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GIAO TRINH MO PUN KIEM NGHIEM VI SINH
MA MO DPUN 100406

BAI 1 - PHAN LOAI, BAO QUAN VA PHA CHE MOI TRUONG NUOI CAY
VI SINH VAT

Muc tiéu:
- Trinh bay dugc cac nguyén tic co ban trong pha ché, sir dung va bao quan méi trudng
nuoi céy vi sinh vat;
- Phén tich dugc mot sé nguyén nhan giy ra 13i sai 1éch trong pha ché méi truong nudi
céy vi sinh vat;
- Xay dung duoc quy trinh pha ché méi truong nudi cdy vi sinh vat cu thé dung trinh tu
va yéu cau k¥ thuét.
A.NOI DUNG
1. Cac thanh phin co ban clia mdi trueong nudi cy vi sinh vat

Céc chat dinh dudng ddi véi vi sinh vat 1a cac chat duoc vi sinh vat hap thy tir
moi truong xung quanh va sir dung lam nguyén liéu dé cung cap cho qua trinh sinh
tong hop tao ra cac thanh phan cta té bao hodc dé cung cap cho qua trinh trao ddi ning
luong.

Qua trinh hép thy cac chat dinh dudng dé thoa min moi nhu ciu sinh trudng va
phat trién dugc goi 1a qua trinh dinh dudng. Chét dinh dudng phai 13 nhitng hop chit
¢ tham gia vao cac qua trinh trao d6i chat ndi bao.

Phén 16n vi sinh vt tiéu hoa thirc 3n bang cach dung enzyme thily phéan thirc
an. Nho cac enzyme tuong tng, thitc an nhu chat duong bot, chat béo va protein dugc
phan ra thanh cac phan tir nho hon c¢6 thé tan dugc trong nude. Puong bot duge cit ra
thanh cac dang dudng don (monosaccharide); chit béo duoc thity phan thanh céac
alcohol, glycerol hodc cac acid béo, con protein dugc thiy phan thanh cac amino acid.
Céc phan tir ndy thuong cé kich thudc nho tan duoc trong nudce nén c6 thé chui qua
mang té bao dé vao trong té bao chat cua vi sinh vat. Sau d6, bén trong té bao con co
hé thong enzyme khac, bién cac chat don gian nay dé bién chung thanh ning lugng
hay cac vét chit cua té bao.

Ngoai ra vach té bao cua vi sinh vat nay ¢ vo s cac 16 khuyét rat nho, cé cong
dung nhu nhitng cai miéng li ti, qua d6 chat 16ng va cac phan tir thic dn don gian va
nho di xuyén qua vach té bao dé vao trong té bao chat. Sau khi vao trong té bao, cac
phan tir thirc an duoc té bao vi sinh vat str dung giéng nhu ¢ té bao dong vat, thuc vat
va cac nguyén sinh.

1.1. C4c chdt dinh dwéng can thiét

C6 hai nhom vat chit can thiét cho su séng ctia vi sinh vat, nhom thtr nhat 1a
nuoc, la yéu t quyét dinh sy dinh dudng cta vi sinh vat; nhém thir hai gém cac vat
chit cAu tao boi céc nguyén t6 C, H, O, N, P, S, K, Na, Ca... Cac nguyén td nay cling
c6 thé chia ra cac nguyén td co ban cho vi sinh vat va cac chét vi lugng.

1.1.1. Nguyén 6 co ban

C, H, O, N, P, S va K. Cac nguyén t6 nay hién dién trong tat ca cic hop chét
(nhu chat protein, chat béo, dudng bot...) va & dudi dang ciu triic giong nhau trong tat
ca cac loai vi sinh vat, ngay ca trong virus. Riéng céc nguyén t6 C, H, O, N chiém t&i



90 % dén 97% toan bd chat kho cua té bao. Ngoai ra mot sé nguyén t6 khac ciing 1a
nguyén t6 co ban nhu Ca, Na, Fe, Mg...d4p tng cho timg nhom vi sinh vat. Vi du: Fe
rat can thiét cho vi khuan hiéu khi, cac vi sinh vat c6 quang hop rat can Mg.

1.1.2. CA4c chat Vi lwong

Gom cac nguyén té ma vi sinh vat rat can thiét cho sy tang truéng, nhung vai
s6 luong rat it. Vi du nhu: Fe, Mn, Ca. Ngoai ra c4c vitamin 1a nhitng chit phuc tap,
cling du phan nhu nhiing chat vi luong vi chi can mot lugng nhé ciing kich thich duoc
sy tang trudng.

Céc chit vi lugng & cac vi sinh vét khac nhau 1a khong giéng nhau. Trong cac
diéu kién nudi cdy khac nhau, twong Gmg véi cac giai doan phat trién khac nhau, luong
chat vi lvong trong cting mét loai vi sinh vat ciing khéng gidng nhau.

1.2. M6i trieong nudi cdy vi sinh vt

Sy sinh trudng cta quan thé vi sinh vat trong méi trudng dinh dudng nhan tao
duoc goi la nuoi céy (cultivation). Mot kiéu nuéi céy chi chira mdt loai vi sinh vat
duoc goi 1a nudi cdy thuan khiét (pure culture). Nudi cdy hon hop (mixed culture) 1a
mot loai nuoi céy chira nhiéu hon mét loai vi sinh vat.

- Cac budc can thiét cho nudi cdy vi sinh vat nhu sau:

+ Chudn bj mdi trudng nudi cay phu hop vai vi sinh vat, gitp cho sy sinh trudng t6t
nhat.

+ Tiét tring moi trudng nudi trude do dé loai bo cac sinh vat sdng khéng mong mudn
c6 sin trong moi truong nudi cay.

+ Cay vi sinh vat vao mdi truong da chuéan bi.

Thong thuong méi truong nudi cdy duge chuan bj trong cac binh nudi phd bién
nhu ong nghiém, binh tam giac, dia petri, ndi 1én men... Mdi truong dinh dudng
thuong khac nhau vé ty 18 cac thanh phan nguyén t6 co ban va cac chat vi luong.
Ngoai ra vé hinh thai méi truong nudi cdy c6 hai dang phd bién 1a dang ran va dang
long, dang long thuong duoc 4p dung cho hé thdng nudi cdy lién tuc trong cong
nghiép.

2. Phén loai mdi truwedong nudi cdy vi sinh vt (Culture medium)
2.1. Vé thanh phén

C6 4 loai moi trudng nudi cdy: méi trudng tu nhién con goi 1a moi trudng thuc
nghiém (empirical media), moi truong tong hop, méi trudng ban tong hop va méi
truong song. Cac loai moi truong nay khac nhau rat nhiéu vé hinh thic va thanh phan
tiy theo loai vi sinh vat can nudi ciy ciing nhu tuy thudc vao muc dich cta cong tac
nudi cy.

M®0i trwong nudi cdy tw nhién: thudng chira dyng nhiéu chét hiru co va vo co
tan trong nudc co thé dap ung yéu ciu vé dudng chit cia mot sd 16n vi sinh vat
(khong phai 1a tat ca). Cac moi trudng tu nhién duge dung phd bién 1a: sita, nude trich
thit bo, nudc trich cac loai rau ct hodc ngii cdc ... Cac loai mdi truong trong nhém nay
dé chuan bi va co thé sir dung cho nhiéu muc dich thong thuong trong nghién ctru vi
sinh vat.

Khuyét diém cta loai moi trudng tu nhién 1a khong thé biét chinh xac thanh
phan dinh dudng ciing nhu thanh phan dinh dudng ciia nhitng lan chuan bi khac nhau,



s& rat khac nhau. Do d6, d6i khi két qua nudi ciy cua cac 1an chuin bi méi truong khac
nhau c6 thé s& khong giéng nhau.

M®i trwong nudi cdy tong hop: Dé b sung khuyét diém cua moéi trudng nudi
ciy tu nhién, ngudi ta da thiét 1ap cac moi truong nudi cdy tong hop. La moi truong
chi gdm céc hop chit hoa hoc tinh khiét, xac dinh va duoc 1y véi nhitng ndng do cho
trudec.

Uu diém cta cac loai méi trudng nudi cy tong hop 13 ta ¢ thé biét 16 ciing
nhu diéu khién thanh phan dinh dudng ctia méi truong mot cach dé dang. Ngoai ra,
day 1a loai méi trudng rat chinh xac nhd d6 chung ta tranh dugc su thay doi trong cac
lan chuan bi méi truong, ciing nhu s& 14 moi trudng rat tdt cho cac loai vi sinh vat da
dugc biét rd nhu ciu dinh dudng cua ching.

Khuyét diém ctia moi truong tong hop 1 twong ddi méc tién, chudn bi khé phirc
tap va mat thoi gio hon ddi v6i méi truong tu nhién, va chi st dung cho ting loai vi
sinh vat xac dinh dwoc nhu cau dinh dudng. Truong hop vi sinh vat chua xac dinh,
khong thé nudi cdy trén moi truong loai ndy mot cach bao dam.

MOi trwong nudi cdy ban tong hop: Moi trudng nudi cdy ban tong hop 1a moi
truong nudi cdy ty nhién dugc bod sung thém véi mot sé chat dinh dudng dugc xéac
dinh.

Vi du: khi nudi cdy vi khuan Xanthomonas campestris pv. oryzae ngudi ta
thuong dung moi trudng Wakimoto. Tuy nhién trong lac can phén 1ap va tach dong vi
khuan tir mot té bao thi vi khudn nady moc khong duoc tbt trén moi trudng Wakimoto.
Pé thyc hién cong tac nay ngudi ta phai thém vao méi trudng Wakimoto mot s6 lugng
rat nho Fe dudi dang chelate hoa, goi 1a moi trudng Wakimoto bién d6i. Vi khuan sé&
moc thanh cac khuan lac (tir mot té bao) rat tot trén moi trudng moi nay

MOi truwong nudi cdy song: Ding dé nudi cdy mot s6 vi sinh vat dic biét co
tinh ky sinh bit budc. Vi du: Virus khong nudi cdy duoc trén moi truong nudi ciy
nhan tao, do d6 can nudi cdy chung trén sinh vét dang song.

Vi dy: d6i véi virus gay bénh dau mua, ngudi ta nudi cay ching trén con bo con
song va sau d6 thu thap virus trén con bo 4y dé 1am thudc chung bénh dau mua. Phan
16n cac virus ky sinh trén dong vat chung ta phai nudi cdy trong phdi cia trimg ga 16n
hoac trén chuot, tho...

2.2. Vé trang thdi vt Iy

Cin ctr vao trang thai moi truong nguoi ta chia moi trudng nudi cy vi sinh vat
thanh moi truong dac, moéi truong ban dac va moi truong dich thé.

Moéi trwong dic: day 13 loai moi truong dugc lam dong dic lai nho bd sung
thém thach (agar — agar), gelatin hay silicagel. Mdi truong dac phai dam bao dugc cac
yéu cau sau day:

- Khong bi vi sinh vat nudi cay sir dung

- Gilr dugc trang thai dac trong nhiét do nudi céy vi sinh vat. D& hoa tan khi dun nong
(thudng duoc diéu chinh bang lwong chira chit lam dic trong méi trudng)

- Nhiét do dé lam ddc moi truong khong qua thap

- Chat 1am dic moéi trudng khong c6 hai dbi véi vi sinh vt

- Giir dugc trang thai trong sudt clia moi truong



- Gia thanh khong qua cao, pha ché méi truong d& dang

Pic diém Thach Gelatin
Nong do thuong dung (%) 1,5-2,0 5-12
Nhiét d6 hoa tan ( °C) 96 25
Nhiét @ dong (°C) 40 20
pH Hoi acid Acid
Chat khoang (%) 16 14-15
CaO (%) 1,15 0
MgO (%) 0,77 0
N (%) 0,4 18,3
Vi sinh vt cé thé sir dung lam chét Tuyé¢t dai da ) khong Nhiéu vi sinh vat c6 thé
dinh dudng su dung su dung

MGoi truwong ban dic (semisolid medium): Moi truong ban diac la moéi truong
chi chira 0,2-0,7% thach va thuong duoc st dung dé quan sat kha niang di dong cta vi
sinh vat, ...

Méi trwong dich thé (liquid medium): Moi trudng dich thé hay méi truong
long 14 cac mdi trudng khong bod sung cac chat tao dong moi truong. Mai trudng dich
thé ngoai viéc str dung trong nghién ctru tai phong thi nghiém con duoc st dung rong
rdi trong san xuat 16n tai cac nha may 1én men cong nghiép.

2.3. Vé cong dung

Cin cir vao muc dich sir dung ngudi ta chia moi trudong nubi cay thanh nhiéu
loai khac nhau:

Méi trwong co sé (minimum medium): 12 moi trudng c6 chaa cac chat dinh
dudng co ban can thiét cho su sinh truong, phat trién caa da sb vi sinh vat. Méi truong
co so thong dung la méi truong cao thit - peptone.

Moi trwong lam giau hay con goi 1a moi treong gia phu (enrichment medium):
Trén méi trudng co s& cho thém mot s6 chat dinh dudng dic biét dé thich hop vai viéc
nudi cay mot so6 nhodm vi sinh vat. Cac chat bo sung thém cd thé 1a mau, huyét thanh,
cao nAim men, md dong vat hay thyc vat.

Vi du dé nubi cy vi khuan Bordetella pertussis ngudi ta ding méi trudng co
s& Difco 0048 nhung bo sung bang thao tac vo triing mau tho (d4 loc qua nén loc) sau
khi d& khtr trang méi truong 15 phut & 121°C, sao cho ndng do cubi 1a 15%.

MGoi trwong giam biér (differential medium): dung trong viéc giam dinh cac loai
vi sinh vat khac nhau dé xac dinh vi tri phan loai cua ching. Nhu khi xac dinh kha
nang sinh protease thi bd sung casein hay gelatin, kha ning sinh amylase thi thém tinh
bot tan, kha nang sinh lipase thi thém dau an va chi thi mau, kha ning sinh H,S thi
thém Pb acetat, ..

