén 35 °C trong 48 h. Sau khi i, tir mi binh cAy
chuyeén sang méi truémg thach Columbia va tiép tuc 0 &
diéu kién ky khi & 30 °C dén 35 °C trong 48 h dén 72 h.
Diénh gid két qua:

Sy phat trién cia tryc khudn trong diéu kién ky khi (c6
hogc khong c6 bao tir) trén méi trudng, phan img catalase
am tinh cho thdy mau thir c6 thé c6 Clostridia. Tiép tuc
xdc dinh bang nhiéu phan img sinh héa hoic phuong phép
dinh danh khac.

Mau thir khéng c6 Clostridia néu khéng c6 khudn lac
c6 dic di€ém mo6 ta ¢ trén moc trén méi truong hodc cac
phan img sinh héa, phuong phép dinh danh dé x4c dinh
Clostridia c6 két qua am tinh.

Candida albicans

Chuan bi mu thir va tidn

Chudn bi mu thir nhu mé ta trong phan Chudn bj mdu
thir muc Kiém tra su phit hop cia phuong phdp dém khi
c6 mdt mdu thir, céy 10 ml hodc mét lugng twong Ung voi
1 g hodc 1 ml vao 100 ml mbi trrong léng Sabouraud-
dextrose, tron déu va u & 30 °C dén 35 °C trong 3 ngay
dén 5 ngay.

Phan lap va cdy chuyén:

Céy chuyén sang méi trudng thach Sabouraud-dextrose va
i & 30 °C dén 35 °C trong 24 h dén 48 h.

Panh gia két qua: ,
Khuén lac mau tring moc trén méi trudng cho .théy mefiu
thir c6 thé c6 C. albicans. Tiép tyc xac dinh bing nhiéu
phan (g sinh héa hodc phuong phép dinh danh khac.
Miu thir khéng c6 C. albicans néu khong ¢ khuan lac
c6 dic diém mo ta & trén moc trén moi trudmg hofc céc
phén (ng sinh héa, phuong phap dinh danh dé xac dinh
C. albicans c6 két qua am tinh.

3. DUNG DICH PHA LOANG VA MOI TRUONG

Céc dung dich va mdi truéng nudi cdy dugc chuan bj theo
cach dudi day. C6 thé sir dung mdi trudmg khéc khi chimg
minh dugc sy phu hgp cia ching.

Dung djch dém gbc

Cén 34 g kali dihydrophosphat (TT) va cho vao binh dinh
mirc 1000 ml, thém 500 ml nwéc, diéu chinh pH 7,2 + 0,2
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bing natri hydroxyd (TT). Thém nudc t6i vach, tron deu.
Phan chia vao cac binh, tiét khuan, bao quan ¢ 2 °C dén
8 °C.

Dung djch dém phosphat pH 7,2

Pha lodng dung dich dém gdc véi nudc theo ty 1€ 1 : 800
(tt/tt) va tiét khudn.

Dung dich dém natri clorid-pepton pH 7,0

Kali dihydrophosphat 36¢g
Dinatri hydrophosphat dihydrat 7,2 g tuong g voi

0,067 M phosphat
Natri clorid 43¢
Pepton (tir thit hodc casein) 10g
Nude tinh khiét 1000 ml

Tiét khudn trong ndi hip theo quy trinh da dugc thdm dinh.

Moi truong long casein dgu twong

Casein thuy phan bdi pancreatin 17,0 g
Bot dau twong thiy phén bai papain 30g
Natri clorid 50g
Dikali hydrophosphat 25¢g
Glucose monohydrat 25¢g
Nuéce tinh khiét 1000 ml

Piéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khudn, méi truémg
copH 7,3+ 0,2 625 °C. Tiét khuan trong noi hap theo quy
trinh d4 dugce thim dinh.

MGoi trieong thach casein diu twong

Casein thuy phan bdi pancreatin 150g
B4t dau tuong thily phan bdi papain 50g
Natri clorid 50¢g
Thach 150g
Nuéc tinh khiét 1000 ml

Piéu chinh pH sao cho sau khi ha‘gp tiét khu?ln, moi trudng
c6 pH 7,3 £0,2 ¢ 25 °C. Tiét khuén trong ndi hap theo quy
trinh da dugc tham dinh.

