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tich hén dich vi sinh val cdy vdo cdc don vj dong goi duoc
tinh !otm sao cho nong do vi smh vt chi thj trong ché
phﬁm cin thur ngay sau khi cay khoang tir 105 CFU/ml
dén 10° CFU/ml ddi vai ché pham loai 1,2 va 3, khodng

10* CFU/ml dén 10 CFU/ml d6i véi ché pham loai 4. Thé
t[ch hon dlch dem cay khong dugc vugt quéa 1 % thé tich
ché pham can thir, tot nhat 1a tr 0.5 % dén 1 %. Néu khong
thé cﬁy vi sinh vat chi thj tryrc nep vﬁo don vj dong goi cudi
cung cua san pham chuyen mot thé tich du 16n cuia ché
pham cin thir, it nhét 20 ml, vao 4 vit chua V0 triing ¢6 thé
tich thich hop, c6 nép kin va nep tuc tién hanh nhur trén.
U céc vit chira di cay vi sinh ,vat chi thi & nhiét d6 20 °C
dén 25 °C, trinh anh sdng. Lay mau tir mdi vat chira lac
0 h va sau nhirng khoang thoi gian u nhét dinh nhu quy dinh
& Bang 13.8.3, lugng rnau can lay thuong la 1 ml hogc | g
Ghi chép moi thay doi vé mit cam quan ctia ché pham can
thir trong qua trinh 0. Xac dinh s6 luong vi sinh vit tai
mdi thoi diém ldy mau bang phuong phép dia thach, dung
moi truong dinh dudng va nhiét do u nhu quy dinh & Bang

13.8.2, thoi gian u tir 3 ngay dén 5 ngay ddi cac vi khuan
va C. albicans, 3 ngay dén 7 ngay d6i voi A. brasiliensis.
Phai bao dam loai bo hoan toan hoat tinh khang khuin
va/hoic khing ndm ciia ché phé.m can thir béng phuong
phap pha loang, loc, hay dung chat trung hoa. Néu sir dung
phwong phap pha loang, diém cén chii y 1a dé chinh xéc cia
két qua dém sé giam khi s6 lugng vi sinh vat khé nho (nhé
hon 30 CFU/dia d6i véi phwong phép dia thach, dung dia
petri c6 duong kinh tir 90 mm dén 100 mm). Néu sir dung
chit trung hoa, phai c6 bi¢n phap kiém tra thich hop dé bao
dam ndng do chat trung hoa da dung du dc loai bo hoan
toan hoat tinh khang khuén ciia ché pham can thir va dé bao
dam ban than chit trung hoa khong gay bat ctr anh huéng
bat loi nao dén su phat trién ciia vi sinh vat chi thi. Dung
nong d0 vi sinh vt chi thi, tinh bing CFU/ml, tai thoi diém
bat dau thr nghiém (R,) va nong do vi sinh vat séng dém
duoc tal mdi thi diém lay mau “t” (R)), tinh lrong giam di
ctia moi vi sinh vat chi thj tai thoi diém do (R):

Log oReduction = Log,¢R, - Log;oR,

Nguyen tic danh gi4 hi¢u qua khang vi sinh vit ciia
chit bio quan

Hiéu quéa khang khuén cua chat bio quéan hay hé chét bao
quén duge xem la dat yéu cau néu két qua thir nghiém thoa
man cic nguyén tic danh gia ¢ cac Bang 13.8.3 ((A/B/C/D).
S6 lugng vi sinh vat chi thi tai mot thoi diém ting khong
nhleu hon 0,5 log,, CFU/ml so véi két qua dém & thoi diém
gan ké trude d6 thi dugc xem 1a “khong ting”.

