13.6 THU GIOT HAN NHIEM VI SINH VAT
1. XAC DINH TONG SO VI SINH VAT

Gi®i thiéu

Phép th&r sau day cho phép xac dinh sé lwong khuin wa nhiét trung binh va ndm cé thé phat trién
duwoc trong diéu kién hiéu khi.

Phép th&r nhdm danh gia ché pham thr cé dap &ng tiéu chuén chét lwong da cong b vé chi tiéu vi sinh
hay khéng. Khi st dung phép thlr cho muc dich nay, can tuan tha theo chi dan dwdi day vé sb
lwong mau dem thtr, danh gia két qua.

C6 thé stir dung qui trinh kiém tra vi sinh khac, bao gébm cac phwong phép tw déng néu chirng minh
dwoc tinh twong dwong clia ching véi phwong phap ghi trong dworc dién.

Qui dinh chung

Tién hanh phép thir trong diéu kién dam bao tranh dwoc sy tap nhiém vi sinh vat bén ngoai vao mau
thir. Cac bién phap phong tranh tap nhiém phai khdng anh hwéng dén bat c loai vi sinh vat nao co thé
phat hién dwoc trong mau thir.

Néu mau thir co chira chat (e ché vi sinh vat thi cin phai loai bd hodc trung hoa truéc khi ther nghiém. Khi
st dung chat bat hoat, cAn chirng minh kha ndng b4t hoat ctia chiing va dam bao chéat bat hoat d6 khong
chira doc t6 véi vi sinh vat. Khi str dung chét dién hoat trong qua trinh chuan bi mau thir, phai dam bao
chét dién hoat d6 khéng chira doc té véi vi sinh vat va chét dién hoat phai twong thich véi chat bat hoat
khac cung dwoc str dung.

Phwong phap xac dinh téng sé vi sinh vat

S dung phwong phap mang loc hodac phwong phap dia thach. Phwong phap MPN (Most Probable
Number) néi chung cé d6 chinh xac thap nhat trong sb cac phwong phap dém vi sinh vat, tuy nhién, véi
mau thir c6 s6 lwong vi sinh vat rat thap thi day lai 1a phwong phap phu hop nhét.

Lwa chon phwong phap thir dwa trén nhiéu yéu td nhw ban chéat ctia mau thir va gi¢i han vi sinh vat cho
phép. Phwong phap dwoc lwa chon phai ddm béo tién hanh trén lwong mau du dé danh gia dwoc mau
thtr dap (rng theo tiéu chudn. Can phai xac dinh sw pht hop ctia phwong phap da Iwa chon.

Kiém tra chat lwong méi trieéng, sw phu hop ctiia phwong phap dém, mau chirng am

Yéu cau chung

Phai chirng minh phwong phap thtr cé kha nang phat hién vi sinh vat khi cé6 mat mau thir.

Phai chirng minh sy phtu hop clia phwong phap khi c6 sy thay dbi trong qua trinh tién hanh thtr nghiém
hodc c6 sw thay ddi v& ché pham lam anh hwéng dén két qua ctia phép thir.

Chuan bi chung vi sinh véat

C6 thé str dung hén dich chiing vi sinh vat 6n dinh da dwoc tiéu chuin héa hodc chuén bj nhw trinh bay
dwai day. Ky thuat lwu gitr ching gdc phai ddm béo vi sinh vat dwoc cay truyén khoéng qua 5 1an tiy
gidng gbc ban dau. Cay cac chiing vi sinh vat va ndm riéng ré theo Bang 13.6.1.

St dung dung dich d&m natri clorid-pepton pH 7,0 hodc dung dich dém phosphat pH 7,2 dé& pha hén
dich chiing vi sinh vat. P& pha hén dich A. brasiliensis, thém polysorbat 80 (TT) v&i ty 1& 0,05 % vao
dung dich dém. Hén dich dwoc st dung trong vong 2 h, néu bdo quan & 2 °C dén 8 °C thi co thé st
dung trong vong 24 h. Ngoai ra, dbi v&i A. brasiliensis va B. subtilis, thay vi chuan bj va pha loang hén
dich chiing dang sinh duéng thi cé thé st dung hén dich bao tlr én dinh. HAn dich bao t&r dwoc bao
quan & 2 °C dén 8 °C trong khoang thdi gian da dwoc tham dinh.
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Mau chieng am

DPé danh gia diéu kién thtr nghiém, tién hanh mau chirng am bang cach s dung dung dich pha loang
thay cho m&u thir. Mau chirng am phai khéng dwoc cé vi sinh vat phat trién. Mau chirng am cling c6
thé dwoc tién hanh cung lGc véi mau thtr nhw mod ta trong phan Céch tién hanh. Can phai xem xét hé
thdng k¥ lwdng khi m&u chirng &m khéng dat.

Kiém tra chat lwong méi treong

Tién hanh kiém tra chéat lwgng dbi véi mdi 16 méi trwerng pha ché sdn hodc méi 16 méi trwdng dwoc pha
ché tir méi trwérng khd hay tir cac thanh phan riéng 18.

Céy riéng ré vao mdi trwdng thach casein dau twong hay moéi trwdng 16ng casein dau twong mot
lwong nhé vi sinh vat (khéng qua 100 CFU) theo chi dan trong Bang 13.6.1. Cay riéng ré vao moi
trwong thach Sabouraud-dextrose mét lwong nhé vi sinh vat (khéng qua 100 CFU) theo chi dan trong
Bang 13.6.1. U méi treong theo diéu kién ghi trong Bang 13.6.1.

Bang 13.6.1- Chuan bi va str dung chung vi sinh vat
Kiém tra chat lwgng moi Sw phu hop cia phwong phap
Chuan bj chiing vi ___treong dem khi c6 mat mau tho
Vi sinh vat sinh vat D\?in;i;olrgésto DPém téng Dém téng s6 vi Dém téng sb
hidu khi sO nam sinh vat hieu khi nam
Mabi trwdng PO
St Méi trwdng thach thach casein Moi truqng Ehach
aphylococcus A A N casein dau
casein dau twong dau tvong va A
AT%IéegESS hoac méi trwdng moi trwong 1dng t rbuécrnnglltlg/lnPl\iarr;ZIi n
Iédng casein dau casein dau g long
NCIMB 9518 dau tvong
twong twong
CIP 4.83 - <100 CFU -
NBRC 13276 30 °C - 35°C =100 CFU 30 °C - 35 °C
18h-24h 30°C-35°C < .
< 3 ngay < 3 ngay
Mboi trudng ORI
A - Méi triedng thach
Pseudomonas Moi t.ru:cyhng thach thaCh casein casein dau
aeruginosa casein dgu trong dgu trong va twong/MPN méi
hoac méi trwdng madi trwdng 16ng R 2 .
ATCC 9027 13na casein dau casein dau treong long casein
NCIMB 8626 9 wong twong dau twong
S | weho | eddy |- | gon |
18 h-24h 30°C-35°C < .
< 3 ngay < 3 ngay
Mabi trwong PO
Méi treong thach thach casein Moég:’gr?%gbadﬁ
Bacillus subtilis casein dau twong dau twong va T
. A RN 2 twong/MPN mbi
ATCC 6633 hodc mdi trwong moi trwong 1dng trupe 2 .
Ny N N reong léng casein
NCIMB 8054 I6ng casein dau casein dau dau twon
CIP 52.62 twong twong ) <100 CFS )
NBRC 3134 30°C-35°C <100 CFU 36 oC - 35 0C
18h-24h 30°C-35°C < .
< 3 ngay < 3 ngay
PO Moi trwdng P P
) Méi tredng thach O Méi trwdng thach Mboi trwdng
Caljd/da Sabouraud-dextrose Moi trwcrng thach casein dau twong thach
albicans 9 Ny N thach casein Sabouraud-
hoac moi trvong R <100 CFU Sabouraud-
ATCC 10231 2 dau twong dextrose
I6ng Sabouraud- 30°C-35°C dextrose
NCPF 3179 <100 CFU <100 CFU .
IP 48.72 dextrose 30 9C - 35 °C 20 °C - 25 < 5 ngay <100 CFU
y 20°C-25°C . MPN: khéng ap 20°C-25°C
NBRC 1594 . <5 ngay °C .
2 - 3 ngay < 5 ngay dung < 5 ngay
Mai trwdng thach Mai trvdng ORI JUI
Aspergillus Sabouraud-dextrose Mabi trwdng thach (':\gzgigujggf ttt?cayﬁh Motlhtgté’gng
brasiliensis hoac méi trwvong thach casein Sabouraud- <100 CFU 9 Sabouraud-
ATCC 16404 thach khoai tay dau twong dextrose 36 oC - 35 °C dextrose
IMI 149007 dextrose <100 CFU <100 CFU <5 naa <100 CFU
IP 1431.83 20°C-25°C | 80°C-85°C | 20°C-25 | 05190 209C . 35 oC
NBRC 9455 5 -7 ngay, hodc dén < 5 ngay °C dun gap < 5naa
khi thu dwoc bao tor < 5 ngay ing = o hgay
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Déi véi mdi trwdng thach, sé lwong vi sinh vat phat trién trén 16 madi tredng méi khong dwoc khac quéa
2 1an so v&i s lwong tinh dwoc ctia hdn dich chiing da dwoc tiéu chuan héa. Béi véi chiing duwoc pha
ché khi duing, sw phat trién cta vi sinh vat trén 16 mai trwérng méi sé dwoc so sanh véi sw phat trién cla
vi sinh vat trén 16 méi trwéng da dat yéu ciu chét lwong.