MGoi truomg thach Sabouraud-dextrose

Dextrose 40,0 g
Casein thuy phan bdi pancreatin 50g
Pepton tir mé dong vat 50g
Thach 150¢g
Nude tinh khiét 1000 ml

Piéu chinh pH sao cho sau khi h.'?l:p tiét khu‘a?'m, mdi trudng
c6 pH 5,6 +0,2 625 °C. Tiét khuan trong noi hap theo quy
trinh da dugc tham dinh.

Mi trwong thach khoai tdy dextrose

Dich chiét tir khoai tay 200,0 g
Dextrose 20,0 g
Thach 150¢g
Nude tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hép tigt khu?m, mdi truong
6 pH 5,6 + 0,2 ¢ 25 °C. Ti¢t khuén trong noi hap theo quy
trinh dd dugc tham dinh.
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Méi tricomg long Sabouraud-dextrose

Dextrose 200 ¢
Casein thuy phén badi pancreatin 50¢g
Pepton tir mo dong vt 508
Nude tinh khict 1000 ml

Piéu chinh pH sao cho sau khi hf}p tiét khuén, méi truromg
cd pH 5,6 £ 0,2 & 25 °C. Ti¢t khuan trong noi hap theo quy
trinh d3 dugc tham dinh.

Méi trieomg long tang sinh Enterobacteria-Mossel

Gelatin thiy phan boi pancreatin 10,0 g
Glucose monohydrat 50g
Mit bo kho 200 g
Kali dihydrophosphat 20¢g
Dinatri hydrophosphat dihydrat 8.0¢g
Xanh brilliant 15 mg
Nude tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau k}}i tiét khuan, moi trudmg co
pH 7,2 +0,2 ¢ 25 °C. Tiét khuan bang nhiét 6 100 °C trong
30 min va lam lanh ngay.

Moéi triwomg thach muoi mit tim do

Cao nim men 30¢g
Gelatin thuy phén bai pancreatin 70g
Mubi mat 1.5¢
Natri clorid 50g
Glucose monohydrat 10,0 g
Thach 150¢g
Do trung tinh 30 mg
Tim tinh thé 2 mg
Nudc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi tiét khuan, méi truomg co
pH 7,4+ 0,2 ¢ 25 °C. Tiét khuan bang cach dun s6i, khong
dwoc hap trong néi hap.

MGéi triweong long MacConkey

Gelatin thuy phan boi pancreatin 200¢g
Lactose monohydrat 100g
Mat bo kho 50g
Tia bromocresol 10 mg
Nudc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi truong
c6pH 7,3 +£0.2 ¢ 25 °C. Tiét khuan trong noi hap theo quy
trinh da dugc thim dinh.

Moi truwong thach MacConkey

Gelatin thuy phan boi pancreatin 17,0 g
Pepton (thijt va casein) 30g
Lactose monohydrat 10,0 g
Natri clorid 50g
Mudi mét 1,5¢g
Thach 135g
Do trung lir!h 30,0 mg
Tim tinh thé 1,0 mg
Nudc tinh khiét 1000 ml
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D‘iéu chinh pH sao cho sau khi hip tiét khuin, moi trurdng
6 pH 7.1 + 0,2 ¢ 25 °C. Pun s6i 1 min, sau d6 hip tiét
khudan trong n6i hap theo quy trinh da dugc tham dinh.

Moi truong long ting sinh Salmonella Rappaport
Vassiliadis

Pepton diu tuong 45¢
Magnesi clorid hexahydrat 290¢
Natri clorid 8.0¢g
Dikali phosphat 04¢g
Kali dihydrophosphat 0,6 g
Xanh malachit 0,036 g
Nudre tinh khiet 1000 ml

Hoa tan, dun néng nhe. -Hép tiét khuin trong noi hép
theo quy trinh da dugc tham dinh véi nhiét d¢ khong qua
115 °C. Diéu chinh pH sao cho sau khi hip tiét khuin, moj
trudng cé pH 5,2 £ 0,2 ¢ 25 °C.