Bdng 13.8.3.A - Ché phim loai 1

iog.uReduction - ]
| 7Tngdy | l4ngdy | 28ngdy
Vikhuin 210 | >3,0 ‘ Khéng ting
Nam men, N ] )
nim méc  [hong ting Khéng tang | Khéng tang ‘
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Bang 13.8.3.B - Ché pham logi 2
Log,,Reduction

7 ngay 14 ngay 28 ngay
Vi khuén . >2,0 Khéng ting
£
i e - Khéng ting Khéng ting
nam moc
Bang 13.8.3.C - Ché pham loai 3
| Log, Reduction
‘ 7 ngay 14 ngay 28 ngay
Vi khuan - = 1,0 Khong ting
A |
Nam men, | - Khong ting Khong tang

nam moc

Bdng 13.8.3.D - Ché pham loai 4
Log,oReduction

7 ngay 14 ngay 28 ngay
. Vikhuan - I Khong tang Khong tang
| Dammen, . Khéng ting  Khong ting
| ndm méc —

13.9 XAC PINH HOAT LYC THUOC KH_ANG SINH
BANG PHUONG PHAP THU VI SINH VAT

Hoat lyc khang sinh dugce xac dinh bang so sinh kha ning
{rc ché su phat trién vi sinh vat nhay cam cta khang sinh
thir va khang sinh chuan.

Khéang sinh chudn dugc sir dung trong thir nghiém pha:
duoc xac dmh hoat tinh mdt cach chinh xac dya trén chat
chuan qudc té.

Phép thir xéc dinh hoat luc phai dugc thiét ké sao cho c6
thé tinh toan dugc tinh cé gia tri cia md hinh todn hgc
duge ding 1am co s& cho phuong trinh hoat lue. Néu ap
dung m6 hinh duong thﬁng song song, hai duong logarit
lidu-dap (g cta chat chuan va ché pham thur phai song
song v&i nhau va phai tuyén tinh trong khoang liéu duge
ding trong tinh toan. Cac diéu kién do phai dugc kiém
dinh boi cac thr nghiém tinh c6 gia tri cia phuong phap
(validity test) & xac sudt da cho, thuong 13 0,05. Cé the sur
dung cac mo hinh todn hoc khéc, vi du mé hinh ty s6 do
déc néu chimg minh dugc tinh 6 gia tri ciia phuong phap.
Trir truomg hop dugc chi dan trong chuyén luan riéng, gioi
han tin cdy (P = 0,95) cua phép thir xac dinh hoat luc phai
khong dugc dudi 95 % va khong I6m hon 105 % so vai
hoat lyc wédc doan.

Tién hanh dinh lugng theo phuong phap A hoc B.

Phuong phép khuéch tin (A)

Lam léng méi trudmg phi hop véi diéu kién thir nghiém va
céy mot lwong ching vi sinh vat nhay cam véi khang sinh
thir vao moi trrdng & nhiét dj thich hop, vi dy 48 °C dén
50 °C dbi v6i vi sinh vét dang sinh dudng, sao cho c6 thé
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@0 ra duge vong vo khudn sic nét, ¢6 dwomg kinh phi hep
tai néng d$ khéng sinh sir dung. R6t ngay moi truomg da
cly chung vi sinh vat vao dia petri hoic dia vudng véi thé
tich mléi tredng phu hep dé thu dugce 16p moi trudmg c6 bé
ddy dong nhat tr 2 mm dén 5 mm, Ngoai ra, ¢6 thé dung
phuong phép tao 2 16p méi trudmg, trong dé chi c6 16p méi
truomg phia trén 1a duge cdy ching vi sinh vit

Béo quén dia méi truomg trén sao cho vi sinh vit khéng
phat trién hogic khong bj chét truéc khi dia ma; trudng duge
str dung va bé mit cia moi truong phai khé khi sir dung
Sir dung dung moi va dung dich dém pha lodng theo Bélng
13.9.2 dé chuan bj cac dung dijch khang sinh chuin va
dung dich khang sinh thir c6 hoat lyc twong duong. Nho
cdc dung djch nay Ién bé mit cia méi trudmg, vi dy, vio
cac Qng tru v khuan dugce lam bﬁing str, thép khéng gi hay
vat liéu phi hop khéc, hodc nhé vao cac 16 da duc trong
moi trudmg thach. Phai nho thé tich giéng nhau vao céc
Ong tru hodc vao cac 16 thach. Ngoai ra, c6 thé sir dung cic
khoanh giay hap phu v6 khuan c6 chit lugng pha hop, da
tham cac dung dich khéng sinh chuén va khang sinh thir va
dat cac khoanh gidy d6 1én bé mit cia moi truomg.