Dbi véi mai trwedng 16ng, sw phat trién rd rang cua vi sinh vat trén 16 mdi trwedng méi dwoc so sanh véi
sw phat trién cla vi sinh vat trén 16 méi trwdng da dat yéu cau chét lwong.

Kiém tra sw phu hop cta phwong phdp dém khi c6 méat mau thi

Chuén bi mau thir: Phwong phap chuén bi mau ther phu thudc vao tinh chét vat ly ciia mau thdr. Néu
khéng thé ap dung cach nao trong cac cach duéi day, cé thé siv dung bién phap khac dé xt ly mau.
MAu thir tan trong nwéc: Hoa tan hodc pha lodng (thuwéng pha lodng 10 1an) mau thir trong dung dich
dém natri clorid-pepton pH 7,0, dung dich dém phosphat pH 7,2 hodac méi trwdng I6ng casein dau
twong. Diéu chinh dén pH 6 dén 8, néu can. Cé thé pha loang tiép néu can bang cung dung dich pha
loang.

MAu thr cé ban chat khdng phai chat béo, khéng tan trong nwéc: Pha lodng mau thir (thwdng pha
lo&ng 10 1an) trong dung dich d&m natri clorid-pepton pH 7,0, dung dich d&m phosphat pH 7,2 ho&c méi
trwdng 16ng casein dau twong. C6 thé thém chét dién hoat nhw polysorbat 80 (TT) voi ty 1& 1 g/L dé
tang kha nang thAm nwéc clia mau thtr. Diéu chinh dén pH 6 dén 8, néu can. Co thé pha loang tiép
néu can bang cung dung dich pha loang.

M&u thtr cé ban chét 1a chat béo: Hoa mau thir trong isopropyl! myristat (TT) da dwoc tiét khuan trwédc
bang céach loc qua mang loc hodc trdon mau the véi lweng nhd nhét co thé polysorbat 80 (TT) vo
khuan hodc mét chat dién hoat khac khéng cé tinh (rc ché, 1am néng néu can & nhiét do khong quéa 40
°C, trong mét sé it trworng hop cé thé sir dung nhiét dd khéng qua 45 °C. Trdn can than va néu can co
thé duy tri trong bé& 6n nhiét. Thém vira du lwong dung dich pha lodng da dwoc lam 4m sén dé thu
dwoc d6 pha lodng 10 1an. Duy tri nhiét dd trong thoi gian ngén nhét va tron can than dé thu dwoc
nhi dich. Co6 thé tiép tuc pha lodng theo cép sd 10, trong d6 dung dich pha lodng dwgc bd sung
polysorbat 80 (TT) ho&c chét dién hoat khéng c6 tinh (¢ ché khac véi nbng do thich horp.

Dung dich ho&c chét rdn duéi dang aerosol: Chuyén mau thr Ién mang loc trong diéu kién vé khuan
ho&c chuyén sang binh chira vo6 khuén dé tiép tuc l&y mau. Cé thé s& dung toan bd lwong mau hodc
mot s liéu nhat dinh tr cac don vi dong goi dem thi.

Thubc dan: Loai bé I6p bao vé bén ngoai va dat miéng dan (mat dinh ngtra lén trén) vao binh vé khuén.
Phu 1én bé mat miéng dan mét loai vat liéu xdp vd khuan, vi du tdm gac v6 khuan, dé tranh cho céac
miéng dan dinh vao nhau va cho vao miéng dan mét lwong dung dich pha lodng thich hop cé chira
chét bat hoat nhw polysorbat 80 (TT) va/hoac lecithin (TT). Lac ky it nhat 30 min.

Cay ching va pha loang:

Thém vao méau thtr da dwoc xt ly nhw md ta& & phan Chuén bj méu thir cia muc Kiém tra sw phu hop
cla phuong phap dém khi c6 mét méu thir va thém vao 6ng chirng dwong (khéng cé mau thir) mot
lwong hdn dich vi sinh vat cé chira khéng qua 100 CFU. Thé tich cta hén dich vi sinh vat khéng
dwoc vuot qua 1 % thé tich mau thir da dwoc pha loang.

Dé danh gia dd phuc hdi cta vi sinh vat khi c6 mat mau thr, tién hanh pha lodng mau thir it nhat co
thé. Néu khong thé pha loang it nhat do ban than mau thtr ¢é tac dung e ché vi sinh vat hodc mau
thtr kho tan trong nwéc, can ap dung cac bién phap phu hop hon. Néu khéng thé loai bd dwoc tac
dung trc ché vi sinh vat ctia mau thr, nén thém hén dich vi sinh vat vao mau thr sau khi da trung hoa,
pha loang hoac loc mau thir.

Trung hoa/loai bé téc dung ctia chét trc ché:

So sanh sbé lweng vi sinh vat hdi phuc sau khi pha lodng nhw mé ta trong phan C4y ching va pha lodng
va U nhw qui dinh trong phan Héi phuc vi sinh vét khi c6 méat mau thir véi sb lwong vi sinh vat héi phuc
clia 6ng chirng dwong.
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Néu cé s (rc ché vi sinh vat phat trién (sb lwgng vi sinh vat gidm quéa 2 1an), thi phai thay di qui trinh
dém sb lwong vi sinh vat dé khang dinh tinh cé gia tri cGa thir nghiém. Sw thay ddi nay cé thé la: (1)
tang thé tich dung dich pha loang hodc méi trwérng nudi céy, (2) phdi hop chét trung hoa déc hiéu hodc
chét trung hoa phd bién trong dung dich pha loang, (3) ap dung phwong phap mang loc, (4) phdi hop
cac bién phap néu trén.
Chét trung hoa:
Mot sb chat dwoc dung dé trung hoa tac dung clia chat (e ché vi sinh vat (Bang 13.6.2) dwoc thém vao
dung dich pha lodng hodc mdi trwéng nudi cay trwdc khi hap tiét khuan. Trwédc khi st dung, phai tién
hanh mét mau trédng cé chét trung hoa, khéng cé mau thir dé khéng dinh hoat tinh clia chét trung hoa
va khang dinh chét trung hda khéng c6 doc tinh ddi véi vi sinh vat.

Bang 13.6.2 - Mot s6 chat trung hoa théng dung

Chat/phwong phap trung
hoa

Glutaraldehyd, dan chét thay Natri hydrosulfit

ngan (Natri bisulfit)

Chat trc ché

DAan chét phenol, alcohol, cac  |Pha loang
aldehyd, sorbat

Céc aldehyd Glycin

Dan chat amoni bac 4, Lecithin
parahydroxybenzoat (cac
paraben), bis-biguanid

Dan chat amoni bac 4, iod, cac Polysorbat

paraben

D&n chét thiy ngan Thioglycolat

D&n chét thay ngan, cac Thiosulfat

halogen, cac aldehyd

EDTA (edetat) ion Mg?* hodc ion Ca?*

Néu khong tim dwoc phuong phap trung hoa phu hop, cé thé thdy viéc khdng phan lap dwoc vi sinh
vat da cay vao mau thtr cho thay ban chat mau thir c6 tac dung (e ché. Piéu nay cho thay mau thtr sé
khéng cé kha nang bi tap nhiém cac vi sinh vat da thie. Tuy nhién, rat cé thé mau thir chi 'c ché mot sé
vi sinh vat da thtr ma khong ¢ ché vi sinh vat ngoai danh muc cac vi sinh vat da thir. Khi d6, tién hanh
thir nghiém vé&i dé pha loang cao nhét twong thich v&i sy phat trién vi sinh vat va phu hop véi gidi han
nhiém vi sinh vat cho phép ctia mau thiv.