Méi trwong chon loc (selective medium): ding dé phan lap ting nhém vi sinh
vt riéng biét tir mot quan thé vi sinh vt trong tu nhién. Dva vao yéu cau dinh dudng




dic biét cua tirng nhom vi sinh vat hoic tinh man cam khac nhau d6i vai hoa chat, véi
chat khang sinh ma dua thém vao méi trudng nhitng chat twong thich, nham wc ché sy
sinh trueéng cua cac nhom vi sinh vat khac va giup cho phan lap dugc nhom vi sinh vat
can nghién cuu.
3. Nguyén tic pha ché, sir dung va bao quan mai trueong

Hién nay tat ca cac phong kiém nghiém vi sinh vat déu sir dung méi trudng
dong kho trong thyc té kiém nghiém. Moi truong dong kho han ché kha nang bién
dong gitra cac 16 mdi treong so vai viéc tu pha tir cac hop phan riéng ra.
3.1. Bdo qudn méi trwong
- M6i truong dong kho can duoc bao quan noi kho rao, thoang, tranh anh sang, nhiét
d6 thich hop khoang 15-25°C, cac binh, lo chira phai luén ddy nip kin dé tranh bi 4m
gay vdn cuc moi trudng
- Mbi trudng von cuc can duoc loai bo bai nhitng thay doi sinh hoa cé thé xay ra.
- Khong dé moi trudng di duge pha ché & ngoai anh sang va nhiét do phong.
- Khong ding méi trudng da hét han st dung.
3.2. Pha ché méi truong
3.2.1. Hoa tan moi truong
- Str dung nudc cat dé pha méi trudng
- Can lugng moi trudng can thiét roi tron voi luong nudc cat bang 1/2 thé tich moi
truong can pha, lic k§ dé tao thanh mot dang huyén phu dong nhat. P thém phan
nudc con lai sao cho khong con bot moéi truong bam trén thanh binh.
- Cac moi truong dong kho khong chira thach hodc gelatin thudong duge hoa tan trong
nudc lanh hoac dun nhe.
- M6i trudng chira thach hodc gelatin duoc dun néng dé hoa tan hoan toan.
3.2.2. bBiéu chinh pH
- Gid tri pH ctia cac moi trudng dong duoc pha ché bang nudc cit trung tinh tring hop
v6i gia tri ¢ nhiét d6 nudi cy dic trung, tuy nhién néu can ciing nén kiém tra va diéu
chinh lai pH, dac biét 1a khi phai str dung cac mdi trudng cil.
- Gi4 tri pH phu thudc rat nhiéu vao thanh phan cia méi trudng nudi cdy, nhiét d6 moi
truong khi do va cach thirc xir Iy méi trudng trong thodi gian pha ché (cach hoa tan,
cach khu trung, ...).
- Viéc do va chinh pH can duoc thuc hién & nhiét d6 khoang 45°C véi moi truong dac
hoac nhiét do phong véi moi trudng 1ong.
- Str dung dung dich HCI hodc NaOH 1IN dé diéu chinh pH vé gia tri yéu cau.
3.2.3. Khit trung
- Poc hudng dan chi tiét trén timg hop moi trudng theo yéu cau clia nha san xuat.
- M6i truong thuong duge khir tring bang ndi hip thanh trang ¢ 121°C/15 pht.
3.2.4. D6 dia
- Mbi truong can duge d6 ra dia & nhiét do khoang 45-55°C nhdm tranh sy ngung két
hoi nuée trén nap hop petri.
- Can lic nhe mdi truong trude khi d6 dé dam bao sy dong nhét ciia moi truong.
3.2.5. Pha méi truong nudi cdy c6 phdn vng acid
- Cac moi truong thach c¢6 pH thap hon 6.0 can duoc pha ché mot cach can than bai



thach bj thuy phan khi dun nong trong méi trudng acid va do rin ctia méi trudng s&
giam, vi vay can tranh sy chay 16ng cia moi trudng.

- C6 thé bd sung thém thach trude khi pha ché moéi trudng, khoang 5g/1.

3.2.6. Chudn bi méi trieong thach nghiéng

- Pé c6 modt bé mat thach du rong cho viéc nudi céy vi sinh vat trong 6ng nghiém,
nguoi ta st dung phuong phép thach nghiéng”

- Cac 6ng nghiém chira moi truong thach da duoc khir tring van con chay 1ong dugc
dit nghiéng sao cho phin mit nghiéng va phan day déu dai khoang 3cm va dugc dé
d6ng lai trong trang thai Ay.

4. Nguyén nhan mét sb sai 1éch trong pha ché va sir dung méi trueong

4.1. Moi trwong von cuc

- P 4m qué cao trong thoi gian bao quan.

- Dung cu chira bi dé mo qué lau.

- Khong day nap ky sau khi dd mo.

- Méi truong qua cil.

4.2. Méi trwong bi duc hodc két tiia

- Nudc khong duoc khir ion mot cach day du.

- Chai lg dung pha moi1 truong khong sach.

- pH khong dung.

- M6i truong bi dun néng qua mirc trong khi pha ché.

- Trong trudng hop mdi trudng tu pha tron, cac hop phan co ban chira tap chat giy két
tua.

- Mbi trudng bi duc hodc taa do vat liéu tir mau cdy.

- M6i trudong di pha bi mat nude do boc hoi.

4.3. pH sai léch

- Nudc khong trung tinh.

- Dung cu chita khong day nap k¥ sau khi di khui mé.

- M6i trudng bi dun néng qua mirc trong khi pha ché.

- Méi truong qua cil.

4.4. Diém dong dic qud cao

biéu nay quan trong khi vat liéu mau hodc cac chit kém chju nhiét duge tron vao moi
truong trong khi moi trudng van con & trang thai 1ong.

- Can qua nhiéu mai truong kho.

- Thach khong thich hop.

4.5. Mirc on dinh ciia gel qud thép

- Can khong da moi truong kho.

- Mo6i truong kho khong tan hoan toan.

- M6i truong bi dun qua nhiét hoic pH thap.

- Dung cu khéng duoc suc rira k trudce khi do dia.

- Trong truong hop moi truong tu pha tron, thach khong thich hop hodc qua it.

- M6i truong c6 tinh acid khong duge pha ché theo nhitng diéu kién thich hop.

4.6. Méi truwong bi déi mau

- Trong trudng hgp mai trudng c6 chira chat chi thi: pH khong chuan.



- Moi truong ¢6 mau tdi, cac sic td bi phan hiy, cic loai dudng bi caramel hoa: méi
treong bi dun qua nhiét trong khi pha.

- Binh, lo dung pha ché khong sach.

4.7. Méi trwong di pha bi nhiém

- Khtr tring khong day du.

- Nhiém sau khi khir trung.

- Dia petri bi nhiém.

5. Kiém tra 16 mdi treong méi

5.1. Pham vi ap dung

Huéng dan nay ap dung cho tat ca cic loai moi trudng: ran hay léng; chon loc hay
khong chon loc, dung dich pha loang.

Chuan bi méi truong tham chiéu (méi truong ching) va chung chuan

- Chon mdi trudng tham chiéu phai 1a méi truong khong chon loc:

+ Pdi voi vi khuan: khi kiém tra méi truong dic thi sit dung méi truong tham
chiéu 1a TSA, méi truong long thi str dung BHT.

+ P6i voi nAm men va nAm mébc: mdi truong tham chiéu 1a SDA.

- Chon chiing vi sinh vat va diéu kién nubi cdy theo méi trudng can kiém nghiém:

+ P6i voi moi trudng ran hay 1ong dung cho phan 1ap hay nuéi ciy: ding mot
chung vi sinh vat theo quy dinh ctia nha san xuat.

+ Dbi v6i moi truong dung thir phan ung sinh hoa: ding hai chung vi sinh vat
theo quy dinh cta nha san xuat: mot ching c¢6 phan Gmg duong tinh va mot ching co
phéan tng am tinh.

5.2. Kiém tra
5.2.1. Méi truong rin
- Mbi truong can kiém duoc kiém tra pH, dun tan va d6 dia. Lam kho trong ti 4m
37°C.
- Mo6i truong tham chiéu duoc kiém tra pH, dun tan va d6 dia. Lam kho trong ti 4m
37°C.
- Dung que cdy vong ldy mot khuyén chung vi sinh vat vao éng nghiém cua 10ml canh
thang BHI (Brain Heart Infusion). U qua dém & 37°C + 1,0°C.
- Lac k¥ dng nghiém. Pha lodng canh truong theo cac nong do pha loing thap phan
(107, 102, 10'3....) dén ndng d6 pha lodng phu hop sao cho & mot ndong do pha lodng
nam trong diy do c6 s6 lugng khuan lac dém dugc trén dia nam trong khoang 10-100.
- DUng pipet vo trung hat 0,1ml & timg ndéng d6 pha lodng cho vao dia méi trudng can
kiém tra va moi truong tham chiéu. Dung que cdy trang dan déu trén mit thach. Dbi
v6i moi trudng chon loc mdi nong d6 cay 1 dia; vdi méi trudng khong chon loc mdi
nong do ciy 2 dia.
- U cac dia ¢ nhiét do thich hop véi vi khuan va moi truong trong 48+3 gio.
- Pém céc dia co sb khuan lac tir 10-100
- Tinh chi sb phat trién Pr (Productivity Ratio): Pr = N¢/N,
Trong do6: N.- s6 khuan lac tinh duoc trén méi truong can kiém tra

No- s6 khuan lac tinh duoc trén moi trudong tham chiéu
- Tiéu chi chap nhan:
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Déi v6i moi truong khong chon loc: 1,3 > Pr>0,7

Pdi v6i moi trrong chon loc: Pr> 0,3
5.2.2. Moi truong dung thu phan wng sinh hoa
- Cay ching vi khuan c6 phan tng duong tinh (chung ching duong) va ching c6 phan
mg am tinh (ching chimg am) vao céc dng riéng chira canh thang BHI, u qua dém &
37°Cc £1,0°C.
- Cay lan luot timg chung vi khuan da nudi trong BHI véo cac 6ng méi truong thir sinh
hoa, i & 37°C + 1,0°C trong 2443 gio.
- Poc két qua am, duong tinh va so sanh.
- Tiéu chi chap nhan:

Ong cdy ching duong tinh cho két qua duong tinh.

Ong cdy ching 4m tinh cho két qua 4m tinh.
5.2.3. Moi truong long chon loc
- Cay chiing chuan ciia dang vi khuan can chon loc vao 6ng nghiém hay binh chira moi
truong 10ng chon loc dic hiéu cho vi khuan d6. U ¢ nhiét do thich hop cho vi khuan
trén trong 2443 gio.
- Cy vi khuan vira duoc nudi ciy 1én méi truong phan 1ap (dang ran) diac hiéu cho vi
khuén d6. U ¢ 37°C + 1,0°C trong 48+3 gio.
- Poc két qua.
- Tiéu chi chip nhan: vi khuan phat trién tot trén méi trudng phan lap.
5.2.3. Moi truong long khong chon loc
- Xac dinh ndng d6 pha lodng twong tng vai sé dém tir 10-100 cfu/ml dung dich khi
cdy mot khuyén ching vi khuan vao 6ng nghiém chira 10ml canh thang BHI.
- Ttr nong do pha loang d6, hut 1ml dung dich cho vao dng nghiém chira 10 ml moi
truong can kiém tra. U ¢ nhiét do thich hop trong 24+3 gio.
- Xac dinh chi s phat trién cua vi khuan trong ong dua vao mic do nhin thiy cac
duong ké ngang (& =1/3pt) trong bang Wickerham (dit phia sau 6ng) khi nhin xuyén
qua ong, theo cac mirc:

3+: khi cac dudng cua bang rat khé nhin thiy thi su phat trién cta vi khuan.

2+ : khi cac duong cia bang nhu nhitng dai 16 mo.

1+: khi cac duong cta bang rd rang nhung cac duong vién bi nhoe.

-: khong nhin thdy sy phat trién cta vi khuan.

B. CAU HOI VA BAI TAP

1. Trinh bay cac nguyén tic co ban trong pha ché, st dung va bao quan méi trudng
nudi ciy vi sinh vat.

2. Phan tich mot s6 nguyén nhan gay ra 15i sai léch trong pha ché méi truong nudi cay
vi sinh vat.

3. Pha ché moi truong dic, pha ché mdi truong 1ong.

11



BAI 2. LAY MAU, VAN CHUYEN VA BAO QUAN MAU KIEM VI SINH VAT
Muc tiéu:

- Néu duoc cac diéu kién can va quy dinh caa cong viéc 14y mau phan tich vi sinh vat;

- Trinh bay dugc cac phuong phap 14y miu, bao quan va chuin bi mau phan tich vi
sinh vat;

- Xay dung dugc quy trinh 14y mau, bao quan va chuén bi mau phén tich vi sinh vét
dung quy dinh, dam bao yéu cau ky thuét.

A.NOI DUNG
1. Muc dich va yéu ciu
Trong kiém nghiém vi sinh, cong doan ldy, van chuyén va bao quan miu mic
du dugc thyc hién bén ngoai phong kiém nghiém nhung lai 1a cong doan rat quan
trong trong qua trinh thir nghiém. Moi sai sot trong cong doan nay (vi du: luong mau
khong di, mau bi nhiém ban tir moi truong bén ngoai, bi nhiém ban tir dung cuy, bi
bién ddi do cac qua trinh 1y, hoa, sinh hoc dién ra trong khi bao quan mau) déu cé thé
dan dén sai léch nghiém trong két qua thir nghiém. Do vdy, thuc hién cong doan nay
nghiém tuc va dung quy cach s& gop phan khong nhé vao sy chinh xac cta két qua thir
nghiém.
Viéc ldy mau phai bao dam hai diéu kién sau:
- Mau lay phai dai dién duogc 16 hang hodc noi 1dy mau (khi kiém tra vé sinh
cong nghi¢p) va dugc nhan dang ro rang.
- Ham luong céc chét hay céc vi sinh vat can xac dinh khoéng duoc bién doi ké
tir khi ldy mau dén khi phan tich.
1.1. Muc dich ciia viéc ldy méu
Muc dich cua viéc 1y mau phan tich 1a chon mot thé tich nho (hay khéi luong
nho) phit hop va vira du ciia d6i twong can nghién ctru phan tich dé 1am phan tich ngay
tai hién truong, hay dong géi van chuyén vé phong thi nghiém dé xir 1y va xac dinh
(dinh tinh hay dinh luong) cic chit ching ta mong mudn nhung lai dam bao giir
nguyén ding thanh phan cta di twong thyc té 14y mau. Do d6 1y miu 1a giai doan
dau ciia qua trinh phén tich. Néu lay sai thi qué trinh phan tich khong thé hién dung két
qua phan tich phan anh dung thuc té. MAu ldy phén tich phai dam bao dugc cac yéu
cau sau :
+ Dam bao thuc hién dung va du vé dam bao chat luong va kiém soat chat
luong (QA/QC, Quality Ansurrance/Quality Control)
+ Pai dién ding cho d6i twong can nghién ctru hay phan tich
+ Pap ung ding yéu cau phan tich hay nghién ciru xem xét
+ Liy mau khong 1am mat hay nhiém ban thém chat phan tich vao mau
+ Phai phu hop theo phuong phép chon dé phan tich
+ C6 khéi lwong du dé phan tich, khong qua nho va ding theo yéu cu
+ Mau phai c6 1y lich va cac diéu kién rd rang.
1.2. Cdc diéu kién can ciia cong vigc ldy méu
Chung ta biét rang, muc tiéu cta viéc 1y mau 1a chon mét phan thé tich hay
khéi lwong mau cua ddi tugng véi lugng du cho can thiét dé nghién ctru (hay phan
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tich) dé van chuyén vé phong thi nghiém dé xac dinh cac chi tiéu can thiét ma van bao
dam thé hién dung cac thanh phan thuc té ctia mau d6. Do d6 viéc 1dy miu can tudn
thu nhitng diéu kién nhat dinh:

+ Theo tirng mau phan tich nhat dinh

+ Theo mdt quy trinh chi tiéu nhat dinh dbi voi timg loai va di dugc chip nhan

+ Theo nguyén tb hay chit phén tich

+ Dung cu ldy mau phai theo dung quy cach chudn va phai dam bao QA/QC

+ Nguoi ldy miu phai co tay nghé, phai dugc huin luyén dé thyc hién

+ C6 s6 sach ghi chép va c6 hd so 16 rang

Chi khi thao mén cac diéu kién va yéu cau trén thi két qua phéan tich méi néi lén
thanh phan (ham luong cta chit trong mau phan tich. Con néu khong thoa man cac
diéu kién d6 thi du phuong phap phan tich co chinh xac di nira ciing khong néi 1én
dugc ding néng do (ham luong cua chét).