D dinh gié tinh ¢6 gia tri cia phép thir, sir dung it nhét
3 nong d¢ khang sinh chuin va 3 ndng dd khang sinh thir
¢o hoat luc tuong fium}g nhau. Nén st dung cac ndng do
khang sinh theo cap s6 nhén. Khi tinh tuyén tinh cia hé
thong duoc khang dinh trén mot sé lugng dy dit céc phép
thr 3 ndng do, thi doi véi céc phép thir thudng ngay, cb thé
sir dung phép thir 2 nong d6. Tuy nhién, trong truong hop
co tranh chap, phai ap dung phép thi 3 ndng do.

Vi tri cac dung dich trong dia petri hodc dia vudng dugc
sdp xep theo mo hinh thong ké phu hep, truong hop sir
dung dia petri ¢ nh6 khong thé nho qua 6 dung dich thi
phéi sdp xép cdc dung dich khang sinh chudn va thir mét
cach ludn phién dé tranh cc ndng d6 16m khuéch tan xen
phu nhau.

U & diéu kién nhiét d6 phu hop trong 18 h. Thoi gian
khuéch tan trudc khi i thuong tir 1 h dén 4 h & nhiét do
phong hodc & 4 °C dé han ché téi da su anh hudng cua viéc
nho cac dung dich khéng sinh & céc théi diém khédc nhau
v cai thién d dbc cua phuong trinh hdi qui.

Do duong kinh vong v6 khuén v6i dd chinh xac tdi thiéu
14 0,1 mm hoic do dién tich vong v6 khudn véi do chinh
xac trong duong va tinh toan hoat luc bing phuong phép
théng ké thich hop. o

Véi mdi phép thir dinh lugng, str dung di s6 1an I3p lai cua
mdi ndng d¢ dé dam bao d¢ chinh xac theo quy dinh. C6
thé phai tién hanh 13p lai phép thir nhiéu lan, tip hop ket
qué theo phuong phép thong ké dé dat duge do chinh xac
theo quy dinh nham khang dinh chic chan hoat lyc cia
khang sinh thir khong thdp hon gidi han toi thiéu.

Phwong phép do d§ duc (B)

Céy vao méi truong thich hgp hdn dich chung vi sinh vat
nhay cam véi khang sinh thir sao cho c6é thé gdy ra sy (rc
ché du 16n t6i sy phat trién cua vi sinh vat. Ciy vao méi
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trudmg lwgng vi sinh vit hgp 1i nhim thu duge dd duc phu
hgp, c6 thé do dgc sau thoi gian 0 14 4 h.

Mai trudmg sau khi da cdy ching phai dugc sir dung ngay.
Sir dung dung méi va dung djch dém theo Bing 13.9.3 d¢
pha céc dung dich khéng sinh chuén va thir ¢6 hoat lye
trong duong.

D¢ dénh gid tinh c6 gid trj cia phép thir, str dyng it nhét
3 nong d6 khang sinh chuin va 3 ndng d¢ khing sinh thir
c6 hoat lyc twomg dwong nhau. Nén sir dung céc ndng do
khang sinh theo cp sé nhan. Dé thu dugc sy tuyén tinh

theo quy dinh, can lya chon 3 ndng d¢ lién tiép tr mot sb
lwgng Iém cac ndng do, trong d6 cée ndng do cuia dung dich

khéng sinh chuan va thir twong dwong nhau.

Nhé mgt the tich bing nhau cic dung djch khing sinh

vdo ong nghi¢m, thém méi truong da cdy ching véi thé

tich bing nhau vio mdi éng nghi¢m (vi dy 1 ml dung dich

khang sinh va 9 ml méi trudmg). Véi phép thir dinh lugng

tyrothricin thém'O.l ml dung djch khang sinh vao 9.9 ml

moi truong di cdy ching).

Song song chuén bi 2 ong nghi¢m d6i chimg khéng ¢

khéng sinh, cd 2 6ng nay déu chira méi trudmg da cly

ghl'mg, thém ngay vao 1 ong 0,5 ml formaldehyd (TT). Céc

ong nghi¢ém nay dugc dung dé chuin hda thiét bj quang

hoc dl‘mg' dé do sy phat trién cia vi sinh vt.