Héi phuc vi sinh vat khi cé6 mat mau thd: Dbi véi méi vi sinh vat duwoc liét ké trong Bang 13.6.1, tién hanh
céac thi nghiém riéng ré. Chi dém vi sinh vat dwoc cho vao mau thir.

» Phwong phap mang loc:

S dung mang loc c6 kich thwéc 16 loc khéng qua 0,45 pm. Ban chat mang loc dwoc lwa chon sao cho
kha nang lwu gilr vi sinh vat khéng bi anh hwéng béi cac thanh phan ctia mau thir. Dbi véi méi loai vi
sinh vat dwoc ghi trong Bang 13.6.1, str dung mét mang loc riéng.

Chuyén mét lwgng phu hop mau thir (thwong la lwong twong dwong véi 1 g hodc 1 ml mau thiy, hodc
lwong mau nhd hon néu dw doan chira nhiéu vi sinh vat) da dwoc x ly theo phan Chudn bj méu thi,
C4y ching va pha loang, Trung hoa/loai bd tac dung cta chét trc ché |1én mang loc, loc ngay va rira
mang loc vé&i thé tich thich hop clia dung dich pha loang.

Dé& dém tbéng sbé vi sinh vat hiéu khi, chuyén mang loc Ién bé méat dia méi trwong thach casein dau
twong. Dé dém tdng sb ndm, chuyén mang loc I&n bé mat dia méi trwdng thach Sabouraud-dextrose. U
cac dia mdi trwong theo diéu kién ghi & Bang 13.6.1. Sau d6 dém sb lwong khuén lac.
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» Phwong phap dia thach:

V&i mbi loai mdi trwong, tién hanh trén it nhat 2 dia Petri va tinh két qua trung binh.

Phwong phap céy trén: S dung dia Petri dwéng kinh 9 cm, thém vao méi dia 1 ml mau thtr da
dwoc xt ly theo phdn Chudn bi mau thir, Cay chiing va pha lodng, Trung hoa/loai bé tac dung ctia chét
trc ché va 15 ml dén 20 ml moi trwdng thach casein dau twong hoac mdéi trwdng thach Sabouraud-
dextrose, cad hai mdi trwéng c6 nhiét dd khong qua 45 °C. Néu st dung dia Petri cé6 dwong kinh 1én
hon, thé tich méi trwéng phai ting 1én cho phu hop. Dbi véi méi loai vi sinh vat dwoc ghi trong Bang
13.6.1, str dung it nhat 2 dia Petri. U cac dia méi trweng theo diéu kién ghi & Bang 13.6.1. Tinh trung
binh sb lwong khuan lac dém duwoc dbi véi méi loai méi trwéng va tir d6 tinh ra sb lwong vi sinh vat
trong dich ciy ban dau.

Phwong phap cay trai bé mat: St dung dia Petri dwéng kinh 9 cm, thém vao méi dia 15 ml dén 20 ml
moi trwdng thach casein dau twong hoac méi trvdng thach Sabouraud- dextrose & nhiét d6 khoang 45
°C va dé& méi trworng dong. Néu sir dung dia Petri c6 dwdng kinh I&n hon, thé tich méi trwéng phai
tang I&n cho phu hop. Lam khd dia, vi du trong budng thdi khi sach (laminar air flow) ho&c td 4m.

Déi v&i méi loai vi sinh vat dwoc ghi trong Bang 13.6.1, st dung it nhat 2 dia Petri. Trai lén bé mat dia
moi trwdng thé tich khong dwdi 0,1 ml mau thir da dwoc xt ly theo phan Chudn bj méu thir, Céy ching
va pha lodng, Trung hoa/loai bé tac dung cta chét trc ché. U va dém sbé lwong khuan lac gibng muc
Phwong phap cay tron.

* Phuong phap MPN (Most Probable Number):

Phuwong phap MPN c6 d6 chinh xac va dé dung kém hon so véi phwong phap mang loc hoac phwong
phép dia thach. Két qua dém téng s ndm bang phwong phap MPN cang cho sai s& nhiéu hon. Chinh
vi vay, phwong phap MPN chi dwoc st dung khi khong thé ap dung phwong phap nao khac. Néu st
dung phwong phap MPN, can tuan thi cac buéc sau.

Chuén bj it nhat 3 ndng dod pha lodng 10 lan ctia mau thtr d& dwoc xt ly nhw phan Chudn bj mau thi,
Céay chiing va pha lodng, Trung hoa/loai bd tac dung cta chét trc ché. Pbi véi mbi dd pha lodng, cay 1g
hodc 1 ml vao 3 6ng nghiém cé chira 9 ml dén 10 ml méi trwdng 1dng casein dau twong. Néu can, cé
thé thém chét dién hoat {vi du: polysorbat 80 (TT)} hodc cac chéat bat hoat phi hop khac vao méi
trwéng. Nhw vay, cé tat ca 9 6ng nghiém cho 3 mirc néng dd pha loéng ctia mau thir.

U t4t c& cac 6ng nghiém trén & 30 °C dén 35 °C trong khéng quéa 3 ngay. Néu khong thé doc két qua
chinh xac do ban chat mau thir gay kho khan cho viéc quan sat sy phat trién cta vi sinh vat thi cay
chuyén sang méi truedng 16ng casein dau twong hodc méi truéng thach casein dau twong, G tiép & nhiét
dd nhw trén trong 1 ngay dén 2 ngay, sau dé doc két qua. Xac dinh chi s6 MPN trong 1 g hodc 1 ml mau
th(r theo Bang 13.6.3.

Két qua va danh gia

Khi danh gia sw phu hop cia phwong phap mang loc hoac phwong phap dia thach, gia tri trung binh
dém dwoc cla cac vi sinh vat thir phai khéong dwoc khac qua 2 1an so véi két qua cha 6ng chirng
dwong khéng chra mau thir thu dwoc theo phan Céy ching va pha lodng. Khi danh gia sw phu hop
ctia phwong phap MPN, gia tri MPN phai nam trong khoang tin cay 95 % ctia két qua thu dwoc cla éng
chirng dwong. Néu cac yéu cau trén khéng dap rng ddi véi mét hoac nhiéu loai vi sinh vat dem thir &
tat ca phwong phap thir thi lwa chon phwong phap va diéu kién thr nao cé dap (rng gan nhét yéu cau
trén.

Cach tién hanh

Lwong mau thie dang cho thi nghiém

Trir khi c6 chi dan riéng, lay 10 g hodc 10 ml mau thtr dé tién hanh thir nghiém trong diéu kién dam bao
nhw da dé cap & trén. Béi vai thude khi dung chiva dung dich hodc chét rén, tién hanh thé trén 10 don
vi dong goi. Béi v&i thude dan, tién hanh thir trén 10 miéng dan.
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Lwong mau thtr nghiém cé thé gidam xudng tuy theo lwong dwoc chét chinh dwoc dwa vao ché phdm
trong cac trwdng hop sau: Khéi lwong dwoc chat chinh khéng qua 1 mg trong 1 don vi (1 vién nén, 1
nang, 1 6ng hoéc lo thubc tiém...) hoac khdi lwong dwgc chat chinh trong 1 g hodc 1 ml mau thiy
(d6i v&i dang ché phdm da liéu) nhé hon 1 mg. Trong nhivng trwérng hop nay, lweng mau thtr nghiém
phai khéng dwgc nhé hon lwgng mau cé trong 10 don vi dong goi hodc 10 g hodc 10 ml mau thir.

DPbi véi mau thir 1a nguyén liéu nhwng c6 khdi lwong rat han ché hodc ¢& 16 qua nhd (dwsi 1000 ml
ho&c 1000 g), lwong mau thir nghiém bang 1 % c& 16, mot sé trweng hop lwong mau thir cé thé nhé
hon va phai c6 qui dinh cu thé.

Déi v&i mau thlr ma téng sb don vij trong mét 16 dwdi 200 (vi du mau thir nghiém Iam sang), cé thé tién
hanh th&r nghiém trén 2 don vi, trwdng hop ¢ 16 nhd hon 100 don vi, cé thé tién hanh thkr nghiém trén
1 don vi.

L4y mau nguyén liéu hodc mau thtr mét cach ngau nhién. Bé thu dwoc di lwogng mau theo yéu cau, co
thé phai tron déu mau thir 14y tir cac don vi déng géi khac nhau.