2. Thi tuc 1y méu va quén 1y miu
Tai liéu “Hudng dan/ thi tuc 14y mau va quan 1y mau” phai néu ro:
2.1. Trach nhiém cua nguwoi phu trdach
- Chi dinh nguoi ldy miu cu thé, nguoi da dugc dao tao hodc da qua hudng din k¥
thuat ldy mau.
- Pam bao miu dugc ldy theo diing yéu cau: ¢6 day du chuong trinh/ké hoach, phuong
phap 1iy mau thich hop.
2.2. Trdach nhiém ciia ngwoi liy méu
- Poc k¥ tai liéu 1am cin ¢t ldy mau twong Gng (tai liéu ludn c6 san dé dung).
- Chuan bi du cac trang bi, dung cu ldy miu va bao quan mau phu hop.
- Chuan bi bién ban ldy mau, nhin mau.
2.3. Quy dinh ldy mdu
2.3.1. Ké hoach ldy mau
* Lay miu kiém tra 16 hang

Luong mau kiém tra 16 hang tily thudc vao san pham cu thé, nhung khong dugc
it hon yéu cau kiém nghiém. Theo TCVN thi lugng mau liy khéng 16n hon 0,1% 16
hang, 16 hang cang 16n ty 18 iy mau cang thip nhung khong it hon 2 don vi san pham.

Mat do cac vi sinh vat trong thuc phém dugc qui dinh gig1 han vé1 mot $6
luong nhét dinh tuy theo ting nhom vi sinh vét can phan tich (tong sd vi khuan hiéu
khi, téng s coliform...) va yéu cau cua ting loai thuc pham (hang dong lanh, hang
chin...) va luat vé vé sinh an toan thuc pham. Ddi vdi cac vi sinh vat gdy bénh thong
thuong yéu cau khong duoc hién dién trong mot khéi lwong thue pham xac dinh.

S6 luwong vi sinh vat duoc xac dinh trong thuc pham cé thé khong bao gid phan
anh chinh xéac s6 luong vi sinh véat thuc té ¢ trong mau, vi thé theo quy udc, mot
khoang gidi han tinh theo cép dd dugce thiét lap dé nhan biét cac mau thuc phém khong
dat yéu cau.

Cap 1: cach ldy mau c6 dién, trong d6 viéc danh gia két qua kiém nghiém dua
trén mot gia tri duy nhat cia mau, vi du TCVN va mot sd nudc chau A... cho phép
téng sb vi khuan hiéu khi trong mat hang thiy san dong lanh 1a < 1.000.000 vsv/1gram
san pham.
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Cép 2: ké hoach léy mau loai 2 dugc dung cho céc thir nghiém dinh tinh vi sinh
vat gay bénh, vi du 1dy mot s6 lwong mau nhat dinh (n=>5, 10, 20 hay nhiéu hon) dé
phan tich dinh tinh vi sinh vat gdy bénh. Két qua duoc coi 1a khéng dat khi 1 trong sb
5 mau (n=>5) bi phat hién c6 vi sinh vat giy bénh (c=0). S6 lwong mau thir phu thudc
vao mdi nguy hiém cua timg loai thuc pham néu co sy hién dién cua vi sinh vat gay
bénh. Thuc phdm c6 mbi nguy hiém cao 1a nhirng loai thuc phim khong qua gia nhiét
truée khi str dung hay nhitng thuc phadm c6 tinh nhay cam cao, vi du thuc pham danh
cho nguoi giavatréem ...

Cép 3: Khoang dat yéu cau khi mat do vi sinh vat nho hon théng sé gi6i han
duéi (m); khoang gi6i han chap nhan c6 diéu kién (vi du: ¢/n =2/5) khi mat d6 vi sinh
16n hon giéi han dudi nhung nho hon hon gi6i han trén (M). Khoang khong chip nhan
khi mét do ndy cao hon gi6i han trén M. Giéi han trén M thudng cao hon it nhat 10 1an
so v&i thong sd gidi han dudi m. Vi du téng s6 vi sinh vat trong san pham tring dugc
thanh tring Pasteur ¢ yéu cau nhu sau:

n=5,c¢=2m=5x10° M=10°

Trong d6 n 1 s6 mau thir nghiém, ¢ 1a s6 mau dugc phép nam trong khoang sat
mép gilta m va M.

* LAy mAau kiém tra vé sinh cong nghiép

Luong mau phai di dé phén tich, thong thudng trong lwong mau téi thiéu dugc
quy dinh nhu sau:

Dang rin (phan thit): 200 gram
Dang 1ong (nudc dung trong ché bién, nuéc mam...): 500 ml
2.3.2. Vi tri ldy mau

Gia tri két qua tir cac phong thi nghiém phu thudc rat nhiéu vao vi tri va cach
lay mau.

Trong cac nha may ché bién thyc pham, thong thudng mau ding cho kiém tra
vé sinh cong nghiép dugc ldy voi mot khéi lugng nhé tai nhiéu thoi diém va nhiéu
cong doan khac nhau trong qua trinh ché bién. Co thé tap trung ldy miu tai cong doan
thanh phdm nhiéu hon, nhung trong mot s6 trudng hop can thiét, didu nay co thé ap
dung cho mdt vai cong doan trong yéu trong qua trinh san xuat.

Déi vé6i cac loai mAu thit hay c4, noi nhidm chu yéu 1a bé mat san pham, vi thé
c6 thé sir dung cac dung cu 14y mau bé miat dé quét trén bé mit san pham hay cit miu
trén bé mat voi do day khoang 2-3mm.

Déi v6i cac thuc phim da dong goi, 1ay mau tir cac goi 16n tir d6 1y ra cac don
vi bao go6i nho hon.

2.3.3. Dung cu ldy mdu va thung chita mdu

Thudng sir dung cac binh nhua c6 nip bang nhom hay bang chit déo, bao nilon
dé chira mau. Khong nén sir dung cac binh bang thuy tinh dé chira mau béi vi c6 thé bi
v& gay nhiém mau hay giy tai nan cho nguoi phan tich.

Dung cu lay mau thuong lam bang cac loai chat lidu khac khac nhau nhu vat
dung dung dé 1ay mau dong lanh 14 cac khoan tay da duoc vo tring, hay céc dao, thia,
kéo duogc hdp, siy hoic rira trong cac dung dich tay tring.

2.3.4. Ghi ky hiéu va nhdn dang mau thir
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Phong kiém nghiém phai c¢6 quy dinh riéng vé ghi ky — ma hiéu ctia miu thir
sao cho c6 thé nhan dang dugc mau thir trong sudt qué trinh tir khi 1dy mau dén khi tra
phiéu két qua phan tich. Khong dé xay ra nham 13n do viéc sir dung ky hiéu khong rd
rang hodc ghi sai v6i ngudn gbc ctia mau, vi du: viéc ghi ky hiéu riéng cho timg phan
xuong, ky hiéu riéng trén bao bi nguyén liéu cua khach hang. ..

Ky - mi hiéu nay s& xuét hién trén miu va trén tat ca cac gidy to, sd sach c6 lién
quan dén mau thtr nhu: bién ban léy mau, phiéu giao nhan mau, s6 nhan mau, bao céo
két qua thir nghiém, phan miu luu (néu cb).

Ky — ma hiéu ghi trén miu phai dam bao bén ving v6i cc tic nhan vat Iy nhu
khong bi phai muc, dugc ghi trén nhan ¢6 do bam dinh tot.

2.3.5. Bdo qudn va vin chuyén mau
* MAu thwe phim

Céac mau sau khi 1y dugc bao quan tach biét nhau trong cac thing bao quan
mau va duoc bao quan lanh trong sudt thoi gian van chuyén dén phong kiém nghiém.
Tai phong kiém nghiém mau dugc chuyén vao trong ti dong va dugc phan tich ngay
trong thoi gian c6 thé dugc.

Néu khong duge phén tich ngay, mau phai duoc bao quan ¢ -20°C cho dén khi
phan tich. Néu cic mau khong thé bao quan dong, ¢ thé bao quan trong ti lanh 0-4°C
nhung khong qué 36 gio.

Cac loai thuc phém nhu d6 hop, thuc phém c6 do Am thép, hay thuc phém khé
hu hong c6 thé bao quan & nhiét do phong cho dén khi phén tich.

Nén giit mau trong cic bao bi ban dau. Néu phai chuyén miu qua bao bi khac,
mau phai duoc chira trong bao bi sach/ v6 tring va lam bang vat liéu khong anh huong
dén chét luong va tinh trang ban dau ctia mau, 1am sai 1éch két qua phan tich.

Mau phai duoc bao quan trong diéu kién thich hop trudc khi van chuyén vé
phong kiém nghiém. Céc vat dung chira mau phai duoc thiét ké sao cho miu khong bi
nhiém ban va tranh thay d6i khac do cac yéu td co, 1y, hoa hoc.

Ché d6 bao quan mau:

+ Mau mau hong (sushi cac loai, dong IQF, dang hit chan khong, dang udp
d4): phai duoc bao quan lanh ngay sau khi 1dy mau bang thung cach nhiét c6 da dé duy
tri mau & nhiét do thap (0-40C). Mau cin dugc dé trong bao kin, tranh tiép xtc truc
tiép v6i nude da.

+ Mau dang dong block: khong duoc dé tan da mot phan hodc toan phan trude
khi vé dén phong kiém nghiém.

+ Mau khong thudc dang mau héng: sir dung céac bao tii kin, nhiét d6 bao quan
trong thoi gian van chuyén khong vuot qua 45°C.

Yéu cau vé mau kiém: mau duoc chép nhan khi:

+ Dung cu chita mau khong 10 ri, c6 nap day kin, khong bi nit, thing giy
nhiém ban mau.

+ MAu dang hut chan khong: bao bi kin, khong c6 khi bén trong.

+ Mau dang block, dang nguyén con phai nguyén ven, khong giap nat.

*MAau nuéc
Néu c6 thé, phan tich cac chi tiéu vi sinh ngay sau khi ldy mau dé tranh nhiing
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thay doi khong luong trude duge. Néu mau khong thé phan tich trong vong 1 gid sau
khi 14y mau, phai bio quan trong cac thung lanh trudc khi van chuyén mau dén cac
phong kiém nghiém. Néu két qua phan tich c6 lién quan dén phép luat, phai sir dung
mot phuong tién van chuyén dic biét dé chuyén mau dén phong kiém nghiém chiam
nhat 13 6 gio véi mot quy trinh bao quan dic blet

Nhiét 6 bao quan nudc udng, nude sudi, hay nudce bi 6 nhidm la dudi 10°C va
thoi gian van chuyén khong qua 6 gio. Bao quan trong ti lanh tai cic phong kiém
nghiém ciing khong dugc qua 2 gio. Trong diéu kién bit budc khong thé van chuyén
mau vé phong kiém nghiém nhanh hon 6 gid, phai xem xét dén viéc trang bi cac
phuong tién phén tich ngay tai vi tri 1dy mau hodc st dung quy trinh 1 cho.

Tuy nhién cac yéu cau trén khé duoc dap tng. Trén thuc té cac chi tiéu yéu cau
thoi gian van chuyén va bao quan 1a khong qua 24 gio. Khong chap nhan cac mau khi
giri dén phong kiém nghiém bang con dudng buu dién va khong duge bao quan theo
cac yéu cau.Thoi gian va nhiét do bao quan mau phai dugc ghi chép lai trong s theo
ddi mau.

3. Xir Iy so' b mau thwe pham trong phong phén tich vi sinh
3.1. Pham vi ap dung

Phuong phap nay huéng dan viéc ldy mau va xi 1y so bd mau thuc pham va
dugc ap dung dé phan tich vi khuan, nAm men, nAm méc d6i voi cac mau dang rin,
dang mém va dang long.

3.2. Nguyén tic

Theo quy trinh chuan, mau dé phan tich tai phong phan tich vi sinh duoc xac
dinh boi mot phan thé tich, khdi lugng hay bé mit 14y tir mot san pham thuc pham.
3.3. Thuéc thir

Ngoai dung dich pha lodng saline pepton, trong trudng hop dic biét co thé st
dung cac dung dich pha loang chon loc khac.
3.4. Ldy mdu va chudn bi méu
3.4.1. Dinh nghia

Mau kiém (laboratory sample): mdt lugng thuc phém duoc léy mau, dugc
chuyén di hoac duoc tiép nhan dé kiém tra.

Mau phan tich: lugng mau duoc dung dé phan tich va 1a mot phan ctia mau san
pham duoc dem phan tich.

3.4.2. Ldy mdu

Mau kiém phai mang tinh chat dai dién cho 16 thyc pham.

Mau kiém ctia mot 16 hang 16n hodc miu thyc pham chua bao géi t6i thiéu phai
dat 200 gram, trong khi mau san pham bao goi tdi thiéu chi can 100 gram.

Véi san pham bao goi, chi nhitng san phim con nguyén bao méi duoc dung dé
phan tich. Mau thirc dn cho dong vét quéa nhiéu thanh phan nén phai Iy tdi thiéu 500
gram dé phén tich.

3.4.3. Chudn bi mau

Mau kiém con trong bao goéi duoc bao quan theo huéng dan ghi trén nhin, mau
khong bao gbi dugc bao quan & 0-4°C. Mau phai duge phén tich trong vong 24 gio tir
khi 14y. Trong truong hop xac dinh dugc thoi gian sir dung, yéu cau vé nhiét d6 va thoi
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gian cho kiém c6 thé dai hon. Mau kiém dang dong phai duoc boc dé chdng mat nuée
va gitt & nhi¢t do t6i da 18°C cho dén khi phan tich.

Thuc phim dong lanh: Mau kiém hang dong phai duoc rd dong & tdi da 4°C
trong vong 18 gid. Nhitng mau co kich thuéc nho hodc dé tan c6 thé dat trong ti 4m (<
37°C) dé ra dong. Qua trinh rd dong phai dugc hoan tt trong vong 15 phut.