Dit cac ong nghiém theo phén bd ngau nhién hodc hinh

vuéng Latin hogic phan b6 khéi ngdu nhién trong bé didu

nhiét hojic trong thiét bi phu hgp khéc sao cho nhigt d¢

cua cac 6ng nghiém nhanh chéng dat dugc nhiét d§ u theo

quy dinh, duy tri cic 6ng nghiém & nhiét do u trong 3 h

dén 4 h, dam bao nhigt d6 va thoi gian G dong nhit gitra

cac ong nghiém.

Sau thoi gian u, lam ngimg sy phat trién cua vi sinh vit

bing cach thém 0,5 ml formaldehyd (TT) vio mdi éng

nghiém hogc bing bién phap xir ly nhiét va do dd duc bing

thiét bi quang hoc phu hop cho két qua c6 3 chix sé ¢d ¥

nghia. Ngoai ra, c6 thé do d¢ duc cua timg 61\g nghi¢m sau

céc khoang thoi gian 1 hodn toan nhu nhau.

Tinh toan hoat lyc dya theo phuong phap thong ké phi hop.

Su tuyén tinh gitra lidu-dép img (s lidu chuyén ddi hojic
khéng chuyén ddi) thuong chi dat duge trén mdt kKhodng
rit hep. Khoang ndy phai duge ding dé tinh toan hoat lye
va phai gdm it nhit 3 néng do lién tiép dé cho phép cd thé
kiém tra lai tinh tuyén tinh, Khi tinh tuyén tinh cia ca hé
thong duge khing dinh trén mot sb lugng déy du cic phég
thir 3 ndng d§, thi dbi véi cac phép thir thudng ngay, ¢6 the
sir dung phép thir 2 ndng d6, va phai duge co quan c6 thim
quyén chép thudn. Tuy nhién, trong trudng hop cé tranh
chép, phai ap dung phép thir 3 ndng do.

Véi mbi phép thir dinh hrgng, sir dung d s6 1an 1ip lai cia
mdi ndng d6 dé dim bao do chinh xdc theo quy dinh. C6
thé phai tién hanh 13p lai phép thir, tip hop két qua theo
phuong phap théng ké dé dat dugce do chinh xdc theo quy
dinh nhim khéng dinh chiic chiin hoat lyc cua khang sinh
thir khéng thép hon gidi han t6i thiéu.
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Ching vi sinh vit

Chuyén ludn nay gi6i thiéu mot s6 chung vi sinh vét va
diéu kién sir dung cta ching. C6 thé sir dung ching vi
sinh vét khac mién 1a ching d6 nhay cam voi khang sinh
thir, dugc sir dung trong méi trudng phu hep, trong diéu
kién nhiét dd va pH phu hgp. Nong do cia dung dich
khang sinh phai dugc lya chon dé dam bao c6 sy lién
quan tuyén tinh giira logarit ndng do véi dap (g trong
didu kién thir nghiém.

Ché tao hdn dich ciy truyén

Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus. Hon
dich bao tir duge chuin bi nhu sau: Ciy chiing vi sinh
vit 1én bé mt méi truomg s6 1 da c6 sin mangan sulfat
(TT) v&i ndng do 0, 001 g/L va i &35 °C dén 37°C trong
7 ngay. Dung nudce cét v6 khuén dé gat vi khuan (chi yéu
duéi dang bao fir). Lam néng hdn dich bao tir & 70 °C
trong 30 min va pha lodng t&i ndng d¢ thich hop, thuong
la 107 dén 10® bao tir trong 1 ml. Hén dich bao tir c6
thé sir dung lau dai néu bao quan & nhiét d6 khong qua
4°C.