Tién hanh

Phuwong phap mang loc:

S dung dung cu loc dwoc thiét k& phu hop, cho phép cé thé chuyén mang loc vao méi trvdng nubi
cay. St dung phwong phap phu hop theo muc Kiém tra chét lwong méi truong, sw phu hop cia
phuong phép dém, méu ching é&m dé& chuan bi mau thir, va chuyén lwong mau thich hop 1én 2 mang
loc va tién hanh loc ngay. Rtra mang loc bang qui trinh phu hop.

Dé& dém toéng sb vi sinh vat hiéu khi, chuyén mét mang loc 1én bé mé&t méi trwdng thach casein dau
twong. D& dém tbng s6 ndm, chuyén mét mang loc 1én bé mat méi trwdng thach Sabouraud-dextrose.
U dia chira méi trwdng thach casein dau twong & 30 °C dén 35 °C trong 3 ngay dén 5 ngay va u dia
chira mdi trwdng thach Sabouraud-dextrose & 20 °C dén 25 °C trong 5 ngay dén 7 ngay. Tinh sé CFU
(Colony Forming Unit) trong 1 g hodc 1 ml mau thi.

Khi thir nghiém véi thubc dan, loc riéng ré 10 % thé tich mau thtr dwoc chuén bi theo phan Chuéan bij
méu thtr cGia muc Kiém tra sw phu hop ctia phuong phdp dém khi c6 méat mau thd trén 2 mang loc vo
khuan. Chuyén mét mang loc Ién bé mé&t méi trudng thach casein dau twong dé dém tdng sb vi sinh vat
hiéu khi va chuyén mang loc con lai 1én bé m&t méi trwdng thach Sabouraud-dextrose dé dém tdng sé
nam.

Phuwong phap dia thach:

a) Phuong phap céy tron:

S dung phwong phap phu hop theo muc Kiém tra chét luong méi truong, sw phi hop cia phuong
phép dém, méu chirng &m dé chuan bi mau thir. Tién hanh véi it nhat 2 dia Petri cho mébi loai mdi trwéng
& mbi nébng dd pha lodng. U dia chira méi trwdng thach casein dau twong & 30 °C dén 35 °C trong 3
ngay dén 5 ngay va G dia chira mdi trwdng thach Sabouraud-dextrose & 20 °C dén 25 °C trong 5 ngay
dén 7 ngay. Chon céc dia ctia mét ndng do pha loang nhat dinh ma tai néng d6 pha loang do, s6 khuan
lac thu dwoc 14 cao nhat va nhé hon 250 dbi voi dia dém tdng sb vi sinh vat hiéu khi va nhé hon 50 déi
v&i dia dém tdng sb ndm. Tl d6 tinh gia tri trung binh d6i vé&i méi loai méi trwéng va tinh sé CFU trong
1 g hodc 1 ml mau thi.
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Bang 13.6.3 - S6 lwong vi sinh vat I&n nhat c6 thé c6 trong ché pham

S6 6ng nghiém c6 sw phat trién cua vi

S6 lwong vi sinh

sinh vat vatlon nhatco | D6 tin cay
S6 g hodc ml mau thir cho mdi 6ng | thé cé trong 1 g 95 %
0,1 0,01 0,001 hogc 1 ml
0 0 0 <3 0-9,4
0 0 1 3 01-95
0 1 0 3 0,1-10
0 1 1 6,1 1,2 -17
0 2 0 6,2 1,2 -17
0 3 0 9.4 3,5-35
1 0 0 3,6 0,2-17
1 0 1 7.2 1,2-17
1 0 2 11 4 - 35
1 1 0 7.4 1,3 - 20
1 1 1 11 4 — 35
1 2 0 11 4 — 35
1 2 1 15 538
1 3 0 16 538
2 0 0 9,2 1,5 - 35
2 0 1 14 4 - 35
2 0 2 20 538
2 1 0 15 4 - 38
2 1 1 20 5_38
2 1 2 27 9— 94
2 2 0 21 5 — 40
2 2 1 28 9— 94
2 2 2 35 9— 94
2 3 0 29 9— 94
2 3 1 36 9 - 94
3 0 0 23 594
3 0 1 38 9-104
3 0 2 64 16 — 181
3 1 0 43 9— 181
3 1 1 75 17 — 199
3 1 2 120 30 — 360
3 1 3 160 30 — 380
3 2 0 93 18 — 360
3 2 1 150 30 — 380
3 2 2 210 30 — 400
3 2 3 290 90 — 990
3 3 0 240 40 — 990
3 3 1 460 90 — 1980
3 3 2 1100 200 — 4000
3 3 3 >1100
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b) Phwong phap cay trai bé mét:

S dung phwong phap phu hop theo muc Kiém tra chét lvong méi truong, sw phi hop cla phuong
phép dém, méu ching dm dé chuan bi mau thir. Tién hanh v&i it nhat 2 dia Petri cho méi loai méi
trwdng & mdéi ndng dd pha lodng. Diéu kién G va cach tinh két qua gibng phwong phap cay tron.

Phuwong phap MPN:

S& dung phwong phap phtl hop theo muc Kiém tra chét lvong méi trurong, sw phi hop cla phuong
phép dém, mau chimg 4m dé& chuan bj mau thtr. U tat ca cac 6ng nghiém & 30 °C dén 35 °C trong 3
ngay dén 5 ngay. C6 thé cdy chuyén néu can theo qui trinh phu hop. Tai mdi néng dd pha lodng, ghi lai
s6 lwong 6ng nghiém c6 vi sinh vat phat trién. Xac dinh sb lwong vi sinh vat trong 1 g hodc 1 ml mau
thtr theo Bang 13.6.3.

Dénh gia két qua

Tbng sb vi sinh vat hiéu khi dwoc coi 1a sb khuan lac dém dwoc trén méi trwéng thach casein dau
twong. Khuan lac ndm phat hién dwoc trén méi trwong nay ciing dwoc coi ld mot phan cla téng sb
vi sinh vat hiéu khi. Téng s6 ndm duoc coi la sb6 khudn lac dém dwoc trén mdi trwdng thach
Sabouraud-dextrose. Khi tdng sé nAm vwot qua gi¢i han chap nhan cta mau thr do vi khudn moc trén
moi trwdng nay, co thé sir dung méi trwdng thach Sabouraud-dextrose cé bd sung khang sinh (vi du
cloramphenicol). Sé lwong vi sinh vat dém dwoc bang phwong phap MPN duoc coi la tdng sb vi sinh
vat hiéu khi. Néu khong thay c6 khuan lac moc trén dia c6 d6 pha lodang 1/10 thi két luan ché pham cé
it hon 10 CFU trong 1 g hoac 1 ml.

Du:a vao gidi han nhiém vi sinh vat cho phép, c6 thé danh gia nhw sau:

10 CFU: SO lwgng toi da dwoc chap nhan = 20;

10° CFU: S lwong tbi da dwoc chdp nhan = 200;

10° CFU: Sé lwong t6i da dwoc chap nhan = 2000 va cw tiép tuc nhw vay.

Cac dung dich va méi trwdng nudi cly dwoc liét ké trong muc Dung dich pha lodng va méi truong.

2. XAC PINH VI SINH VAT GAY BENH

Gi&i thiéu

Phép thr sau day cho phép xac dinh sy khéng hién dién hodc hién dién vé&i sb lwong han ché ctia mot
s6 vi sinh vat gay bénh trong mau thtr dwdi nhivng diéu kién da qui dinh.

Phép th&r nhdm danh giad ché pham th&r c6 dap (ng tiéu chuan chat lwong da céng bd vé chi tiéu vi
sinh vat hay khéng. Khi st dung phép thir cho muc dich nay, can tuan thi theo chi dan phia dudi vé sb
lwong mau dem thir, danh gia két qua.

C6 thé sir dung qui trinh xac dinh vi sinh vat khac, bao gém ca cac phwong phap tw déng, khi chirng
minh dwoc tinh twong dwong ctia ching véi phwong phap ghi trong duoc dién.

Qui dinh chung

Chuan bj mau thir theo mé t& & phan Chuén bi mau thi. Néu mau thtr cé chira chét (e ché vi sinh
vat, can loai bd hodc trung hoa chat (rc ché nhw mé ta trong phan Trung hoa/loai bé téc dung cua
chét trc ché.

Khi st dung chét dién hoat trong qua trinh chuin bi mau thtr, phai ddm béo chat dién hoat d6 khong
chtra doc t v&i vi sinh vat va chat dién hoat phai twong thich v&i chat bt hoat khac cung dwoc st
dung nhw mb ta trong phan Trung hoa/loai bé tac dung cua chét trc ché.