3.5. Tién hanh
3.5.1. Xac dinh hé vi sinh vat bén trong cdc loai thuc phcfm ran

Dung dung cu v6 trung 14y mot mau tir bén trong san pham, it nhat khoang 10
gram trir khi ¢6 yéu cau khac theo cac phuong phap phan tich dic hiéu. Chuyén miu
vao bao, rot dich pha mau va can. Ty 1é mau : dich pha mau 1a 1:9. Pong nhat mau
trong tai dap mau 30 gidy. Néu mau kho dap c6 thé déng nhit trong 1 phut. Mau phai
dugc pha lodng ¢ nong do thich hop dé co thé sir dung phén tich ngay.

3.5.2. Xdc dinh hé vi sinh vdt bé mdt cdc loai thuc phcfm ran

Liy mot 16p mong bé mit (day 1-2 mm) véi dién tich téi thidu 10 cm?, trir khi
¢ yéu cau khéac theo cac phuong phap phan tich dic hiéu. Cho vao bao, pha lodng ty
theo ty 1& 1:9, 10 gram mau + 90ml dung dich pha lodng.

Pong nhat mau trong vong 30 gidy. Néu mau kho dap c6 thé dong nhat trong
mot phat. 1ml dich pha lodng mau twong duong véi sb vi sinh vat trén 1/100 bé mat da
chon (1 ml dai dién cho 0,1cm?® khi bé mit 14y mau 1a 10 cm®) va c6 thé ding dé ciy
vao trong hodc 18n trén cac co chit twong tng.

3.5.3. Xac dinh hé vi sinh vdt trung binh o cdc logi thuc phcfm ran va mém
* Thywe pham (bao gdom ca nguyén liéu)

Léy va can mdt lugng mau xac dinh tir thuc phém can kiém trong diéu kién vo
tring sao cho ty 1& bé mat va bén trong tuwong xung phi hop cho viéc danh gia chat
lugng vi sinh ctia thyc phadm. Lugng mAu tdi thiéu can cho phan tich 1a 10 gram.

* Thue pham dang kho roi

Tron méu kiém that déu trude khi 1dy mau phan tich. Néu khong thé tron k§ trong bao
bi gbc thi chuyén mau sang lo hoic binh chtra vo tring thich hop dé tron.

Can 10 gram mau, cho vao tii dp mau co6 chira 90 ml dung dich pha lodng (hoic theo
huéng dan cu thé tiiy phuong phap). Pong nhat mau trong 30 gidy.

3.5.4. Xac dinh hé vi sinh vdt trong thuc phcfm long

Trén mau bang cac lic dao nguoc chai 10 1an (hodc theo huéng din cu thé tuy
phuong phép). Dung pipet cdy chuyén mau vao méi trudng thich hgp. Co6 thé pha
lodng mAau tiép néu can.

B. CAU HOI VA BAI TAP

1. Néu duoc cac diéu kién can va quy dinh cia cong viéc 1dy mau phan tich vi sinh vat
2. Trinh bay duoc cac phuong phap 14y mau, bao quan va chuin bi mau phén tich vi
sinh vat;

3. X4y dung quy trinh liy va bao quan mau nudc, mau thuc pham
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Bai 3.
NUOI CAY VA PINH LUQNG MAU TRONG KIEM NGHIEM VI SINH
Muc tiéu:
- Trinh bay duoc cac phuong phap nudi cdy va dinh luong vi sinh vét, phuong phap
khtr trung vat liéu nudi céy sau khi st dung;
- Ap dung dugc mot sé ki thuat 1am tiéu ban trong nghién ctru hinh thai vi sinh vat;
- Xac dinh duoc phuong phap dinh luong vi sinh vat phit hop véi mau phan tich.
A.NOI DUNG
1. Nudi cdy vi sinh vat
Qua trinh nudi cdy vi sinh vat gdm 2 hoat dong: ciy va nubi.
- Nuéi 13 qua trinh dam bao, duy tri nhitng diéu kién thuan loi nhat cho su hoat dong
va phat trién cta vi sinh vat.
- Céy la nhimng thao tac chuyén vi sinh vat tir méi trudng dang séng sang mot moi
truong thuén lgi hon cho sy phat trién cua ching.
Hai hoat dong nay ludn gin bo véi nhau va khong tach rdi nhau trong qua trinh nghién
ciru va ung dung vi sinh vat.
1.1. Muc dich nuéi céy
- Phat hién su c6 mit cta vi sinh vat trong cdc mau phan tich
- Nhan gidng vi sinh vat
- Bao t6n cac chung giong vi sinh thuan
- Nghién ctlru céc dac tinh sinh 1y sinh hoa, sinh thai cua vi sinh vat
1.2. Nguyén tiic
- Moi thao tac nudi cdy déu phai thuc hién trong diéu kién vo tring dé tranh ngoai
nhiém
- Mbi trudng, dung cu can phai duoc khir tring triét dé
- Duy tri t6t cac diéu kién nudi cay dé vi sinh vat phat trién
1.3. Cdc phwong phdp cdy vi sinh vit
1.3.1. Dung cu cdy
- Que cay thang: que cdy kim loai c6 dau nhon, thuong ding dé cdy cac chung & dang
khuén lac tir mdi truong ran 1én moi trudng ran hodc 1ong
- Que cdy vong: que cdy kinh loai dau c6 vong tron, thuong dung dé ciy cac ching tir
mai truong ran hoic 16ng 1én moi truong ran, 1ong.
- Que cdy trang: bang kim loai hodc bang thuly tinh, dau hinh tam giac, ding dé dan
trai vi sinh vat trén bé mat thach ran.
- Pipet thuy tinh dung dé chuyén mot lwong vi sinh vét nhit dinh 1én bé mit moi
treong ran hodc long. Hodc st dung cac micropipet voi cac dau tip vo tring co thé
thao roi hodc thay doi.
- Pau tim bong vo tring cdy gidng tir méi trudng 10ng 1én bé mit méi trudng ran.
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Hinh 3.3. Micropipet — Pdu tip/dau cén — Hop dung ddu con
1.3.2. Cac thao tac vo trung

Thao tac cdy dugc thuc hién trong mot khong gian vo tring: st dung ti cdy
ding dén cyc tim khtr tring méi trudng xung quanh, hoic st dung ngon Iira dén con
oxy hoa khong khi tao khong gian v trung.

Nguoi thuc hién thao tac cdy sir dung ging tay hodc khir tring tay bang con 70°
hoic cac dung dich diét khuan, twong ty nhu vay khir tring mat ban thao tac truéc khi
bét dau thao tac vo trung. Sau khi hoan tat, viec céy chung, tién hanh sat trung tay, mat
ban lam viéc tuong tu nhu khi bat dau.

1.3.3. Cdc kj thudt cdy

* Ky thuit ciy ria

- Dung que cay vong dd dugc khtr tring nhing vao dich mau, hodc 14y mét it gidng dé
c6 dugce cac vi sinh vat can phan lap.

- CAy ria cac duong trén dia petri chira méi trudng thach thich hop nhu hinh 3.4. Sau
mdi dudng ria lién tuc, ddt khir tring que cdy va 1am ngudi trudc khi thuc hién duong
ria tiép theo.

- Lat ngugc dia, nudi ¢ nhiét do va thoi gian thich hop trong tu Am.
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Hinh 3.4. Phwong phdp cdy ria

* K¥ thuat ciy trang

- Dung pipet chuyén 0,1ml dich khuan 1én bé mit moi trudng thach trong dia petri.

- Str dung que cay trang di dugc khir tring hodc khtr tring trén ngon lira dén con. Dé
dau thanh gat ngudi trong khong gian vo tring.

- M& nhe dia petri, dat nhe thanh gat 1én bé mit thach cua dia petri. Dung dau thanh
gat trai déu dich khuan trén bé mit thach. Trong khi trai, thuc hién xoay dia mot vai
1an dé tao diéu kién cho thanh gat trai dich khuan déu khip bé mit moi truong.

- Lat nguoc dia, nudi & nhiét do va thoi gian thich hop trong tu 4m.

* K¥ thuat cdy do dia

- Dung pipet chuyén 1ml dich khuan vao dia petri chua c6 méi truong

- Db mot 16p mdi trudng thich hop, & nhiét d6 45-50°C. P4y nip hop petri

- Do nhe dia petri sang bén trai 5 vong va bén phai 5 vong.

- Pé moi truong ngudi, dong lai

- Lat nguoc dia, nudi ¢ nhiét do va thoi gian thich hop trong ta am.

* Ky thuit cay chuyén

Cay chuyén giéng tir 6ng nghiém nay sang 6ng nghiém khac hay sang binh tam
giac...ta thuong ding que cdy vong va tién hanh trong phong vo tring trén ngon laa
dén con.

Tir moi trudng thach nghiéng sang méi truong thach nghiéng: Tay trai cam hai
ong nghiém vai d6 nghiéng vira phai (6ng giéng o ngoai, dng mdi truong ¢ trong) gitra
hai ngdn cai va tro, tua 1én ngdn tay gitra, long ban tay hudng 1én trén. Dung cac ngon
tay phai xoay long nut bong. Tay phai cAm que cdy va dot vo tring trén ngon Iira. Sau
d6 rit cac nut bong bang cac ké ngon tay phai, ho néng cac miéng nat bong trén ngon
Itra. Pua que cdy vao 6ng giéng ldy mot it gidng trén vong que cdy, rdi chuyén que ciy
VA0 tan phan cudi phan thach nghiéng ctia 6ng moi truong ciy theo hinh chit chi, hoic
hinh vong xodn hodc hinh thang. Chu ¥ trudc khi 1dy gidng can dit vong que cay vao
bé mit thach chd khong c6 gidng vi sinh vat phat trién dé 1am ngudi dau que ciy va
khi d4 lay giéng dau que cdy khong dé cham vao thanh 6ng nghiém.

Tir méi trudng 1ong trong 6ng nghiém hodc trong binh tam giac: Ta dit vong
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que cdy co giéng va khua cho giéng hoa vao dich cdy, con cdy gidng tir dich nudi ciy
long ta dit vong que cdy cé giéng 1én thanh 6ng nghiém hodc binh gan chd méi
treong, roi nghiéng moi trudng cho cudn di. Truong hop cy dich gibng ta con dung
pipet da vo trung.

Sau khi cdy xong d6t miéng dng nghiém, ho ndéng cic miéng nit bong trén
ngon lira va day nat bong lai va dem nuéi ¢ ti 4m thich hop.

1.4. Nuéi u vi sinh vat

Dé dam bao sy phat trién cua vi sinh vat, sau khi cdy xong phai quan tim dén
cac diéu kién nudi dudng ching.

- Nhi¢t do: phai chon nhiét do tdi uu cho su phat trién cua moi chung vi sinh vat va
duy tri nhiét d6 6n dinh trong qua trinh nudi.

- P6 am: dé duy tri 46 Am trong qua trinh nudi 1, can: — dam bao di lugng nude khi
lam moéi truong; khi can thiét co thé dé nudc bdc hoi trong ti 4m.

- Khi oxy

Dbi v6i vi khuan hiéu khi cung cdp thuong xuyén va day du khong khi bang cach
thudng xuyén lic binh chira méi trudng trong qua trinh nudi G néu nudi trong moi
truong dich thé; moi trudong thach khi lam can do méi trudng du day dé oxy khong khi
c6 thé thdm vao.

Po6i v6i vi khuan ky khi, han ché oxy bang cach d6 paraffin 1ong trén bé mat moi
truong, hoac céy sau vao trong moi truong dac, hodc nudi trong tu 4m CO,.

2. Quy trinh nhén giong va bao quan chiing vi sinh vat chuin

2.1. Nguon géc

Chung chuan cung cép cho phong kiém nghiém phai c6 ngudn gdc tir cac nha
cung cip hay céac t6 chitc cung cap gidong co uy tin, ¢ chirc ning cung cip chung
gidng vi sinh vat.

Gidng duoc cung cAp phai dam bao yéu ciu vé chit luong, hoat tinh, c6 cac dic
diém sinh hoa, tinh chat khang nguyén dap (mg yéu cau ciia phong kiém nghiém.

Khi nha cung cip chuyén dén phong kiém nghiém, cac dng chung phai c¢6 nhan,
ghi tén ddy du, ma sd, ky hiéu chung loai kém theo hudng din bao quan, sd lan ciy
chuyén va cac dic diém sinh hoa, khang nguyén. Hinh 3.5.

2.2. Nhén giong va bdo qudn

Chung gidng dang dong kho tir cac ngan hang giéng duogc coi 1a gidng goc. Tur
day ching dugc nhan 1én trong moi trudng canh thang (Ian cay chuyén thir nhat).

Vi sinh vét tir méi trudng canh thanh dugc cdy chuyén vao moéi trudng thach
dinh dudng Tryptone Soy Agar (TSA) va moi trudong chon loc.

Khi 6ng chung sip hét thoi gian bao quan cho mét lan cdy chuyén, cac ching
gidng duoc nhan 18n trong moi trudng canh thanh dinh dudng va ciy chuyén vao cac
6ng thach nghiéng dé bao quan tuong tu.

Véi mbi chiing chuan chi duoc cy chuyén toi da 5 1an ké ca 1an nhan gidng dau
tién. Sau mdi 1an céy chuyén déu phai kiém tra lai hoat tinh va do thuan cua chung.
Khi hét thoi han cdy chuyén phai thay ching gidng méi.
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Hinh 3.5. Chiing giong chudn

2.3. Sir dung chiing chudn trong phan tich méu

Céac chung chuan trong méi trudong thach nghiéng trude khi st dung 1am mau
ddi chung duong duoc cdy sang moi trudng thach dia khéng chon loc (Plate Count
Agar -PCA, TSA hoic Nutrient Agar — NA) nham kiém tra d6 tinh khiét, cac dia nay
duoc bao quan va st dung trong 1 tudn.

2.4. Chui y khi sit dung chiing chudn

Chung chudn phai duoc bao quan cin than & 4°C, mdi éng chung phai c¢6 nhin
ghi thong tin nhu: tén, ky hiéu ching, ngdy, sb lan cay chuyén....

Kiém nghiém vién phai than trong va tuin thu cic quy dinh vé an toan trong
phong kiém nghiém khi cay chuyén hodc thao tac v6i cac ching chuin dé tranh nhiém
bénh hodc lam lay lan mam bénh.

Dung cu sau khi tiép xtic v6i cac ching chuan vi khuan phai duoc thanh tring
can than. Puoc hip khir tring & 121°C trong 20 phut trude khi dem rtra, dung cu thuy
tinh ngam trong dung dich chlorine, sau d6 rira bang xa phong va trang lai nudc sach
trude khi phoi kho.

3. Ky thuat nghién ctru hinh thai vi sinh vat

Pé quan sat, nghién ctru hinh thai vi sinh vat thi phai quan sat dudi kinh hién vi
nén can phai 1am tiéu ban cac té bao séng va tiéu ban cac té bao da dugc cb dinh (€
bao chét).