Moéi trieang thach xylose, lysin, desoxycholat

Xylose 35¢g
L-Lysin 50g
Lactose monohydrat 75¢g
Sucrose 15¢
Natri clorid 50¢
Cao ndm men 30¢g
Do phenol 80 mg
Thach 135¢
Natri desoxycholat 25¢
Natri thiosulfat 6,8¢
Sat amoni citrat 08¢
Nuéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi tiét khuan, mdi truémg ¢6
pH 7.4 + 0,2 ¢ 25 °C. DPun s6i, dé nguéi dén 50 °C thi rét
moi trudng vao dia Petri. Khong durgc hap tiét khuan trong
ndi hap.

Moi truimg thach cetrimid

Gelatin thuy phén bai pancreatin 200¢g
Magnesi clorid l4g
Dikali sulfat 10,0g
Cetrimid 03¢
Thach 136 g
Nudc tinh khiét 1000 ml
Glycerol 10 ml

Dun s6i trong 1 min, khudy déu. Diéu chinh pH sao cho
sau khi hp tiét khudn, méi trudmg c6 pH 7,2+ 0,2 625 °C.
Tiét khuan trong ndi hap theo quy trinh da dugc tham dinh.

Méi truémg thach mudi manitol

Casein thuy phéan bai pancreatin 50g
Pepton tir mb dong vt 50g
Cao thjt bo 1,0g
D-Manitol 10,0 g
Natri clorid 7508
Thach 150g
Do phenol 0,025 g
Nurde tinh khiét 1000 ml
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Dun s6i trong 1 min, liic déu. Pidu chinh pH sao cho sau
khi hép tigt khudn, méi ln.rdmg c6 pH 7,4 + 0,2 & 25 °C.
Hap tiét khudn trong ndi hép theo quy trinh da dugc thim

dinh.

Méi truong ting sinh cho Clostridia

Cao thjt bo 10,0 g
Pepton 10,0 g
Cao nam men 30g
Tinh bot dé tan 10g
Glucose monohydrat 50g
Cystein hydroclorid 05¢g
Natri clorid 50g
Natri acetat 30g
Thach , 0,5g
Nuée tinh khiét 1000 ml

Lam am thach, hoa tan cic thanh phén bing cich dun nong
11 sai, khuay déu lién tuc. Piéu chinh pH sao cho sau khi
hap tiét khudn, moi trudng c6 pH 6,8 £ 0,2 ¢ 25 °C. Hap
tiét khudn trong ndi hip theo quy trinh da dugc thim dinh.

Méi truwong thach Columbia

Casein thuy phén boi pancreatin 10,0 g
Pepton fir thit 50g
Tim thiy phéan bai pancreatin 30g
Cao ndm men 50¢g
Tinh bt ngo 1,0g
Natri clorid 50¢g
Thach 10,0 g dén 15,0 g
Nude tinh khiét 1000 ml

Lam am thach, hoa tan bﬁng cach dun ndng tdi soi, khuay
déu lién tuc. Piéu chinh pH sao cho sau khi hip tigt khuén,
moi trudng cé pH 7,3 £ 0,2 & 25 °C. Hap tiét khuan trong
ndi hap theo quy trinh da dwgc thdm dinh. Dé nguéi (i
45 °C dén 50 °C, néu can, thém 20 mg gentamycin base va
1ot vao dia Petri.

4. YEU CAU GIOI HAN NHIEM VI SINH VAT

Néu khéng c6 chi din trong chuyén luan riéng thi gi¢i
han nhiém vi sinh vit cho céc loai thudc khong tiét khuén
trong qua trinh san xuat dugc ghi trong Bang 13.6.6.

PL-405



https://nhathuocngocanh.com/

PHU LUC 13

DUQC PIEN VIET NAM V|

Bdng 13.6.6 - Yéu cau gi¢i han nhiém vi sinh vat

Téng sﬂévl sinh
Logi ché phim VAt hicu kh
' P (CFU/g hoiic
CFU/ml)
Thude ding diéu trj bong va céc vét
| loét sau
Nguyén liéu héa dugc 10°

Thanh phim héa duge ding dé udng

(dang khé: vién nén, nang... hoc dang 10°
dung dich dau)

Thanh pham héa duge ding dé ubng
' (dang nudec: siro, dung dich...)