Kiém tra chat lwong méi treéng, sw phu hop ctiia phwong phap, mau chirng am

Phai chirng minh phwong phap thir co6 kha nang phat hién vi sinh vat khi c6 mat mau thir.

Phai chirng minh sw phu hop cla phwong phap khi cé sw thay ddi trong qua trinh tién hanh thi
nghiém hoé&c co sy thay déi vé ché phdm lam anh huwéng dén két qua ctia phép thir.
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Chuan bj ching vi sinh vat

C6 thé str dung hén dich chiing vi sinh vat 6n dinh da dwoc tiéu chuin héa hodc chuén bj nhw trinh bay
dwéi day. Ky thuat lwu gitr ching géc phai ddm bao vi sinh vat dwoc cdy truyén khoéng qua 5 lan tiy
giébng gbc ban dau.

Chding vi sinh vét hiéu khi:

Cay chadng vi sinh vat thir nghiém riéng ré trén moéi trwdng 16ng casein dau twong hodc modi trwdng
thach casein dau twong va G & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h. CAy ching Candida albicans
riéng ré trén moi trwong thach Sabouraud-dextrose hodac méi trwong 16ng Sabouraud- dextrose va G &
20 °C dén 25 °C trong 2 ngay dén 3 ngay.

Staphylococcus aureus ATCC 6538, NCIMB 9518, CIP 4.83 hoac NBRC 13276.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82.118 hoac NBRC 13275.

Escherichia coli ATCC 8739, NCIMB 8545, CIP 53.126, hoac NBRC 3972.

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 hodc cé thé thay thé bang
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Abony NBRC 100797, NCTC 6017, hoac CIP 80.39.
Candida albicans ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72 hoac NBRC 1594.

S dung dung dich dé&m natri clorid-pepton pH 7,0 ho&c dung dich dém phosphat pH 7,2 dé pha hén
dich chiing vi sinh vat. H6n dich dwoc st dung trong vong 2 h, néu bdo quan & 2 °C dén 8 °C thi c6
thé str dung trong vong 24 h.

Clostridia:

St dung chang Clostridium sporogenes ATCC 11437 (NBRC 14293, NCIMB 12343, CIP 100651) hoac
ATCC 19404 (NCTC 532 ho&c CIP 79.03). Cay chiing Clostridium sporogenes trén mdi trwdng tang
sinh cho Clostridia va G trong diéu kién ky khi & 30 °C dén 35 °C trong 24 h dén 48 h. Ngoai ra, thay vi
chuén bi chiing C. sporogenes dang sinh dw&ng nhuw & trén, co thé st dung hdn dich bao t& én dinh.
Hbn dich bao t&r dwoc bao quan & 2 °C dén 8 °C trong khoang thdi gian da dwoc thadm dinh.

Ma&u chirng 4m

Dé danh gia diéu kién thtr nghiém, tién hanh mau chirng 4m bang cach s dung dung dich pha lodng
thay cho mau thir. Mdu chirng &m phai khéng dwoc cé sw phat trién cla vi sinh vat. Mau chirng am
cling c6 thé dwoc tién hanh cung lGc véi mau thr nhw mé ta trong muc Céach tién hanh. Can phai xem
xét hé thdng ky lwéng khi mau chirng am khong dat.

Kiém tra chat Iwong méi trieong

Tién hanh kiém tra chéat lwong dbi véi méi 16 méi trudng pha ché s8n hodc méi 16 madi trwong dwoc
pha ché tr méi trwdng khd hay tlr cac thanh phan riéng 18.

Kiém tra chat lwong méi trudng theo chi d&n trong Bang 13.6.4.

Thir nghiém kiém tra kha nédng kich thich sw phéat trién vi sinh vat ctia méi truong 16ng:

CAy vao méi trwong Idng mét lwong nhd vi sinh vat phu hop (khéng qua 100 CFU). U & nhiét do xac
dinh trong thoi gian khong lau hon khodng thoi gian ngén nhat ma phép thtr qui dinh. Vi sinh vat phat
trién tét, rd rang trén 16 moi trwdng maéi khi so sanh véi sy phat trién cla vi sinh vat trén 16 méi trwong
da dat yéu cau chét lwong.

85



Bang 13.6.4 - Kiém tra chat lwong méi trwong

Méi truwdng

Tinh chéat

Chung thir nghiém

Mbi trdng I6ng tan , . y iR E. coli
Vi khuédn Gram sinh Entergobacgteria? Kich thich sw phat trien P. aeruginosa
a&m dung nap Mossel Pc ché sy phat trién S. aureus
méat Mbi truwéng thach mudi | Kich thich sy phat trién E. coli
mét tim doé va dac hiéu P. aeruginosa
Mbi trwdng I6ng Kich thich sy phat trién E. coli
Escherichia coli AMac(‘)onkey FJ’C ch'é sw phét’trié.r: S. aureus
M@éi trwdng thach Kich thich sw phat trien E coli
MacConkey va dac hiéu

Mbi trdng I6ng tang
sinh Salmonella
Rappaport Vassiliadis

Kich thich sw phat trién

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar
Typhimurium hoac
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Abony

Sabouraud-dextrose

va dac hiéu

Salmonella c ché sw phat trién S. aureus
Salmonella enterica subsp.
Méi triedng thach xylose, | Kich thich sy phat trién ente.rlca S erovavr
lysin, deoxycholat va dac hiéu Typhimurium hogc
ysin, y i i Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Abony
Pseudomonas Méi trwdng thach Kich thich sw phat trién P. aeruginosa
aeruginosa Cetrimid Pc ché sy phat trién E. coli
.. | Kich thich sw phat trién
Staphylococcus | Mbi triedng thach mudi s PA S. aureus
aureus Mannitol va dac hieu
c ché suw phat trién E. coli
M@éi trwdng tang sinh cho , , iy R
. Kich thich sy phat trien C. sporogenes
-, Clostridia
Clostridia e -
Moi trvang thach 1\ thich sur phat trién C. sporogenes
Columbia + P - SPorog
Mbi trudng I6ng , , fy R .
Candida Sabouraud-dextrose Kich thich sy phat trien C. albicans
albicans M@éi trwdng thach Kich thich sw phat trién .
C. albicans

Thir nghiém kiém tra kha néng kich thich sw phét trién vi sinh vat cia moi truong déc:

Dung ki thuat cy trai bé mét, cdy vao mdi dia méi trworng dac mét lwong nhd vi sinh vat phu hop (khéng
qua 100 CFU). U & nhiét dd xac dinh trong thoi gian khong 1au hon khodng thdi gian ngan nhat ma phép
thr qui dinh. So sanh sy phat trién cha vi sinh vat trén 16 méi trwérng méi véi sy phat trién cuia vi sinh vat

trén 16 moi trwdng da dat yéu cau chét lwong.
Thir nghiém kiém tra kha néng trc ché sw phét trién vi sinh vat ctia méi truong 1éng va déc:

Cay vao mdi trwdng loai vi sinh vat pht hop véi lwong it nhat 1a 100 CFU. U & nhiét d6 xac dinh
trong thoi gian khéng it hon khoang thoi gian dai nhat ma phép thir qui dinh. Vi sinh vat phai khéng

phat trién trén moéi trudng.
Thir nghiém kiém tra tinh déc hiéu cda moi truong:

Dung ki thuat cly trai bé mat, cdy vao mbi dia mdi trwdng mét lwong nhd vi sinh vat phu hop (khéng
qua 100 CFU). U & nhiét dd xac dinh trong thoi gian ma phép thir qui dinh. So sanh hinh thai khuan lac
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va phan (rng d&c hiéu cuta vi sinh vat trén 16 méi tredng méi véi hinh thai khuan lac va phan (rng dac
hiéu ctia vi sinh vat trén 16 moi trwéng da dat yéu ciu chét lwong.

Sw phu hop cua phwong phap tho

DPéi v&i mbi mau thiy, tién hanh chudn bi mau thtr nhw mé ta trong muc Céch tién hanh. Cy chiing
vi sinh vat chirng vao mai trwdng nudi cay tai thoi diém tron mau thtr vao mai trwdrng. Cay cac chang vi
sinh vat mét cach riéng ré. S6 lwong vi sinh vat dwoc cdy vao mau thir véi lwong khéng qua 100 CFU.
Tién hanh th& nghiém nhw mé ta trong muc Céch tién hanh va G trong thdi gian ngan nhat ma phép thi
qui dinh. Vi sinh vat gay bénh dwoc phat hién bang cac phan &rng dac hiéu dwgc mé ta trong muc Céch
tién hanh.