3.1. Ky thudat soi twoi vi sinh vt

Day 1a phuong phép don gian, nhanh, ding dé quan sat té bao vi sinh vat dang
séng, dang van dong, sinh san, chi dung mot lan. C6 mét sd loai tiéu ban tam thoi sau
day:
3.1.1.Tiéu ban giot ép

Pugc dung dé x4c dinh hinh théi céc t€ bao vi sinh vat, xac dinh kich thuéc va
su sdp xép ctia chung, phuong thirc sinh bao tir, kha ning di dong. Cach 1am nhu sau:

Trén mot phién kinh kho ta gié mot giot nudc cat vo trung hay nudc mudi sinh
ly (0,5 + 0,85%), dung que cy ldy mot it té bao vi sinh vét hay cac vat liéu can nghién
ctru khac hoa déu vao giot nudc d6. Khi ding dung dich huyén pht ma trong d6 mat
d6 cac té bao vi sinh vat khong dac 1am thi ding que cdy hodc pipet 1y mét giot dich
d6 gio vao chinh giita mot phién kinh that sach. Sau d6 dung 1a kinh ép 1én giot dich
mAu sao cho khong tao bot khi. Trudng hop giot nudc chua choan hét bé mat 14 kinh ta
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gid thém vao bén canh dé cho tran thém vao hodc trudng hop giot nude tran ra ngoai 14
kinh thi ding gidy loc dé bén ria cho thim bét di. Dat ban miu lén gia kinh hién vi va
quan sat.

3.1.2. Tiéu ban giot treo

Dung dé quan sat sy sinh san cua vi sinh vat, sy hinh thanh va su nay mam cia
bao tir, phat hién kha niang di dong va mdi quan hé cua cac té bao vi sinh vit véi cac
kich thich hoa hoc. Cach lam nhu sau:

Dung phién kinh c6 vét 1dm & giita dé chira giot treo dudi 14 kinh. Truéc khi
ding can bdi mot it m& vaselin xung quanh vét 16m. Sau d6 dung que ciy hoic pipet
14y mot giot dich nghién ctru gi6 vao chinh giita 14 kinh, réi ding 2 ngén tay (ngdn cai
va ngbn giira) 14t sap 14 kinh (cho giot treo xudng dudi). Dit nhe nhang 14 kinh c6 giot
treo 1én chd 16m ctia phién kinh. Chua y khong dé giot nghién ctru cham vao thanh hoic
day vét 1om. Dat ban miu 1én gia kinh va quan sat. So voi phuong phéap giot ép thi
phuong phap nay quan sat dé hon va co thé dung l1au hon.
3.1.3.Tiéu ban tam thoi co nhuém mau

Quan sét cac té bao sdng khong mau nhicu khi khong ro, dé khiac phuc diéu dé
ta dung phuong phap nhuém mau. V§i phuong phap nay con cé thé phan biét duoc té
bao song va té bao chét: gip thudc nhudm té bao chét bit mau ngay, con té bao sdng
sau vai phat mdi bat mau. Dé té bao song va hoat dong trong thoi gian quan sat, ta
phai chon loai thudc nhudém it doc ddi voi ching va dung véi nong do lodng (0,01 +
0,001%). Thudc nhudém thudng dung 1a xanh metylen hodc fuchsin lodng. Cach lam
nhu sau:

- Cho mét giot thudc nhudm va mot giot dich nghién ctru 1én phién kinh, tron déu roi
ép 14 kinh 1én va dem soi ngay dudi kinh hién vi.
- Cho mdt giot thudc nhudém 1én phién kinh, dan déu thanh mot vung nho roi dé kho.
Sau d6 gio mot giot dich nghién ctru 1én ving do, rdi ép 14 kinh va dem soi duéi kinh
hién vi.

+ Fuchsin lodng (2 + 3 phat)

+ Xanh metylen (3 + 5 phut)

Sau d6 dung nudc rira sach, dé kho va quan sat.

Céch pha cac thudc nhudém trén nhu sau:

- Pha Fuchsin lodng. Muén c6 thudc nhuém Fuchsin lodng trudc tién phai pha
Fuchsin dic theo Zil (Ziehl) c¢6 thanh phan nhu sau:

Fuchsin bazo: 19

Phenol tinh thé: 59

Cdn 96: 10ml
Glycerin: vai giot
Nudrc cat: 100ml

Nghién Fuchsin véi phenol trong cdi, thém vai giot glycerin va timg it mot con
cho dén hét. Khi hdn hop da tron déu, khong con cuc nho, ta thém nudce dan dan vao
va khudy déu, dé yén trong 48 gio, loc. Thudc nhudém ndy c6 thé bao quan trong nhiéu
thang va thudng dung dé nhudém phirc tap.

Pha Fuchsin loang: 1ml Fuchsin dic theo Zil + 9ml nudc cét.
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- Pha xanh métylen bao hoa trong ruou: cho 3g xanh métylen vao 100ml ruou
960, lac déu, dé vai ngdy, mdi ngay l4c vai 1an, sau d6 dem loc. Dung dich c6 thé bao
quan lau. Khi dung pha lodng 5 + 10 14n bang nuéc cét.

- Pha xanh métylen theo Loeffler:

Xanh metylen bao hoa trong ruou: 30ml
Dung dich KOH 1%: Imi
Nudc cat: 100ml

3.2. Phwong phdap nhugpm Gram
3.2.1. Chudn bi vét béi

Gidng nhu khi 1am tiéu ban giot ép: trén mot phién kinh kho ta gié mot giot
nudc cit vo trung hay nude mudi sinh 1y (0,5 + 0,85%), dung que ciy ldy mot it té bao
vi sinh vat hay cac vat liéu can nghién ctru khac hoa déu vao giot nude dé, rdi dan that
mong. Khi ding dung dich huyén pht ma trong d6 mat do cac té bao vi sinh vt khong
dic 1am thi dung que ciy hodc pipet ldy mét giot dich d6 gio 1én phién kinh sach rdi
dan that déu, that mong. Khong nén lam cac vét bdi c6 mat do vi sinh vat qua 16n hay
qué nho.
3.2.2. Lam khé vét boi

Tiéu ban duoc 1am kho trong khong khi ¢ nhiét do phong. Vét boi mong s& kho
rat nhanh. Néu né kho cham, co thé siy nhe trong mot ludng khong khi nong bang
cach cAm phién kinh ho 1én phia trén cao ctia ngon Itra dén con, hay dén khi. Pong tac
nay phai lam rit can than, khong dugc lam qué nong vét boi, vi nhu vay thi vi sinh vat
s& bi bién dang di.

3.2.3. C6 dinh vét boi

C6 nhiéu muc dich khac nhau: gan cac té bao vi sinh vat 1én phién kinh dé tranh
bi rtra trdi vé sau, 1am cho vét bdi bat mau thuée nhudém dé& hon béi vi cac té bao chét
dé nhuoém mau hon céc té bao song va dé an toan sir dung vét boi hon, nhat 1a khi st
dung céc vi sinh vat gay bénh.

C6 nhiéu phuong phap c¢6 dinh vét bdi, phuong phap don gian nhat 1 cb dinh
bang sttc néng ( ban mau ho trén ngon lira dén con hai, ba lan. Cha ¥ chi ho mit dudi
ctia ban mau trén phan ngon lira khong nong 1am, nghia 13 vét boi nim & phia trén cia
phién kinh). Phuong phap c¢é dinh bang nhiét it nhiéu cling lam bién dang té bao vi
sinh vat. C6 thé dung phuong phap c¢b dinh bang hod chét: con 950 trong 5 + 20 phdat,
hoic gio vai giot cdn 90 + 95° 1én vét bodi roi dbt chay va déap tit ngay (1am vai ln, sau
dé khé). Dung ruou metylic trong 5 phut, aceton trong 5 phit.

3.2.4. Nhuém mau

Nhuom Gram: Vi sinh vat thuong chia thanh hai nhém: gram (+) va gram (-).
Trong té bao cua vi sinh vat Gram dwong c6 chira phirc chat dic biét, mudi Mg
ribonucleat, khi phirc chat nay két hop véi thudc nhudm triphenylmetyn (nhu tim
gentian, tim két tinh, tim métyl...) va iot s& cho mau tim rat bén vitng, chiu duoc tac
dung ctia con. Nhiing vi sinh vat Gram am khong c6 dic diém nay nén bat mau hong.

Céac vi sinh vat Gram (+) gom cdu khuan, tryc khuan hiéu khi c6 nha bao
(Bacillus subtilis, Bacillus mensentericus, ...)..... Cac vi sinh vat Gram (-) gdm vi
khuan dudng rudt (Escherichia coli, Bacillus typhi...)....
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Thudc nhudém Gram gom co:
+ Dung dich tim gentian cacbolic:

Tim gentian: 19
Cdn 96% 10ml
Acid cacbolic 5%: 100ml

Hoa tan thudc nhudém véi con réi cho acid vao, lac déu. Sau d6 thém tung giot
con cho dén khi hét vang kim loai trén bé mat.

+ Dung dich Lugol:
lot: 19
KIl: 29
Nude cat: 300ml

Hoa KI trong 5ml nudc cat cho tan hét rdi cho iot vao va thém dén 300ml.

* Cdch nhuém gom cde buée sau dady:

- Lam vét boi, dé kho

- C6 dinh vét bdi bang cach ho qua vai 1an trén ngon lira dén con

- Nhuom bang tim gentian trong 1 + 2 pht

- P6 hét thudce di, nho dung dich lugol va dé trong 1 phut

- D6 hét thubc, rira bang nude, rdi nhing vao cdn 95° trong 30 + 40 gidy. Can
1am can than vi két qua phu thudc nhiéu vao dong tac nay

- Lai rira bang nudc rdi nhuém bo sung bang fuchsin lodng trong 0,5 + 1 phit

- Rura, dé kho va soi kinh. Két qua: vi sinh vat gram (+) ¢6 mau tim, gram
(-) c6 mau do.

GRAM + GRAM -

@ F,,.-ix:m -—

/10lé
e

47 lodine a ~
N

= l e
(’) DecolIzatum \’\/—2 ) /
O Counter stain (-\

(safranin) )

Hinh.3.6. Su bdt mau thuéc nhudém & té bao Gram (-) va Gram (+)
4. Cac phuong phap dinh luwgng vi sinh vat
4.1. Phwong phdp dém truc tiép
Sb luong Vi sinh vat trong mau c6 thé dugc xac dinh bang cach dém truc tiép
trén kinh hién vi két hop st dung budng dém hong cau Petroff — Hausser. La mot lam
kinh day 2-3mm c6 mét vung dia dém nam giira lame kinh ving nay dugc bao quanh
bai mot ranh. Pia dém thap hon bé mat cia lame kinh khoang 0,02mm, c6 hinh tron vi

25



thé khi phu 1én trén bang kinh day vat thi do sdu cta dia dém s& ddng déu nhau. Ving
dia dém co dién tich 1mm?® va duoc chia thanh 400 6 vudng nhé hon, mdi 6 co dién
tich 0.0025mm?. thé tich cua mdi 6 1a 0,02 x 0,0025 mm?, thé tich nay tuong dwong
v6i 0,00005ml.
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Hinh 3.7. Buong dém Hinh 3.8. Ving dém
Phuong phap dém truc tiép cho phép xac dinh nhanh sé luong vi sinh vat cé trong
mAau. Song phuong phap nay c6 nhitng diém han ché nhét dinh sau:

+Khong phan biét duoc sb luong té bao sdng va s6 lugng té bao chét.

+Nhiing té bao nhé kho nhin ré dudi kinh hién vi va dé nham 1an té bao vi sinh
vat v&i cac manh v& nhd ciia mau.

+Kho dat d6 chinh xac.

+Phu thudc vao ky thuat va kinh nghiém ctia mdi ca nhan vé d6 pha lodng, thao
tac k¥ thuat thanh thao c6 thé c6 cac két qua khac nhau.

Cong thuec:

N = [(a/b) x 400/0,1] x 10° x 10"

N — s6 té bao trong 1ml mau nghién ciru

a - s6 té bao trong 5 6 vudng 16n

b - s6 6 vudng nho trong 5 6 vudng 16n (80)

400 — tong s6 6 vudng nho trong budng dém

0,1 — s6 thé tich dich té bao (tinh bang mm®) trong budng dém

1000 — sb chuyén mm® thanh ml

10" - d6 pha lodng mau
4.2. Phwong phdp dém khuan lac

Phuong phap dém khuan lac khac phuc dugc nhuge diém cia phuong phap
dém tryc tiép 1a cac khuan lac duge dém 1a nhing té bao con song.

C6 2 phuong phap dém dia 1a phuwong phap cdy trang (spread plate method) va
phuong phap d6 dia (pour plate method)

Véi phuong phap dém khuan lac, cac mau can phan tich phai duoc pha lodng
thanh chudi pha loang lién tiép va dugc xac dinh mot vai ndng do pha loang nhat dinh
dé cdy vao cac méi truong di chon phi hop véi cac ddi twong can xac dinh. Mbi
khuan lac dugc hinh thanh duoc xem 12 mot don vi hinh thanh khuan lac (cfu-colony
forming units). K¥ thuét thuong qua cac budc nhu sau:

Dung dich pha lodng: mét sé dung dich dung dé pha loang c6 thé 1am chét té
bao nhu: nuwdc mudi, nudc cat. Cac dung dich pha loang khong dugc dung ngay khi
lay ra tir til lanh c6 thé gy soc va lam cho vi sinh vat khong thé phat trién duoc. Dung
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dich pepton water 13 dung dich pha lodng dwgc sir dung nhiéu nhat va dugc xem la
dung dich pha lodng cho tit ca cac loai mau. Néu trong mau con ¢6 mot it cac chat khir
trung thi phai thém vao dung dich pha lodng tac nhan giam thiéu kha ning khtr tring
ctia ching, vi du: néu trong mau con du luong cta cac hop chat amonium (NH4-) thi
c6 thé thém vao d6 Tween 80 hay lecithin. Nguoc lai néu trong miu cé chira cac hop
chét chlorin hay iodin thi can thém vao d6 cac mudi nhu sodium thiosulphate.

Chudn bi cdc chudi pha lodng mau:

Bom chinh xac 9ml dung dich pha lodng vao trong éng nghiém c6 nip day. Néu
stt dung cac dng nghiém c6 nip khong dong chic duge thi phai khir tring dng nghiém,
sau do bom dung dich pha lodng vao, cac thao tac nay phai dugc thyc hién mot cach
v6 trung. Phan phdi dung dich pha lodng vao cic dng sau khi khir tring con c6 ¥ nghia
dam béo thé tich dung dich pha lodng khong bi mat do qua trinh khir tring. Cac thao
tac pha lodng tuy thudc vao ting loai mau.