Thubc diing theo dudng tre trang 10}
Thubc ding theo dudng niém mac

10?

. miéng, loi, ring, da, mii, tai o2
Thubc ding theo dudng dm dao ' 102
Thube dan (dp dung cho | miéng dan) ioz
| Thuéc hit (bao gom ca dang khi dung) 102
| Thubc udng c6 ngudn gde tyr nhién 109 * |

| (dong, thuc vit, khoang chat),
Cao dugc li¢u dung dé san xuit thudc
udng

Thubc thang, thuéc bot,... dé ngam

rugu hoc xir Iy bang nudc néng

(khdng s61) trude khi ding. 10° \
Cao dugc liéu ding dé san xuat thude Sé lurgng t6i da
uéng ma qua trinh chiét (Vi du ngdm dugc ch.’ip nhén:

hodc ngdm nho giot trong nudc...) 5% 10°
khéng lam giam s6 lirgng vi sinh vit
| dat dugc mirc * ¢ trén
107
Thubc thang, trd... dugc xit ly bing S6 lugng téi da |
nudc soi trudc khi dung. duge chap nhén:
5% 107

13.7 THU VO KHUAN

Quy dinh chung

Phép thir ndy dugc ap dung nhim phaét hién sy c6 mit cia
vi khuin, nim trong cac nguyén liéu, ché phdm va dung
cu ma theo Dugc dién can phai vo khuin. Tuy nhién, két
qua 4m tinh chi c6 nghia la khong phat hién dugce vi sinh
vt tap nhiém trong ché phim da thir trong diéu kién cua
thir nghiém.

Nhirng bi¢n phép phong tap nhiém vi sinh vit

Thir v6 khuédn phai dugc tién hanh trong diéu kién vo
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duge chép nhén:
__ 9X 10°

Téng s6 ndm
(CFU/g hoiic
CFU/ml)

Vi sinh viit giy bénh

Khong c6 vi sinh vt trong 1 g (ml)

I 02 -
10 Khéng c6 Escherichia coli trong 1 g (ml)
10! Khéng cé Escherichia coli trong 1 g (ml)
102 “
Khéng c6 Staphylococcus aureus,
10! .
Pseudomonas aeruginosa trong | g (ml)
Khéng c6 Staphvlococcus aureus,
10! Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
trong | g (ml)
10/ Khéng c6 Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa trong | miéng dan

Khéng c¢6 Staphylococcus aureus,
10! Pseudomonas aeruginosa, vi khuan Gram
4m dung nap mat trong 1 g (ml)

Khéng qua 10? CFU vi khuan Gram am

102 *
dung nap mat trong 1 g (ml)
Khéng c6 Salmonella trong 10 g (ml)
Khéng c6 Escherichia coli, Staphylococcus
aureus trong 1 g (ml)

104 Khong qua 10* CFU vi khuin Gram am

SH lugng t6i da dung nap mét trong 1 g (ml)

duoc chdp nhan:  Khéng cé Salmonella trong 25 g (ml)
5x 104 Khéng c6 Escherichia coli trong 1 g (ml)
10°

Khéng quéa 10* CFU Escherichia coli trong

1 g (ml) |
Khéng ¢6 Salmonella trong 25 g (ml)

S6 lugng toi da

khuan. Pé dat duge diéu kién nay, khu vire thir ‘nghi¢m
phai phi hgp véi quy trinh thir vo khuan duoc tién hanh,
Cac bién phép phong tranh tap nhiém phai dam bao khong
anh hudng dén vi sinh vit c6 thé c6 trong mau thir. Khu
vyre thir v6 khudn pha1 dugc danh gia thudng xuyén bang
phuomg phip lay mAu tai khu vye 1am viée hoic bing cach
tién hanh mu d6i chirng thich hop.

Mai trudmg va nhiét dd i

C6 thé sir dung méi trudng dugce pha ché theo chi dan duél
day hofic sir dung cac mdi trrong thuong mai c6 sin néu
ching dép img yéu ciu vé kha ning dinh dudng theo myc