Néu ban chat mau thir cé tinh (¢ ché vi sinh vat, can thay ddi qui trinh tht¢ cho phu hop (xem phan
Trung hoa/loai bé tac dung ctia chét trc ché).

V&i mau thr ¢6 tinh tre ché vi sinh vat nhwng phwong phéap da thir khéng thé trung hoa hoat tinh trc ché
nay dwoc thi mau thir dwoc coi la khéng bi nhiém céc vi sinh vat da dwoc thlr nghiém.

Cach tién hanh
Vi khuan Gram 4m dung nap mét
Chuén bi méu the va tién G:
L4y khéng dwdi 1 g hodc 1 ml mau thi, pha lodng 10 l1&n nhw mé ta trong phan Chuén bi méu
thtr muc Kiém tra sw phu hop cia phuong phdp dém khi c6 mat méu thdr chi khac la dung méi
trwdng l1dng casein dau twong thay cho dung dich pha lodng, tron déu va i & 20 °C dén 25 °C trong
mot thoi gian thich hop dé& phuc héi lai vi khudn ma khéng 1am tang sb lwong vi khuén (thwong tr 2 h
dén khong qua 5 h).
Phét hién vi khuén:
Trtr khi cé chi dan riéng, chuyén moét thé tich twong dwong véi 1 g hodc 1 ml mau thér dwoc chuén bj &
phan Chuén bi mau thir va tién 4 vao 100 ml méi trwdng 16ng tang sinh Enterobacteria-Mossel. U & 30
°C dén 35 °C trong 24 h dén 48 h. Cay chuyén lén moi trwéng thach mudi mat tim d8. U & 30 °C dén
35 °C trong 18 h dén 24 h.
MA3u thtr khéng c6 vi khudn Gram am dung nap mat néu khoéng thay khuan lac moc trén méi truéong.
Pénh gia sb6 luong:
Phan lap va cdy chuyén: Cay lwong mau thir d& dwoc chudn bi theo phan Chuén bj mau thir va tién a
twong trng chra 0,1 g; 0,01 g va 0,001 g hoac 0,1 ml; 0,01 ml va 0,001 ml vao thé tich thich hop
moi trwdng 16ng tang sinh Enterobacteria-Mossel. U & 30 °C dén 35 °C trong 24 h dén 48 h. Céy
chuyén t&r méi 6ng méi trwdng trén sang moi trwdng thach mubi mat tim dé. U & 30 °C dén 35 °C trong
18 h dén 24 h.
DPanh gia két qua: Khuan lac moc trén moéi trwdng chirng té két qué dwong tinh. Ghi lwong nhé nhét
ctia ché phdm ma & do cho két qua dwong tinh va lwong 1&n nhéat cia ché phdm ma & dé cho két qua
am tinh. Xac dinh sb lwong vi khuan theo Bang 13.6.5.

Bang 13.6.5 - Panh gia két qua

K:’\t > d:’\- y = R I 3 .
et qua col Vo1 motireng | g6 vi khuén c6
che pham thé c6 trong 1
01g | 001g | 0,001g rong
o . . gam hoac 1 mi
hoac hoac hoac ché phim
01ml | 001ml | 0,001 ml P
+ + > 103
¥ - <10%va > 10
; ] <102va > 10
] 3 - <10
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Escherichia coli

Phat hién vi khuan:

Chuén bi mau thdr va tién :

L&y khong dwéi 1 g hodc 1 ml, pha lodng 10 1an nhw md ta trong phan Chuén bi mau thir muc Kiém tra
sw phu hop ctia phuong phép dém khi c6 mét mau thir. Cay 10 ml hodc mét lwong twong ng véi 1 g
ho&c 1 ml mau thtr vao mét thé tich phi hop méi trweng 1dng casein dau twong, troén déu va G & 30 °C
dén 35 °C trong 18 h dén 24 h.

Phan lap va cy chuyén:

L&c binh méi trwdng 16ng casein dau twong, ciy chuyén 1 ml méi trwdng 16ng casein dau twong sang
100 ml méi trwérng 16ng MacConkey va 0 & 42 °C dén 44 °C trong 24 h dén 48 h. Tiép tuc cay chuyén
sang dia mdi trwdng thach MacConkey va G & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 72 h.

Danh gia két qua:

Khuan lac moc trén méi trwdng cho thay méau thir cé thé co6 E. coli. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu bang
nhiéu phan trng sinh héa ho&c phwong phap dinh danh khac.

MAau ther khéng cé E. coli néu khéng c6 khuan lac moc trén moi trwdng hoac cac phan rng sinh hoéa,
phwong phap dinh danh dé xac dinh E. coli c6 két qua am tinh.

Panh gia sé luong:

Chuan bj m&u thir va tién G:

L4y khéng dwéi 1 g hodc 1 ml, pha loang 10 1an nhw mé ta trong phan Chuén bi méu thir muc Kiém tra
sw phu hop cta phuong phép dém khi c6 mét méu thir. Cay lwong mau ther twong (rng chiva 0,1 g;
0,01 g va 0,001 g hoac 0,1 ml; 0,01 ml va 0,001 ml vao thé tich thich hop moi trwdng ldng casein dau
twong, lac déu va i & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h.

Phan lap va ciy chuyén:

L&c binh méi trwdng 16ng casein dau twong, ciy chuyén 1 ml mdi trwdng 16ng casein dau twong sang
100 ml méi trworng 16ng MacConkey va U & 42 °C dén 44 °C trong 24 h dén 48 h. Tiép tuc cay chuyén
sang dia mdi trwdng thach MacConkey va G & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 72 h.

Danh gia két qua:

Khuan lac moc trén mdi trwdng cho thay mau thtr cé thé cé E. coli. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu bang
nhiéu phan trng sinh héa ho&c phwong phap dinh danh khac.

Ghi lwong nhd nhét clia ché phdm ma & d6 cho két qua dwong tinh va lwong 16n nhat ctia ché pham
ma & d6 cho két qua am tinh. Xac dinh sé lwong vi khuan theo Bang 13.6.5.

Salmonella

Chuén bj mau thir va tién a:

L4y lwong mau ther da xt& ly nhw mé ta trong phan Chuén bi mau thir muc Kiém tra sw phu hop cla
phuong phép dém khi cé mat méu thi twong (ng véi 10 g hodc 10 ml mau thdr va cdy vao mat thé tich
phu hop méi trwérng 16ng casein dau twong, tron déu va G & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h.
Phan Iap va cay chuyén:

Céy chuyén 0,1 ml méi trwong ldng casein dau twong sang 10 ml méi trwdng tang sinh Salmonella
Rappaport Vassiliadis va t & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h. Tiép tuc cly chuyén sang dia moi
trwdng thach xylose, lysin, deoxycholat va G & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 48 h.

Dénh gia két qua:

Khuan lac mau d8, c6 hodc khéng cé trung tdm mau den moc trén méi trworng cho thdy mau thi
c6 thé c6 Salmonella. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu béng nhiéu phan &ng sinh héa hodc phwong phap
dinh danh khac.

MAu thlr khéng cé Salmonella néu khéng cé khuan lac c6 dac diém moé ta & trén moc trén méi trwdng
ho&c cac phan (rng sinh héa, phwong phap dinh danh dé xac dinh Salmonella cé két qua am tinh.
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Pseudomonas aeruginosa

Chuén bj mau thir va tién a:

L4y khéng dwdi 1 g hodc 1 ml mau thir, pha loang 10 1an nhw mé ta trong phan Chuén bi méu thdr muc
Kiém tra sw phu hop ctia phuong phédp dém khi c6 méat mau th. Cdy 10 ml hodc 1 lwong twong
ng véi 1 g hodc 1 ml mau ther vao mét thé tich phu hop méi trwong 16ng casein dau twong, tron
déu. Bbi voi thube dan, loc mot lwong mau thtr twong dwong véi 1 miéng dan nhw mod ta trong phan
Chuén bi mau thir ctia muc Kiém tra sw phu hop cta phuong phép dém khi c6 mét méu thir qua mang
loc vd khuan va cdy vao 100 ml méi trwdng 16ng casein dau twong. U & 30 °C dén 35 °C trong 18 h
dén 24 h.

Phan Iap va cay chuyén:

Cay chuyén sang dia mdi trwdng thach cetrimid va G & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 72 h.

Dénh gié két qua:

Khuan lac moc trén méi trwérng cho thdy mau thir co thé cé P aeruginosa. Tiép tuc xac dinh bang
nhiéu bang nhiéu phan &ng sinh héa hodc phwong phap dinh danh khac.