Cu thé nhu sau:

- Néu pha loang cac mau 1a chét 16ng, trude khi pha lodng mau phai duoc lic
k¥, cam dau pippette siu vao trong mau khoang 17 hit ra 1ml, cho vao trong dng chira
dung dich pha lodng dau tién, lac k¥ 6ng nghiém chira mau, bo pippette vira sir dung,
dung mot pipptte méi thuc hién lai thao tac nhu trén v6i cac d6 pha lodng tiép theo. Cir
tiép tuc nhu vay cho dén khi dat duoc do pha lodng mong mudén. Mdi d6 pha lodng chi
duoc phép st dung 1 pippette. Himluong mau trong 1ml dung dich cac d pha lodng
cua day nhu sau:

Ong s 1 2 3 4
Ti 1€ pha loang 1/10 1/100 1/1000 1/10000
Thé tich mau ban diu (ml) 0,1 0,01 0,001 0,0001
Do pha loang 10 10° 10 10™

- P6i v6i cac mau rin hay ban 16ng, cac thao tic duoc tién hanh nhu sau: can 10
g mau vao trong cic bao dip mau hay cac may xay vo trung, thém 90ml dung dich pha
lodng va dong nhat mau, phai dam bao sao cho vi khuan phéan tan déu vao trong dung
dich. Sau khi miu va dung dich pha lodng dugc ddng nhit ta duoc dung dich pha
lodng 1/10. Cac do pha lodng sau dugc tién hanh twong tu nhu phan pha lodng mau
long. Trong 1ml cac dung dich pha loang chira ham lwong mau nhu sau:

Ong s 1 2 3 4
Ti 1¢ pha lodng 1/10 1/100 1/1000 1/10000
Khoi lugng mau ban 01 0,01 0,001 0,0001
dau (g)
Do pha loang 10™ 10 10° 10™

Céc 6ng nghiém chira cac d6 pha lodng khac nhau phai dugc danh dau dé tranh
nham 1an.

* Cdy méu bing phwong phdp dé dia

Céac moi trudng agar duoc dun chay trong cac chai hay trong cac éng nghiém c6
thé tich phu hop. Pugc 1am mét trong cac bé diéu nhiét & 45°C.
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Hut 1ml mdi dung dich pha lodng cho vao trong dia petri vo tring. Mdi do pha
lodng thuong duoc cdy vao hai dia petri hay nhiéu hon. Ciing str dung céc pipette sach
cho mdi do pha lodng. Chi chon cy vao dia petri nhitng do pha lodng c6 mat do vi
sinh vat phii hop, thuong trong khoang 25-300 té bao/ml. DS vao mdi dia da ciy 10-
15ml mdi trudng di duge dun chay va lam ngudi, lac dia theo chiéu va ngugc chiéu
kim dong hd khoang 5-6 1an, dic dia 1én mit phing ngang va doi cho dén khi moi
truong trong dia dong dic. Lat nguoc dia va o trong diéu kién nhiét do va thoi gian xac
dinh.

* Cdy méu trén bé mat

Cay 0,1ml mau 1én bé mit dia moi trudng di dugc lam khé va trai déu bang que
ciy trang trén khip bé mit méi truong. U cic dia di cdy & diu kién nhiét d6 va thoi
gian xac dinh tuy theo timg chi tiéu phéan tich, dém céc khuan lac dic trung hay tat ca
céc khuan lac xuét hién trén dia.

Khi ¢ém cac khuan lac, trong mQt ) truong hop xuat hién cac khuan lac moc
lan, thong thuong cac khuén lac khéc ciing duoc nhin thay bén trong cac vét khuan lac
loang. Khi dém ta chi coi khuan lac loang 1a mdt don vi hinh thanh khuan lac va dén
cac khuan lac khac trong khuan lac loang. Cac khuan lac loang nay 1a do cac vi khuan
tap trung thanh ting tap doan trong qua trinh phat trién.

* PDém khudn lgc trong trwong hop cdy trang hay do dia

DPém tit ca cac khuan lac don 1é trén cc dia cay da chon, thong thuong chon
cac dia c6 sb lugng khuan lac trong khoang 30 - 300 khuan lac. Thudng ding cac but
c6 thé viét 1én thuy tinh dé danh dau cac khuan lac da dém phia sau dia petri. C6 thé
dung cac thiét bi hd tro trong qua trinh dém s6 lugng khuan lac nhu may dém hay kinh
lap. Tinh toan s6 don vi hinh thanh khuan lac theo cac cong thirc thong ké dya trén thé
tich mau cay, sb luong khuén lac trén cac dia, 6 pha lodng di cdy va sb luong dia cua
mdi d pha lodng. Thong thudng s6 don vi hinh thanh khuan lac trong mot gram mau
hay 1ml duoc tinh toan it nhét tir hai nong do pha lodng lién tiép cia mau. Cac tudng
trinh két qua duoc biéu dién dudi dang sd don vi hinh thanh khuan lac/g) (cfu/g).
Khong biéu dién két qua dudi dang sb vi khuan/g(ml).
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N L / Hinh 3.8. Phuwong phdp dém khuan lac
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S6 lugng té bao trong 1ml mau dugc tinh theo cong thirc sau day:
N = n/v x D (cfu/g)
N 14 s6 don vi khuan lac trong 1gram mau nghién ctru
n - s6 khuan lac trung binh trong mét dia petri & mot ndng do pha lodng nhat dinh
v — thé tich mau cdy (0,1 — cay bé mit; 1 — cdy do)
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D — hé sb pha lodng
4.3. Phuwong phdap mang loc

Phuong phap ndy thuong duoc ap dung cho cac mau long nhu nudc, sita... va
dugc danh gia 1a cho két qua chinh xéc.

Cac mau chat 16ng duoc loc qua mang loc c6 kich thude 16 loc nho hon kich
thudc cua vi sinh vat. Vi sinh vat dugc gitr lai trén mang loc. Mang duoc dat trén moi
truong agar hay trén gidy thAm dugc ngdm moi truong nudi ciy 1ong di chon va u
trong diéu kién x4c dinh. Sau khi u, dém cac khuan lac s& xuét hién trén bé mit mang
loc.

Thiét bi loc ¢ thé bang thuy tinh, bang kim loai hay bang nhwa, bao gdm phéu
loc gia do mang loc, bd thiét bi hé trg hit chan khong va binh chira.

Mang loc dugc lam bang cellulose ester ¢6 16 loc mam trong khoang 0,1-1 pm,
cac loai mang loc dung cho viéc phan tich téng sé vi sinh vat thudng co kich thude 16
loc 14 0,47um, duong kinh mang loc c6 nhiéu kich c& khac nhau phu hop voi duodng
kinh cta phéu loc, bé day ctia mang khoang 120um.

/ I/

Hinh 3.10. Phuong phap mang loc
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4.4. Phwong phap MPN (Most Probable Number)

Phuong phap MPN dung dé dénh gia s6 luong vi sinh vat theo s6 ¢6 xdc sudt
[6m nhdt cua luong vi sinh vat co trong mdt don vi thé tich mau véi d6 chinh xac tuong
d6i cao trén nhitng thao tac va trang thiét bi kha don gian.

Cho vao mot s6 ong nghiém xac dinh (c6 chira méi truong thich hop cho chung
vi sinh vt can dinh luong) mat thé tich chinh xéc dung dich mau véi cac néng do pha
loding khac nhau (1/10, 1/100, 1/1000....). Sauk hi 0 & diéu kién nhiét d6 va thoi gian
thich hop, dua trén nhitng tinh chat biéu hién (nhu sinh hoi, d6i mau, chuyén duc...)
xac dinh sd 6ng nghiém c6 vi sinh vat phat trién (éng dwong tinh) & tirng ndng do pha
lodng. Lap mot chi s6 gdm cac 6ng nghiém duong tinh & mdi ndng do pha loang (theo
th tu giam dan ctia ndng dd). Tra chi sb trén theo bang MPN cua Mac Crady.

Vidul
Ty 18 pha lodng 0 1/10 1/100 | 1/1000 | 1/20000 | 1/100000
S6 ong moi trudng 2 2 2 2 2 2

ciy gibng

S6 ong duong 2 2 2 1 0 0
So dic trung 1a 210, tra bang Mac Credy ta dugc xac suét 1a 6, ty 1& pha lodng tuong
g véi con s6 dau cua sd dic trung 1a 1/100, do d6 ta c6 s6 vi sinh vt trong 1ml 1a
6x100 = 600.

Vi du 2
Ty 16 pha lodng 1/10 | 1/100 | 1/1000 | 1/10000 | 1/200000 | 1/2000000
S6 ong moi trudng 2 2 2 2 2 2

ciy gibng

S6 ong duong 2 2 0 1 0 0

So dic trung 1a 201, tra bang Mac Credy ta dugc xac suat 1a 5, ty 18 pha loang twong
g v6i con s6 dau cua sb dic trung 13 1/100, do d6 ta c6 sb vi sinh vat trong 1ml 1a
5x100 = 500.

Vidu3
Ty 1€ pha loang 0 1/10 1/100 1/1000 | 1/10000 | 1/100000
S6 ong moi trudng 5 5 5 5 5 5
cdy giéng
S6 ong duong 5 5 3 2 1 0

S6 dac trung 1a 533, tra bang Mac Credy ta dugc xéc suat 1a 17,5, ty 1¢ pha loang
tuong g véi con sd dau cua sd dic trung 1a 1/10, do d6 ta co sd vi sinh vat trong 1ml
la 17,5x10 = 175.

4.5. Phwong phap do dp duc

Ngoai cac phuong phap trén, mat do vi sinh vat co thé xac dinh mét cach gian
tiép thong qua do do duc.

Khi pha long c6 chtra nhiéu phan tir khong tan thi s& hinh thinh mot hé huyén
phul va c6 d6 duc boi cac phan tir hién dién trong mdi truong 1ong can anh sang, lam
phan tan chum anh sang toi. Té bao vi sinh vat 1a mot thue thé nén khi hién dién trong
moi trudng ciing 1am cho méi trudng trd nén duc. PO duc cua dich huyén phu ty 1¢
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thuan véi mat do té bao. Do vay co thé dinh luong mat do té bao mot cach gian tiép
thong qua do duc bang may so mau ¢ cac budc song tir 550 — 610 nm.
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Hinh 3.11. Phuong phap do do duc

5. Khir triung vit liéu nudi cdy sau khi sir dung

MBoi truong nudi cy vi sinh vat va cac vat liéu bi nhiém can dugc khir tring,
tiéu huy hoac lam sach trudce khi thai bé. Khir tring ¢ nhiét do 121°C/20 -30 phit.
B. CAU HOI VA BAI TAP
1. Trinh bay cac phuong phap nudi ciy va dinh lugng vi sinh vat, phwong phap khir
tring vat liéu nudi cay sau khi sir dung
2. Trinh bay cac budc lam ti€u ban trong nghién ctru hinh thai vi sinh vit.
3. Trinh bay phuong phap dém truc tiép té bao ndm men trong mau nudc qua 1én men.
4. Pinh lugng té bao E. coli trong mau nudc loc dong chai bang phuong phap MPN
5. Pinh luong té bao Staphylococcus aureus bang phwong phap dém khuan lac
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BAI 4. THU NGHIEM SINH HOA TRONG XAC PINH VI SINH VAT
Muc tiéu:

- Trinh bay dugc nguyén tic, co s& sinh héa va phwong phap tién hanh cua mot sb thir

nghiém sinh héa phd bién trong xéac dinh vi sinh vt;

- X4c dinh dugc thir nghiém sinh hoa can thiét va pht hop véi chi tiéu vi sinh vat;

- Xay dung dugc quy trinh thir nghiém sinh hoa ddi véi chi tiéu vi sinh vat ding trinh

tur va yéu cau ki thuat.
A.NOI DUNG
1. Mt s6 thir nghiém héa sinh pho bién trong xac dinh vi sinh vt

Trong kiém nghiém vi sinh vat, cic thir nghiém sau day thudng xuyén dugc sir
dung:

1.1. Thir nghiém Bile Esculin

Nguyén tic: Nhim xac dinh kha ning ctia mot vi sinh vat c6 thé thuy phan
glucoside esculin thanh escuiletin va glucose khi c6 su hién dién ctia mudi mat.

Co 56 sinh hod: Esculin 1a mot glucoside, ddy chinh 1a dan xuat acetal ctia mot
monosaccharide. Khi mot géc khong phai 1a mot hydratcarbon lién két véi mot duong
tao thanh mot hop chat goi 13 mot glycoside, phan khong phai dudng duoc goi 1a
aglucon. Aglucon lién két v6i dudng qua nguyén té oxy (lién két glucoside).

H,0H
O o OH
o
. "%
H OCH
Ezculine {,H,, 0, Ezculetin {aglycone) B-D-ghicoz=

i, fuChncozido. T-hydmrycoumarin b, 7-dikydroxycoumatin

Trong phan tmg nay esculin bi thiy phan tai lién két B voi gdc acetal bi thuy
giai boi acid tao thanh esculetin va giai phong phan tir glucose tu do.

Esculetin dugc phong thich phan tmg voi mubi sit tao thanh phtrc hop mau den
hay mau nau den. Trong thir nghiém ndy mudi nitrat sat dugc sir dung trong moi nhu
13 co chit nhin dang esculetin dugc hinh thanh. Sau khi cdy méi truong duge G qua
dém, céc vi sinh vat cho phan trng duong tinh la nhiing vi sinh vat phan huy duoc
esculin, chuyén méi truong thanh mau den hay mau nam den.

Céc chiing vi sinh vat ddi ching cho cic thir nghiém nay nhu sau: Doi chimg
duong: S. marcessens; doi ching 4m: E. tarda.

1.2. Thir nghiém kha néng lén men cdc nguén carbonhydrate

Nguyén tac: Nham thtr nghiém kha ning 1én men mot ngudn carbohydrate xac
dinh nao dé trong moi trudong nudi cay dé tao acid va co thé tao hoi.

Co ché sinh héa: Qua trinh sinh acid 1am giam pH thé hién qua sy d6i mau cta
chét chi thi pH c6 trong moi truong.

Carbonhydrate dugc chia thanh cdc nhém nhu sau:

+ Puong don (monosaccharide)
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+ Polysaccharide hay oligosaccharide: san pham tring hop tir 2 hay
nhiéu monosaccharite giong nhau hoic khac nhau.
+ Ruou (alcohol): san pham khir ciia monosaccharide.
Céc carbonhydrate thudng dugc goi chung 13 “dudng”, song thyc ra mot sb trong do6 1a
rugu. Cac loai carbonhydrate thuong dugc st dung nhat:

Glucose Salicin Raffinose Galactose
Lactose Adonitol Rhamnose Inulin
Sucrose Inositol Xylose Fructose
Mannitol Sorbitol Trehalose Melibiose
Dulcitol Arabinose Cellobiose

Cac polysachcaride, trisaccharide va disaccharide 13 nhirg hop chit phirc tap,
vi sinh vét khong thé hap thu mot cach dé dang cho qua trinh chuyén hoa. Bé chung c6
thé str dung duogc cac carbonhydrate nay, vi sinh vat phai tong hop va tiét ra ngoai cac
emzyme ngoai nao nham phan huy cac cic phan tir nay thanh cac phan tir don gian
hon, sau d6 thAm qua thanh té bao dé chuyén hod bén trong. Cac san phidm tao thanh
trong qua trinh chuyén héa cac carbonhydrate (Hinh 4.1.)