Ngoai ra, ¢d thé ché tao hon dich bang cach cay ching vi
sinh vat vao moi truong s6 3 va nudi cay & 26 °C trong
4 ngay dén 6 ngéy, sau do, thém lugng mangan sulfat (TT)
phu hop trong diéu kién vo khudn vao méi truong dé thu
duoc nong d6 0,001 g/L, 0 thém 48 h. Str dung kinh hién
vi dé kiém tra xem bao tir c6 dugc hinh thanh voi ty 1¢ du
Iém trong hén dich (khoang 80 %) va li tam. Hoa cén tr&
lai trong nudc cat v khudn dé thu duoc hén dich c6 nong
d6 107 dén 10® bao tir trong 1 ml, lam néng hén dich &
70 °C trong 30 min va bdo quan & nhiét d§ khong qua 4 °C.
Bordetella bronchiseptica. Nudi cay chiing vi sinh vt trong
mbi trurong s6 2 ¢ 35 °C dén 37°C trong 16 h dén 18 h. Gat
chiing bang nudc cit vo khuan va pha lodng dén do duc
thich hop.

Staphylococcus ~ aureus,  Klebsiella  pneumoniae,
Escherichia coli, Micrococus luteus, Staphylococcus
epidermidis. Chuan bi chiing vi sinh vat giong nhu md
ta ddi vm chung B. bronchzsepnca, nhung sir dung moéi
trudng s6 1 va diéu chinh d6 duc hdn dich sao cho ¢ su
tuyén tinh tot giira liéu-dap tmg trong thir nghig¢m bang
phuong phip do d¢ duc, hodc tao ra dugc vong vé khuin
sic nét, co duong kinh phi hop trong thir nghi¢m bang
phuong phap khuéch tan.

Saccharomyces cerevisiae, Candida troptca!m Nubi cay
chung vi sinh vat trong mdi trudng so 6 °C & 30 °C dén
37 °C trong 24 h. Git ching bﬁng dung djch natri clorid
0.9 % (TT) vd khuan. Pha lodng dén do duc thich hgp bang
dung djch natri clorid 0,9 % (TT) v khuén.

Dung dich dé¢m

Dung dich dém s6 1 dén 12 c6 pH tir 5,8 dén 8,0 dugc pha
ché bang cach: Lay 50,0 ml dung dich kali dihydrophosphat
0,2 M (TT), thém dung djch natri hydroxyd 0,2 M (TT) v6i
luong thé tich ghi & Bang 13.9.1. Thém nudc vira du 200 ml.
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Bang [3.9.1 - Thanh phfm dung dich dém

s dung ) Dung dich
dich a¢m ‘ pH (£ 0,1) natri hyd(:\)lx)yd 02M
I | 5,8 3,72
| 2 6,0 5,70
3 6.2 8,60
4 6.4 12,60
| 5 6,6 17,80
6 6.8 | 23,65
7 7.0 29,63
8 7.2 35,00
9 74 39,50
| 10 7.6 42,80
11 18 45,20
2 8,0 46,80

Dung dich dém sé 13 (pH 6, 8 = 0, l) Hoa tan 64 g ka!:
dihydrophosphat (TT) va 18,9 g dinatri hydrophosphat
(TT) trong 1000 ml nuoe.

Dung dich dém s6 14 (pH 10,5 = 0,1): Héa tan 350 g
dikali hydrophosphat (TT) trong 900 ml nirée, thém 20 ml
dung dich natri hydroxyd 1 M (TT), thém nuwoc vira du
1000 ml.

Dung dich dém sb 15 (pH 4,5 + 0,1): Hoa tan 13,61 g kali
dihydrophosphat (TT) trong 1000 ml nuce.

Dung dich dém sé 16 (pH 7,8 = 0,1): Hoa tan 5,59 g dikali
hydrophosphat (TT) va 0,41 g kali dihydrophosphat (TT)
trong 1000 ml nuwoc.

Dung dich dém s6 17 (pH 8,0 + 0,1): Hoa tan 16,73 g dikali
hydrophosphat (TT) va 0,523 g kali dihydrophosphat (TT)
trong 750 ml mwde, didu chinh pH 8,0 bang dung dich natri
hydroxyd 0,1 M (TT) hodc dung dich acid phosphoric 0,1 M
(TT) néu can, thém nwdce vira da 1000 ml.

Dung dich dém sb 18 (pH 6,0 + 0,1): Hoa tan 8,63 g kali
dihydrophosphat (TT) va 1,37 g dinatri hydrophosphat khan
(TT) trong 750 ml muée, diéu chinh pH 6,0 bang dung dich
natri hydroxyd 0,1 M (TT) hoac dung dich acid phosphoric
0,1 M (TT) néu can, thém nwdc vira du 1000 ml.