MA&u thir khéng c6 P. aeruginosa néu khong c6 khuan lac moc trén mai trwdng hodc cac phan &ng sinh
héa, phwong phap dinh danh dé xac dinh P. aeruginosa cé két qua am tinh.

Staphylococcus aureus

Chuén bi mau thir va tién a:

L4y khéng dwéi 1 g hodc 1 ml mau thiy, pha lodng 10 14n nhw md ta trong phan Chuén bji mau thd muc
Kiém tra sw phu hop cta phuong phédp dém khi c6 mat méu thd. Cdy 10 ml hodc 1 lwong twong
ng v&i 1 g hodc 1 ml mau thér vao mot thé tich phu hop méi trvdng 16ng casein dau twong, trén
déu. Béi v&i thubc dan, loc mét lwong mau thir twong duwong véi 1 miéng dan nhw mé ta trong phan
Chuén bj mau thdr muc Kiém tra sw phu hop ctua phuong phép dém khi c6 mat méu thir qua mang loc
vo khuén va cay vao 100 ml méi trudng 16ng casein dau twong. U & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h.
Phan I4p va cay chuyén:

Cay chuyén sang dia méi trwérng thach mudi manitol va G & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 72 h.

Dénh gié két qua:

Khuan lac mau vang hodc trdng c6 vong mau vang bao quanh moc trén méi trwdng cho thdy mau
thtr cé thé cé S. aureus. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu bang nhidu phan (rng sinh héa hodc phuong
phap dinh danh khac.

M3u thtr khéong c6 S. aureus néu khong cé khuan lac cé ddc diém mo ta & trén moc trén mdi trwdng
ho&c cac phan &rng sinh héa, phwong phap dinh danh dé xac dinh S. aureus c6 két qua am tinh.

Clostridia

Chuén bj mau thir va séc nhigt:

Chuén bi téi thiéu 20 ml mau thir dwoc pha lodng 10 Ian nhw mé té& trong phan Chuén bi mau thdr muc
Kiém tra sw pht hop cta phuong phép dém khi cé6 méat méu thir twong (ng véi khong dudi 2 g hodc 2
ml m&u thir. Chia mau th thanh 2 phan, méi phan it nhat 10 ml. M6t phan dun néng téi 80 °C trong 10
min réi [am lanh ngay. Phan con lai khéng dwoc dun néng.

Phan I4p va céy chuyén:

Céy 10 ml hoac lwong twong dwong véi 1 g hodc 1 ml mau thtr ctia cd 2 phan trén vao thé tich phu
hop méi trwéng téng sinh cho Clostridia. U ca hai mau & diéu kién ky khi & 30 °C dén 35 °C trong 48
h. Sau khi G, tr m&i binh ciy chuyén sang méi trwdng thach Columbia va tiép tuc G & diéu kién ky khi
& 30 °C dén 35 °C trong 48 h dén 72 h.

Dénh gié két qua:

Sw phat trién cla trwc khuan trong diéu kién ky khi (c6 hodc khdng cé bao tlr) trén méi trweng, phan
&ng catalase am tinh cho thdy mau thtr c6 thé co Clostridia. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu bang nhiéu
phan (rng sinh hda hoac phwong phap dinh danh khac.
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MAu thir khéng c6 Clostridia néu khéng cé khuén lac c6 dac diém mé ta & trén moc trén méi trwong
ho&c cac phan &ng sinh héa, phwong phap dinh danh dé xac dinh Clostridia c6 két qua am tinh.

Candida albicans

Chuén bi mau thi va tién a:

Chuén bi mau thr nhw mé ta trong phan Chuén bi méu thir muc Kiém tra sw phu hop ctia phuong
phéap dém khi c6 méat mau thir, cdy 10 ml hodc mét lwong twong tng véi 1 g hodc 1 ml vao 100 ml méi
trwdng 16ng Sabouraud- dextrose, tron déu va G & 30 °C dén 35 °C trong 3 ngay dén 5 ngay.

Phan I4p va cay chuyén:

Céy chuyén sang méi trwdng thach Sabouraud-dextrose va G & 30 °C dén 35 °C trong 24 h dén 48 h.
Panh gia két qua:

Khuan lac mau trdng moc trén mdi trwéng cho thdy mau thir cé thé cé C. albicans. Tiép tuc xac dinh
bang nhiéu bang nhiéu phan trng sinh héa hoac phwong phap dinh danh khac.

MA3u thtr khéng co C. albicans néu khong cé khudn lac cé ddc diém mo ta & trén moc trén méi trwdng
ho&c cac phan &ng sinh héa, phwong phap dinh danh dé xac dinh C. albicans cé két qué am tinh.

3. DUNG DICH PHA LOANG VA MOI TRUONG

Céc dung dich va méi trworng nudi cdy duwoc chuén bi theo cach dwdi day. C6 thé sir dung mdi trwdng
khac khi chirng minh dwoc sw phu hop cua chung.

Dung dich dém géc

Can 34 g kali dihydrophosphat (TT) va cho vao binh dinh m&c 1000 ml, thém 500 ml nuéc, diéu chinh
pH 7,2 + 0,2 bang natri hydroxyd (TT). Thém nuéc t6i vach, tron déu. Phan chia vao cac binh, tiét
khuan, bao quan & 2 °C dén 8 °C.

Dung dich dém phosphat pH 7,2
Pha loang dung dich dém gbc vé&i nudc theo ty 1& 1 : 800 (tt/tt) va tiét khuan.

Dung dich dém natri clorid-pepton pH 7,0

Kali dihydrophosphat 3,649

Dinatri hydrophosphat dihydrat 7,2 g twong trng v&i 0,067 M phosphat
Natri clorid 4,39

Pepton (tr thit hoac casein) 109

Nwéc tinh khiét 1000 mi

Tiét khuan trong ndi hap theo quy trinh d& dwoc thdm dinh

Méi trwrorng I6ng casein dau twong

Casein thay phan b&i pancreatin 17,0 g
B6t dau twong thuy phan béi papain 3,09
Natri clorid 509
Dikali hydrophosphat 25¢g
Glucose monohydrat 25¢g
Nwérc tinh khiét 1000 mi

Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi trworng c6 pH 7,3 + 0,2 & 25 °C. Tiét khuan trong noi
hap theo quy trinh da dwoc thdm dinh.
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Méi trwwong thach casein dau twong

Casein thay phan béi pancreatin 15,09
B6t dau twong thiy phan béi papain 5049
Natri clorid 509
Thach 15,0¢
Nwoc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hép tiét khuan, méi trworng c6 pH 7,3 + 0,2 & 25 °C. Tiét khuan trong noi
hap theo quy trinh da dwoc thdm dinh.

Méi trirong thach Sabouraud-dextrose

Dextrose 40,0 g
Casein thay phan béi pancreatin 50¢9
Pepton tr mé ddng vat 5049
Thach 15,0 ¢
Nwéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi trweng c6 pH 5,6 + 0,2 & 25 °C. Tiét khuén trong ndi
hép theo quy trinh da dwoc thdm dinh.

Méi trwwong thach khoai tdy dextrose

Dich chiét t&r khoai tay 200,0 g
Dextrose 20,0g
Thach 15,0 ¢
Nwéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi trweng c6 pH 5,6 + 0,2 & 25 °C. Tiét khuén trong ndi
hép theo quy trinh da dwoc thdm dinh.

Méi trworng I6ng Sabouraud-dextrose

Dextrose 20,0g
Casein thay phan b&i pancreatin 5049
Pepton tr mé ddng vat 509
Nwéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi trweng c6 pH 5,6 + 0,2 & 25 °C. Tiét khuén trong ndi
hép theo quy trinh da dwoc thdm dinh.

Méi trwong Iong tang sinh Enterobacteria-Mossel

Genlatin thiy phan b&i pancreatin 10,0 g
Glucose monohydrat 5049
Mat bo kho 20,0g
Kali dihydrophosphat 20g
Dinatri hydrophosphat dihydrat 80g¢g
Xanh brilliant 15 mg
Nwérc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi tiét khuan, méi trudng cé pH 7,2 + 0,2 & 25 °C. Tiét khuan bang nhiét &
100 °C trong 30 min va lam lanh ngay.

Méi trwerng thach muéi méat tim dé
Cao ndm men 30g
Gelatin thay phan bédi pancreatin 709
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Mubi mat 159

Natri clorid 509
Glucose monohydrat 10,09
Thach 15,0 g
Bé trung tinh 30 mg
Tim tinh thé 2 mg
Nwac tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi tiét khuan, méi trwdng cé pH 7,4 + 0,2 & 25 °C. Tiét khuan bang cach dun
s6i, khdng duoc hép trong ndi hép.