Su Ién men 1a mot qua trinh trao ddi chat oxy hoa khir ma chat nhan dién tu
cudi cuing khong phai 1a oxy ma 1a co chét hitu co khac. Sy 1én men cua cac co chat
hitu co nhu carbohydrate thu dugc hai san pham 14 chat khir va chat oxy hoa. Cac san
pham cubi cung nhan dugc tir sy 1én men cac co chat hydrate carbon nay phu thudc
vao cac nhan t6 nhu: (1) dong vi sinh vat 1én men; (2) co chét ty nhién dung dé lén
men; (3) thoi gian, nhiét d6 va pH cia moi truong. Cac san pham cudi cung cua qua
trinh 1én men cac ngudn hydrate carbon va cac alcohol thuong 1 cac dang khi (Hp,
CO,), cac acid hitu co, cac alcohol va mot vai keton ...
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Carbonhvdrate
Disaccharide, trisaccharide, polysaccharide

CsHi1206

Glucose

CH3COCOOH

Acid pyruvic

\—> CH;CHOHCOOH
Acid lactic
HOOCH,CH,COOH CILCOOH  + HcooH
Acid succinic cid aceuc Acid formic
CH;CH,COOH + CO, H; + CO;
Acid propyonic — »CH,;CHO + CO,
Acetaldehvde
CH;COCHOHCH; + CO; +—— 1L CH;CH,OH
Acetylmethylcarbinol Ethyl alchol
CH;CHOHCHOHCH;

2,3-Butylence glycol

+— CH:COOH

Acid acetic

CH:COCH,COOH

Acetoacetic acid

‘ L» CH;CH,CH,COOH

CH;COCH; b

CO2 + acetone Butyric acid
- CH;CHOHCH,COOH
-hvd butvric acid
CH;CHOHCH; P-hiydroxybutyric aci CH;CH,CH:COOH
Isopropvl alcohol Butyl alcohol

Hinh 4.1. So d6 cdc san pham tao thanh trong chuyén héa carbonhydrate
béi vai nguén carbon 1a glucose, mot sb vi sinh vat ¢ thé 1én men nguén co
chét nay trong diéu kién ky khi, nguoc lai, trong diéu kién hiéu khi chung chuyén hoa
theo con dudng oxy hod. Mot s6 dong vi sinh vat khic c6 thé chuyén hod co chat nay
bang ca hai cach. Su khac biét vé cac con dudng chuyén hoa cac ngudn co chat hitu co
phu thudc vao nhom vi sinh vét, giéng hay loai, vi thé cin ctr vao cac con duong khac
biét ndy ciing c6 thé phan biét duoc cac loai v6i nhau.

Céc thtr nghiém kha ning chuyén hoa cic ngudn hydrate carbon dugc tién hanh
trén cac moi truong long hay ran. Trong mdi truong chira mot hay mot vai ngudn
hydratcarbon can tién hanh tht nghiém va mat chét chi thi, thong thuong s dung chét
chi thi pH dé phat hién cac san pham acid dugc tao ra trong qua trinh chuyén hod. Pé

34



phat hién céc chat khi duoc tao ra, mdt 6ng nghién c6 kich thudc nho 1at nguoc duoc
cho vao trong cac méi truong 10ng, cic éng nay sé& gilt cac san pham khi tao ra trong
qua trinh nudi cdy. Trong cac méi truong ran, phat hién cac san pham khi tao ra bang
cach cdy siu vao trong phan thach dimg. Cac san pham khi tao ra s& pha v phan thach
nay. Thong thuong phat hién sy tao thanh cac san pham khi duoc tién hanh trong céc
phan tng 1én men cac ngudén mono hay disaccharide va dugc thuc hién trong moi
truong nudi ciy 1ong. Pé gay ky khi trong qua trinh nudi cay thir nghiém céc chat khir
thudng duge thém vao trong méi trudng nudi ciy. Mot luong nhé mudi sét ciing co thé
gay nén moi truong ki khi.

Céc thir nghiém kha ning st dung cac ngudn Carbonhydrate duoc tién hanh
trén moi trudng ran phai thém vao cac chit chi thi pH, khi cac vi sinh vat phat trién
trén bé mat hay, cac san phém acid dugc tao thanh lam thay do6i mau céac chét chi thi
xung quanh khuan lac. Cac san pham tao thanh trong qua trinh chuyén hoa cac
carbonhydrate.

1.3. Thir nghiém catalase

Nguyén tac: thir nghiém nham phat hién sy hién dién ciia enzyme catalase ¢ vi
sinh vat.

Co so sinh hoa: Enzyme catalase hi¢n dién trong hau hét cac vi sinh vat hiéu
khi va ky khi c6 hé théng cytochrom. Thong thuong nhiing vi sinh vat khong c6 hé
théng cytochrom thi ciing khong c6 enzyme catalase, vi thé chung khong c6 kha ning
phan huy hydropeoxide. Nhiing vi sinh vét k khi bit bugc nhu Clostridium cé hé
théng peroxydase thay cho enzyme catalase.

Catalase xtic tic phan tmg phin huy hop chit hydroperoxide, trong phan tng
nay mot phan tir hydroperoxide déng vao tro 1a mot chat cho dién tir va mot phan tir
ydroperoxide khac dong vai tro la mot chat nhan dién tr. Co chat bi khir boi nhan
hydrogen cung cip tir phan tir cho dién tir, qua trinh dién ra giai phong oxy phén ti.
Co ché phan tng nhu sau:

Catalase

H-O, + H » H-O + O,
H 'Y
Cd chit bi Chat cho bi
Cd chat Chat cho kv oxv hod

Phwong phdp tién hanh thir nghiém

Céach 1: Cho hén hop nuéi céy vi sinh vat vao 0,5ml dung dich Tween 80, tat ca
cho vao trong dng nghiém c6 nip day. Thém vao 0,5ml dung dich hydroperoxyde 20%
vao, lic va quan sat. Néu c6 hién tuong sui bot khi 1a ¢6 su hién dién cua catalase.

Céach 2: Nho hdn hop ¢6 ti 18 1:1 hydroperoxyde va Tween 80 1én cac khuén lac
vi sinh vat phaét trién trén moi truong agar. Quan sat sau 5 phat, néu c6 hién twong sui
bot khi thi khuan lac vi khuan co catalase.

Céc ching vi sinh vat di chung: dbi chimg duong S. epidermidis, ddi chung
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am: E. Feacalis
1.4. Thur nghiém citrate

Nguyén tic: Nhiam x4c dinh kha ning vi sinh vét st dung ngudn citrate nhu 1a
ngudn carbon duy nhat va lam kiém hoa méi truong.

Co 56 sinh hod: Mot s6 vi sinh vat c6 kha ning sir dung citrate nhuy mot ngudn
carbon duy nhit dé 14y ning lwong ma khong can ding qua trinh 1én men hodc sinh
acid lactic. Thong thudng viéc sy trao doi chat citrate bao gém cac budc két hop
acetyl-CoA dé tao thanh oxalacacetate dé cho chung di vao chu trinh Kreb.

Con dudng ddng hoa citrate & cac vi khuan thudng rat nhanh qua chu trinh
tricarboxylic acid hay con dudng 1én men citrate. O mét s6 vi khuan sy phén cét citrate
bao gdbm mot hé théng enzyme khong cé su can thiép cua coenzyme A. Enzyme nay
dugc dugc goi 1a citratase (citrate axaloacetat — lyase) hay citate demolase. Bé enzyme
nay hoat dong cin c6 mot cation c6 hoa tri 2, thuong 1a magie ( Mg ) hay mangan
(Mn?*).

Céc san pham thu duoc do qua trinh trao ddi citrate phu thudc vao pH moi
truong. Tuy nhién, cho du san pham cudi 14 gi, budc dau tién trong qua trinh 1én men
citrate van 1a sy hinh thanh pyruvate.

Citrate oxalacetic + acetate

_—>
Oxalacetic pyruvate +CO,

+ Moi truong kiém:
Pyruvate acetate + formate

+ Moi truong acid:

2 pyruvate acetate + CO, + lactate

2 pyruvate acetoin + 2C02‘ o q
Vi sinh vat khi c6 kha nang st dung citrate 1am ngudn carbon duy nhat déu cé thé
ding mubi ammonium nhu ngudn nitrogen duy nhat ( va ngugc lai). Mubi ammonium
bi phan huy sinh NH; ciing 1am kiém hoa méi truong. Do vay, thuc chit phép thir nay
dung kha nang phan gidi ammonium sinh NH3 lam chi thi cho kha nang dung citrate.

Phuong phap tht: sit dung méi trudng Simon Citrate Agar (SCA) voi chét chi
thi pH 1a bromothymol blue. Két qua duong tinh — méi trudong kiém (pH 7,6) mau
xanh duong; &m tinh — moi trudong trung tinh (pH 6,9) mau xanh lyc.

Céc ching vi sinh vat dbi chimg: Pdi chimg duong: P. rettgeri; d6i ching am:
S.epidermidis.

1.5. Thur nghiém coagulase

Nguyén tdc: Kiém tra kha ning ciia mot s vi sinh vat 1am dong tu huyét twong
do tac dung ctia enzyme coagulase (staphylocoagulase)

Co so sinh hod. Enzyme staphylocoagulase la coagulase dugc tao ra do
Staphylococcus aureus. La mot enzyme lién quan dén kha ning bén nhiét, c6 thé chiu
dwoc nhiét do dén 60°C trong 30 phit. Enzyme nay 1a mét protein tu nhién, ching
duoc tiét ra bén ngoai té bao boi cac vi sinh vat S. aureus, chung ciing d& dang bat
hoat boi cac protease.
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Coagulase c6 vai trd trong sy dong két. No tic dong dén cac cdu tir c6 trong
huyét twong va tao thanh timg khdi dong (fibrin)

Coagulase vi khuin

Huyét tudng » khéi Fibrin
Cd ché thong thvdng biéu dien qua trinh dong tu huyét twdng nhv sau:

Prothrombin

Catt l—b Thrombokinase enzym (throboplastin)

Thrombin

l

Fibrinogen » Fibrin

Mot nghién ciru khac chimg minh coagulase vi khuan va prothrombin khong c6
hoat tinh enzyme, nhu sy tham gia cia ching tao nén cac phtrc hop bén véi cac hoat
dong ly giai dac hiéu goi la staphylothrombin, staphylocogulase khéng cé hoat tinh ly
giai, chung phan ing mot cach chuyén biét véi cac prothrobin va hoat hoa hop chat
nay dé dwa dén sy két hop céc figrinogen thanh céc khdi fibrin.

So dd hoat dong nhu sau:

Staphylocoagulase

» Staphvlothrombin

Prothrombin l
Fibrinogen

» Fibrin

Phuong phdp thir: Dé phat hién coagulase cua vi khuan co hai cach tién hanh
nhu sau:

Céach 1: Tién hanh thir nghiém trén lam kinh. Ly 1 hay 2 khuan lac cia vi
khuan can kiém tra hoa déu vao trong giot nudc cat hay nude mudi sinh 1y trén lam
kinh. Thém mot giot huyét twong ngudi hodc thé vo tring di c6 dinh bang EDTA hoa
tan vao trong huyén phu vi khuan. Quan sat trong sau 10 gidy. Hién twong ngung két
xay ra ¢ thé quan sat dugc bang mat thuong. Tién hanh kiém ching song song véi
cac dong vi sinh vat c¢6 coagulase duong tinh da biét.

Céach 2: Tién hanh thir nghiém trén 6ng, day la phuong phap nham khing dinh
cic mau da thir nghiém a4m tinh trén lame. Cho 0,2ml huyét twong vao 0,8ml moi
truong Nutrient Broth dd cdy vi khuan khong @ trong bé diéu nhiét ¢ 37°C, quan sat
sau 3 gio, néu khong c6 hién tuong ngung két dién ra, c6 thé dé ¢ nhiét do phong qua
dém va quan sat tro lai.

1.6. Thir nghiém decarboxylase (LDC, ODC) va dehyrolase (ADH)

Nguyén tdc: Dua vao hoat tinh enzyme cua vi sinh vat khir nhom carboxyl cia
acid amin sinh ra mot amin tao tinh kiém.

Co so sinh hoa: khir nhém carboxyl ctia mét acid amin la qua trinh vi sinh vat
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tac dong 1én nhom carboxyl (-COOH) cia mdt acid amin dé giai phong ra cac amin,
hay di amin va CO.,.
R-CH-NH,-COOH = RCH,-NH, + CO,

C6 nhiéu loai enzyme decarboxylase, mdi loai chi tac dong 1én mdt co chit nhét
dinh. Trong thyuc té kiém nghiém vi sinh vat c¢6 3 loai decarboxylase quan trong duogc
dung trong dinh danh vi sinh vat 1a cac enzyme tac dong 1én lysine, ornithine va
arginine.

Khi enzyme lisine decarboxylase (LDC) tac dong 1én amino acid L-lisin va khir
nhom carboxyl, chung tao thanh mét di amin 1a cadaverine va CO,, qua trinh dién ra
theo phan trng nhu sau:

ITIHQ I‘{Hg
o
(FH;); Lisine decarboxylase , [FH;); + CO,
CI‘I_12 Cl‘Hz
I\|IH NH,
COOH
L-lisine Cadaverine (diamin)

Tuong ty acid amin L-ornithine bi khtr nhém carboxyl bdi enzyme onithine
decarboxylase (ODC) sé thu dugc mot diamin 1a putrescine va CO,.

Riéng ddi v6i L-arginine c6 thé duoc trao doi boi hai con dudng trong qua trinh
nudi cdy, thong qua hai enzymee: arginine dehydrolase (ADH) va arginine
decarboxylase (ADC). Hai con dudng ndy c6 thé dién ra dong thoi trong qua trinh nuéi
ciy hay c6 thé dién ra riéng 1¢:

+ Phan Gng arginine decarboxylase: qua trinh trao d6i arginine nhd enzyme arginine
decarboxylase dugc tién hanh theo so d6 sau:

i
CNH; CH, —NH,
| Decarboxylase |
IT]H o {(leg)z + CO2
(FHQ}Q CH, —NH-
CH —NH:
|
COOH
L-Arginine Putrescine

+ Phan ung arginine dehydrolase: qua trinh trao doi chat theo huéng khir hydro ciia
arginine dién ra theo so d nhu sau:
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Arginase C
= Ornithine + Urea

#Urease
2NH'; + COj

L-Arginine
Arginine dehydrolase

L-citruline + NH;

Citrulline ureidase

!

2NH; + CO, + L-ornithine

Ornithine
decarboxylase

Putrescine + CO»

Phwong phap thw

St dung moi truong Moeller decarboxylase

Chi thi mau: Bromcresol purple

Nudi ciy vi sinh vat trong diéu kién ky khi v6i dau parafin hay dau khoang trén
bé mat, u & 37°C trong thoi gian 24-96 gidy

Néu sau khi nudi cidy méi truong chuyén thanh vang 1 tin hiéu am tinh, nguoc
lai méi truong giit nguyén mau ban dau va duc canh nudi cay 1a tin hiéu duong tinh.