Dung dich dém s6 19 (pH 6,0 £ 0,1): Hoa tan 20,0 g dikali
hydrophosphat (TT) va 80,0 g kali dihydrophosphat (TT)
trong 1000 ml nuoc.

Dung dich dém s6 20 (pH 5,6 = 0,1): Hoa tan 0,908 g kali
dihydrophosphat (TT) trong vira da 100 ml nwéc (dung
dich A). Hoa tan 1,161 g dikali hydrophosphat (TT) trong
vira du 100 ml nuée (dung dich B). Trén 94,4 ml dung dich
A vi 5,6 ml dung dich B. Diéu chinh pH 5,6 bang dung
dich A hoac B, néu can.

Méi truong .
C6 thé dung céc loai moi truong sau hodc thay thé bing
méi trudong khac tuong duong.
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Mai truomg 56 |

Pepton 60g

Casein thily phén béi pancreatin 40¢g

Cao thit bo 1,5¢

Cao nam men 350 g

Glucose monohydrat I,O g

Thach 15:0 g

Nuédc ‘ 1000 ml

Moi truomg 5o 2

Casein thuy phén bai pancreatin 17,0 ¢
B4t dau tuong thiy phén boi papain 30¢g
Natri clorid 50g
Dikali hydrophosphat 25¢g
Glucose monohydrat 25g
Thach 150¢g
Polysorbat 80 10,0 g
Nude 1000 ml

Hni_)a tan cac thanh phan (trir polysorbat 80) trong nude, dun
s61, thém polysorbat 80 ngay trréc khi thém nuéc vira du.
Méi trueomg s6 3

Pepton 60g
Cao thrit bo 1,5g
Cao nam men 30g
Natri clorid 35g
Glucose monohydrat 1,0g
Dikali hydrophosphat 368¢g
Kali dihydrophosphat 1,32 g
Nuéce 1000 ml
Méi trieomg s6 4

Cao tim 15g
Cao nim men 15g
Pepton - casein 50g
Glucose monohydrat 1,0g
Natri clorid 35¢
Dikali hydrophosphat 3,68¢
Kali dihydrophosphat 1,32 g
Kali nitrat 20¢g
Nudce 1000 ml
Meéi truomg 56 5

Pepton 508
Cao thit 30g
Dinatri hydrophosphat.12H,0 269g
Nudce 1000 ml

Sau khi tiét khuin moi trrong, thém Dinatri hydrophosphat
(TT) duéi dang dung dich v6 khuan vao moi truong.

Moi triong s6 6

Pepton 94¢g
Cao nim men 4,7 g
Cao thit bo 24¢
Natri clorid 10,0 g
Glucose monohydrat 10,0 g
Thach 235¢g
Nudc 1000 ml

Méi truong s6 7
Glycerol

Pepton

Cao thit

Natri clorid
Thach

Nudc

Méi trucng 56 8
D-glucose
Tryptone

Cao ndm men
Nudc vira du
M6i trueomg 56 9
Pepton

Casein thiy phén bdi pancreatin
Cao ndm men
Glucose monohydrat
Thach

Nude

Méi trucng sé 10
Pepton

Cao thit bo

Cao nim men
Glucose monohydrat
Thach

Nudc

Méi trucmg 56 11
Pepton

Thach

Cao thit bo
Nudce

Moai trieomg s6 12
Pepton

Cao thit

Natri clorid
Thach

Nuéce

Mbi truong s6 13
Pepton

Cao nim men
Cao thit bd
Thach

Nudc

Moi trirong 56 14
Pepton

Cao ném men
Cao thit bo
Thach

Nudc

PHU LUC 13

10,0 g
10,0 g
10,0 g
30g
150¢g
1000 ml

10,0 g
6,0g
20g

1000 ml

6,0g
40¢g
30g
1,0g
20,0 g
1000 ml

6,0 &

1,5 14

30g

10g
150g-200¢g
1000 ml

50¢g
150¢g
30g
1000 ml

10,0 g
30g
30,0g
20,0 g
1000 ml

6,0g
30¢g
1,5g
200¢g
1000 ml

6,0g
30g
15g
150¢g
1000 ml
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