Méi trrorng I6ng MacConkey

Gelatin thiy phan b&i pancreatin 20,09
Lactose monohydrat 10,0 g
Mat bo khd 50¢9
Tia bromocresol 10 mg
Nwérc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi trwérng c6 pH 7,3 + 0,2 & 25 °C. Tiét khuan trong noi
hap theo quy trinh da dwoc thdm dinh.

Méi trirong thach MacConkey

Gelatin thiy phan b&i pancreatin 17,09
Pepton (thit va casein) 3,09
Lactose monohydrat 10,0 g
Natri clorid 50g9
Mubi mat 159
Thach 13,59
Do trung tinh 30,0 mg
Tim tinh thé 1,0 mg
Nwéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi trwerng cé pH 7,1 £ 0,2 & 25 °C. Bun sbi 1 min, sau d6
hép tiét khuan trong ndi hap theo quy trinh da dwoc thdm dinh.

Méi trwong Iong tang sinh Salmonella Rappaport Vassiliadis

Pepton dau twong 45¢g
Magnesi clorid hexahydrat 29,049
Natri clorid 8,0g
Dikali phosphat 0,449
Kali dihydrophosphat 0,649
Xanh malachit 0,036 g
Nwérc tinh khiét 1000 ml

Hoa tan, dun néng nhe. Hap tiét khuan trong ndi hap theo quy trinh d& dwoc thdm dinh véi nhiét do
khéng qua 115 °C. Biéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi trwdng c6 pH 5,2 + 0,2 & 25 °C.

Méi trwong thach xylose, lysin, desoxycholat

Xylose 359
L-Lysin 509
Lactose monohydrat 759
Sucrose 759
Natri clorid 509
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Cao ndm men 30g

D6 phenol 80 mg
Thach 13,59
Natri desoxycholat 25¢g
Natri thiosulfat 6,89
Sat amoni citrat 0,8¢g
Nwéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi tiét khuan, méi trworng c6 pH 7,4 + 0,2 & 25 °C. Bun s6i, d& ngudi dén 50
°C thi rét méi trwdng vao dia Petri. Khong duoc hap tiét khuan trong ndi hap.

Méi trwwong thach cetrimid

Gelatin thiy phan b&i pancreatin 20,0g
Magnesi clorid 1449
Dikali sulfat 10,0 g
Cetrimid 0,3¢
Thach 13,6 g
Nwéc tinh khiét 1000 mi
Glycerol 10 ml

Pun s6i trong 1 min, khudy déu. Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi trworng cé pH 7,2 +
0,2 & 25 °C. Tiét khuén trong ndi h4p theo quy trinh da dwoc thdm dinh.

Méi trieong thach muéi manitol

Casein thay phan béi pancreatin 5049
Pepton tr mé dong vat 50g9
Cao thit bo 1,09
D-Manitol 10,0 g
Natri clorid 75,09
Thach 15,09
Do phenol 0,025 ¢

Nwdc tinh khiét

1000 ml

Pun s6i trong 1 min, l&c déu. Piéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi truéng cé pH 7,4 + 0,2 &
25 °C. Hép tiét khuan trong néi hap theo quy trinh da dwoc tham dinh.

Méi trwong tang sinh cho Clostridia

Cao thijt bo 10,0 g
Pepton 10,0 g
Cao ndm men 30g
Tinh b6t dé tan 1,09
Glucose monohydrat 5049
Cystein hydroclorid 0,59
Natri clorid 509
Natri acetat 3,09
Thach 0,59
Nwéc tinh khiét 1000 ml

Lam &m thach, hoa tan cac thanh phan bang cach dun néng t&i soi, khudy déu lién tuc. Diéu chinh pH
sao cho sau khi hap tiét khuan, mai truong cé pH 6,8 + 0,2 & 25 °C. Hap tiét khuan trong ndéi hap theo
quy trinh d& dwoc tham dinh.
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Méi trwworng thach Columbia
Casein thuy phan bdi pancreatin

Pepton twr thit

Tim thdy phan bé&i pancreatin

Cao ndm men
Tinh bét ngd
Natri clorid
Thach

Nwére tinh khiét

10,0 g

5049

3,09

5049

1,09

5049

10,0 g dén 15,0 g
1000 ml

Lam &m thach, hoa tan bang cach dun néng t6i so6i, khudy déu lién tuc. Diéu chinh pH sao cho sau khi hap
tiét khuan, mai trwdng cé pH 7,3 £ 0,2 & 25 °C. Hap tiét khuan trong ndi hdp theo quy trinh da duwoc thdm
dinh. D& ngudi téi 45 °C dén 50 °C, néu can, thém 20 mg gentamycin base va rét vao dia Petri.

4. YEU CAU GIO1 HAN NHIEM VI SINH VAT
Néu khoéng co chi dan trong chuyén luan riéng thi gi¢i han nhiém vi sinh vat cho céac loai thubc khéng
tiét khuan trong qua trinh san xuat dwoc ghi trong Bang 13.6.6.

Bang 13.6.6 - Yéu cau gi®i han nhiém vi sinh vat

Téng s6 vi sinh s oz
my LK . Tong s6 ham
. x Lz vat hiéu khi N . A AL 1A
Loai ché pham (CFUIg hoiic (CFU/g hoac Vi sinh vat gay bénh
CFU lmI). CFU/ml)
Igl::z(c:; 32??0216:51:! bong Khéng c¢6 vi sinh vat trong 1 g (ml)
Nguyén liéu hda duoc 10° 102 )
Thanh pham héa dwoc
\Cjilgrl]gndéi Us:gg(da:gél;ha 10° 102 Khéng c6 Escherichia colitrong 1 g
, - hog |
dang dung dich dau) (mi)
gssggg:%:gh&aaﬁgqc 102 10" Khéng c6 Escherichia colitrong 1 g
' I
nwaéc: siro, dung dich...) (mi)
Thuoc‘dung theo dwdng 10° 10 )
trwee trang
Thubc dung theo dwong Khéng cd Staphylococcus aureus,
niém mac miéng, lgi, 102 10° Pseudomonas aeruginosa trong 1 g
rang, da, mi, tai (ml)
P \ Khéng cé Staphylococcus aureus,
Th th
émug;::ung eo duong 102 10° Pseudomonas aeruginosa, Candida
' albicans trong 1 g (ml)
Thubc dén (3p dung cho Khoéng cé Staphylococcus aureus,
1 midn dén)p N9 102 10! Pseudomonas aeruginosa trong 1
g miéng dan
Thuéc hit (bao gbm ca Khong cé Staphylococcus aureus,
dana khi dun )g 102 10’ Pseudomonas aeruginosa, vi khuan
N9 9 Gram &m dung nap méat trong 1 g (ml).
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Thubc ubng cé ngudn

Khéng quéa 102 CFU vi khuan Gram
am dung nap méat trong 1 g (ml).

< 104 * 102*
gOc ty nhién (déng, thuc 0 0 Khéng cé Salmonella trong 10 g
vat, khoang chét); (ml).
Cao duoc lieu dung dé Khéng cé Escherichia coli,
san xuat thubc uéng Staphylococcus aureus trong 1 g
(ml).
Thubc thang, thudc bét,
... d& ngam ruou hoac
xt ly béng nwéc néng
(khdng sbi) trwde khi
dung. Khong qua 10* CFU vi khudn Gram
Cao duoc liéu dung dé 10° 10° am dung nap mat trong 1 g (ml)
80 AUOCTIEU dUNG €€ 1 g4 lwong tdi da | Sé lwong téi da | cung nap M 919
san xuat thudéc udbng ma A A Khéng c6 Salmonella trong 25 g (ml)
ua trinh chiét (Vi du duoc chap duoc ehap |\ g 06 Escherichia colitrong 1
fana frinh cniet e nhan: 5 x 10° | nhan: 5 x 104 g 919
ngam hoac ngdm nhé (ml)
giot trong nwéec...) khong
lam gidm sé lwong vi
sinh vat dat dwoc mirc *
O trén
7 5 ~ ’ 3 . . .
Thudc thang, tra... dwoc . 10 . . 10 B Khéng qua 10° CFU Escherichia coli
b e X o a SO lwgng toi da | SO lwgng tdida | trong 1 g (ml)
X ly bang nwéc soi £ £ R .
trwee khi din dwoc chap dwoc chap Khéng cé Salmonella trong 25 g
g nhan: 5x 107 | nhan:5x10° | (ml)

95



96