Céc vi sinh vat dung kiém chimg cac phép thir ADH, LDC va ODC

Vi sinh vat Arginine | Lysine | Ornithine
Proteus vulgaris - - -
Klebsiella - + -
Proteus morganii - - +
Salmonella typhy + + +
Enterobater cloacae + - +
Enterobater aerogenes - + +
Salmonella typhimorium - + +

Phép thir trén thuong dugc dung dé phan loai va dinh danh cac loai thudc ho
Enterobacteriacceae.
1.7. Thir nghiém kha nang sinh H,S

Nguyén tac: Xac dinh kha nang sinh H,S tir cac hop chét hitu co va vo co chira
lwu huynh trong qué trinh phat trién cua vi khuan tao nén cac vét mau den trén moi
truong nudi cay.

Co 56 sinh hod: Khi phan giai protein tao ra cac acid amin tu do; mét s vi sinh
vat di dudng c6 kha nang dung enzyme gidi phong luu huynh tir cac acid amin chira
luu huynh khac nhau sinh ra khi H,S.
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Céc ngudn pepton, cystein, cystine, sulphite, thiosulphate 14 nhitng nguén chtra
lwu huynh, nhung céc loai vi sinh vat khac nhau chi c6 thé sir dung mot sd hop chat
chtra luvu huynh nhét dinh dé tao H,S. Enzyme chiu trach nhiém vé hoat tinh trén duogc
goi la cysteine desulphohydrase.

Mot vi sinh vat tao H,S khi nudi ciy trong mdi truong chia cac hop chat luu
huynh ma chiing c6 kha ning dong hoa s& khir cac hop chét ndy dé tao nén khi H,S.

CH, — SH Cysteine desulfurase  CHi
<|:‘H—NH2 + H,0 > lc:o + H,S + NH;
éOOH éOOH

Cysteine Acid pyruvic

Céc acid amin c6 chira luu huynh 1a methionine, cysteine va cysteine.

Trong moi tredng céd chira cac ion kim loai nhu ion sat 1a dau hiéu dé nhan biét
H,S. Cac hop chit co thé nhan biét H,S nhu sit, FeSO,, ferric amonium sulphate,
sodium thiosulphate, bismuth sulphite. Nguyén tic dé nhan biét H,S bang cac hop chat
trén nhu sau:

H,S + Fe** = FeS + 2H'

Céc hop chét sulphur kim loai déu c6 dau hiéu mau den.
Phuong phap thir nghiém

Céc loai méi trudng ¢ thé sir dung cho thir nghiém sinh H,S 12 moi truong
KIA (Kligler Iron Agar), TSI (Triple Sugar Iron Agar), SIM ( Sulfide Indol Motilily
Agar), PIA (Peptone Iron Agar), BSA (Bismuth Sulfile Agar). Tét ca cac moi truong
nay déu duoc khir tring & 121°C trong 15 phut va duoc phan phéi trong dng nghiém
v tring dé 1am moi trudng thach nghiéng dbi véi moi truong KIA, TSI va méi trudng
thach ding SIM, BSA va trong dia petri BSA. U cac 6ng dd cdy & 37°C trong 24-48
gid hodc dén 7 ngay. Duong tinh méi trudng chuyén sang mau den hoic khuan lac co
mau den.
1.8. Thir nghiém kha nang sinh indol

Nguyén tdc: Phat hién kha niang caa vi khuan c6 thé tao indol tir tryptonphan.

Co s6 sinh hod:Tryptophan 13 mét acid amin c6 thé bi oxy hoa béi mét sb vi
sinh vat nhat dinh tao nén 3 san pham c6 chira gbc indol: indol, skatol (methyl indol)
va indolacetic acid (IAA), indolacetate. Mot s6 enzyme ndi bao duoc goi chung la
trytophanase tham gia trong qua trinh tao thanh san pham indol trong hoat dong thuy
phan tryptophane.

San pham trung gian chinh khi phan giai tryptophan 1a acid indolpyruvic (IPA).
Tur IPA s€ tao nén indol qua phan ung khir amin (deamination) hoac skatol qua phan
tmg khir CO, (decarboxylase). Qua trinh thuy giai tryptophan c6 thé dugc moé ta qua
qua trinh nhu sau:
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H:
|

['/3“\ J CH; - C - COOH
TN H
N
L-Tryptophane l H O
[
T CH; - C - COOH
(O

Indolepyruvic l H
y
-y

CH,COOH

CHs

Skatole i—I
Enzyme tryptophanase xuc tac phan tmg khir amin bdi sy tn cong vao phan tir
tryptophan & vi tri mach nhéanh va tdch nhan thom ra khéi phan tir tryptophan hinh
thanh indol, acid pyruvic va NHs.

CH; - CH - COOH
NH, @Q + CHs - C - COOH + NH;
. |
O

| Tryptophanase |
H ypiop H

Phwong phap thw: Vi sinh vat tht nghiém dugc nudi trong mdi trudng canh
trypton khoang 24 - 48 gio. Nho vai giot ether vao canh khuan nham kéo indol 1én bé
mat mot truong, thém vai giot thudc thar Kovac’s hay Erhlich. Quan sat sau vai phut,
phan mg dwong tinh néu trén bé mit moi trudng c6 vong mau d6 xuat hién. Nguoc lai
néu khong c6 su xuat hién ctia mau dé héng dugc coi 1a phan ting am tinh.

Thubc thir

- Thudc thir Erhlich: Hoa tan 4g p-dimethylaminobenzaldehyde trong hon hop
gém 80ml acid HCI dam dic va 380 ethanol tuyét d6i. Dung dich sau khi pha c6 mau
vang nau.

- Thudc thir Kovac’s hoa tan 5g p-dimethylaminobenzaldehyde trong hén hop
gdm 75 ml amyl alcohol va 25 ml H,SO, dam dic.

Thir nghiém nay dugc dung dé phan biét E.coli (+) voi Klebsiella (-); Proteus
mirabilis (-) vdi cac loai Proteus khac (+); Bacillus alvei (+) vdi cac loai Bacillus khac
(-); Haemophilus haemoglobinophilus (+) véi cac loai Haemophilus (-).

Chung lam ddi ching (+) 1 Proteus rettgeri, (-) Serratia marcescens.

1.9. Thir nghiém trén moi truong KIA (Kligler Iron Agar) hay trén moi truong TSA
(Triple Sugar Iron Agar)

Nguyén tdc: Thir nghiém nay nham phat hién kha ning s dung cac ngudn
carbonhydrate khac nhau (glucose, lactose) va kha nang sinh H,S trong moi truong.

Co 5o sinh hoa: Moi truong Kligler Iron agar (KIA) va Triple Sugar Iron agar
(TSI) 1a cac mdi trudng ran dung trong thir nghiém sinh hoa. Moi truong dugc phan
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phdi vao trong cac 6ng nghiém, gdm hai phan: phan dung sau khoang 2,5cm va phan
nghiéng bén trén. Thir nghiém nay nham hai myc dich: phat hién kha nang 1én men cac
ngudn Carbonhydrate c6 trong méi trudng va phat hién kha ning sinh H,S.

Moi trudng KIA chira hai ngudn carbohydrate: 1% lactose va 0,1%. glucose,
moi trudng TSI twong ty nhu mdi truong KIA nhu ¢6 thém 1%. Sucrose. Co ché sinh
hoa cta hai moéi trudong nay tuong tu nhau.

Trén méi trudng KIA, vi sinh vat ¢6 thé sir dung ca hai ngudn carbohydrate trén
hay chi st dung glucose. Qua trinh 1én men nay c6 thé tao khi trong méi trudng hay
khong tiy thudc vao ting loai vi sinh vat. Su st dung cac ngudn carbonhydrate khac
nhau & hai diéu kién hiéu khi trén phan nghiéng va ky khi trong phan ding. Trén phan
nghiéng, glucose dugc trao dbi theo con dudng oxy hod trong chu trinh Krebs dé tao
san pham 1a H,0 va CO, dong thoi thu duoc ning luong. Lactose 13 duong doi, dé vi
sinh vat c6 thé str dung chung phai phan giai thanh galactose va glucose, cac dudng
don nay sé& di vao trong té bao va tham gia vao qué trinh chuyén hoa ndi bao.

C6 ba truong hop s& xay ra khi nudi cdy vi sinh vat trén méi truong KIA: chi
lén men glucose, 1én men ca hai ngudn carbonhydrate trong méi truong, khong 1én
men ca hai ngudn trén.

Néu vi sinh vat chi 1én men glucose sau 18-24 gid nudi cay, trén phan nghiéng
clia moi truong ¢ pH kiém va & phan sau cua dng c6 pH acid. Hién tuong nay dugc
quan sat khi c6 chat chi thi pH trong méi trudng nudi cdy, thong thuong trén moi
truong nay thuong st dung chat chi thi pH 13 phenol red. Trén phan nghiéng, sau 24
gid nudi cdy, mot lugng nhod glucose trong moi trudng duoc vi sinh vat su dung hét
hoan toan. Sau d6 vi sinh vat sir dung pepton trong moi trudng, qué trinh trao doi
pepton lam giai phong NHs, san pham ndy s& lam kiém phan nghiéng cia 6ng moi
truong. O phan sdu moi truong c6 pH acid boi su 1én men ky khi glucose, cac san
pham thu duoc 13 nhitng acid hitu co, chinh cac acid ndy 1am cho pH giam. Néu trong
moi trudng c6 chét chi thi pH 1a phenol red thi trén phan nghiéng s& c6 mau dé va
phan sau s& c6 mau vang.

Néu vi sinh vat c6 thé sir dung ca hai ngudn carbohydrate: ca hai phan siu va
phan nghiéng déu co tinh acid sau 18-24 gid nudi cdy vi luong dudng lactose du dé vi
sinh vat st dung trong thdi gian ndy, cac san pham tao thanh 14 cac acid hitu co. Néu
kéo dai thoi gian nudi cdy dén sau 24 gid, trén phan nghiéng c6 thé thu dugc mau do
do mai truong chuyén sang kiém.

Trong trudng hop ca hai ngudn carbon trén khong duoc vi sinh vat sir dung,
ngudn pepton trong moi truong trd thanh ngudn cung cap niang luong va vat liéu cho
qua trinh ting truéng va phat trién cua vi sinh vat. Nhung thuong pepton chi duoc
chuyén hoa trong diéu kién hiéu khi do dé hién tugng lam kiém méi trudng chi dién ra
trén phan nghiéng va méi truong chuyén thanh mau do. Trong khi d6 phan sdu moi
truong sé khong c6 hién trong chuyén mau.

Trong céac truong hop trén néu qua trinh chuyén hoa cia vi sinh vat c6 thé tao
thanh cac san pham khi, ching sé& tich tu trong méi trudng va cé thé 1am v& thach hay
tao thanh céc bot khi bén trong moi truong.
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Trong thir nghiém niy c6 thé phat hién kha nang sinh H,S tir viéc chuyén hoa
céc thanh phan trong méi truong. Sodium thiosulphate trong méi truong dugc st dung
nhu ngudn cung cip luu huynh. San pham chuyén hod cic hop chat lvu huynh 1a H,S,
day 1a chit khi khong mau, dé nhan ra chung, mot chét chi thi khac 1a Fe ** dugc cung
cap vao dudi dang ferric ammonium citrate. H,S phan tng voi Fe 2* §& tao thanh FeS
két tia mau den trong méi trudng. Nhu vay voi thir nghiém ndy cé thé nhan biét duoc
kha ndng st dung cac nguén carbon khac nhau, kha nang tao khi va tao H,S cua vi
sinh vt can thu nghi¢m.

Trong trudong hop st dung moi truong TSI, cac hién tugng cing xay ra tuong
tu. Tuy nhién trong trudng hop ca hai phan nghién va phan sau déu c6 hién twong acid
13 c6 thé c6 mot trong hai hay ca hai ngudn lactose va sucrose dugc vi sinh vat st
dung. Trong trudng hop nay can phai c6 cac thir nghiém trén cac ngudn lactose hay
sucrose mdt cach riéng 1é.

Phuwong phap thir nghiém

Moi truong KIA hay TSI duoc chuan bi trong cac 6ng nghiém voi phan
nghiéng cach nap 6ng nghiém khoang 2,5cm va phén sau c6 chiéu cao khoang 2,5cm.
Dung que ciy nhon dua vi sinh vat vao phan sau ciia ong nhung khong dung day ong,
sau d6 cay ria trén phan nghiéng. U cac 6ng da cdy ¢ 37°C trong 18-24 gid. Ghi nhan
mau, su sinh khi ¢ phﬁn sau, mau ¢ mat thach nghiéng, su tao thanh mau nau boi FeS.
1.10. Thir nghiém malonate

Nguyén tic: Thir nghiém nham xac dinh kha ning cta vi sinh vt st dung
malonate nhu 1a ngudn carbon duy nhat trong mi truong.

Co s& hod hoc: Malonate 13 mot tac nhan tc ché enzyme dugc phat hién lan
dau tién khi nhan thay acid malonic (rc ché su chuyén hoa succinic thanh fumaric bai
su tin cong vao tam hoat dong clia enzyme succinic dehydrogenase. Acid malonic trc
ché qua trinh chuyén hoa succinic bang phuong thirc (rc ché canh tranh do cu tric
phan tr ciia malonic va succinic twong tu nhau.

COOH COOH

CH, (CHa),

(‘3 OOH COOH
Acid malonic Acid succinic

Khi bi malonate trc ché con dudng thu héi nang luong trong chu trinh Krebs, vi
sinh vat chuyén sang mot s6 con dudng chuyén hoa khac dé thu hoi ning lwong nhu
qua trinh chuyén tir chu trinh Krebs sang chu trinh Glyoxylic acid. Tuy vay dé dam
bao cho sy phat phat trién binh thuong khi trong méi trudng c6 malonate khi vi sinh
vat d6 str dung duoc co chat ndy nhu 1a mot ngudn cung cp ning lugng hay ngudn
carbon. Néu vi sinh vat khong sir dung malonate thi co chat nay s& tré thanh mot chat
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diét khuan. Leifson cho réng vi sinh vat sit dung malonate nhu 1a mét co ché 1én men
dé thu nang ning lugng. Khi vi sinh vat str dung malonate dé chuyén hoa nhu 14 nguén
carbon thi dong thoi chung ciing sir dung ammonium sulphate nhu 12 ngudn cung cip
nito. Két qua cubi cung 13 1am mai truong nudi cy chuyén thanh kiém do c6 su tao
thanh NaOH.

Phuong phdp tién hanh: St dung méi trudng malonate broth cd chira chét thi
mau pH 1a bromothylmol blue nuéi o qua dém & nhiét d6 37°C. Phan tmg duwong tinh
khi méi truong c6 du hiéu chuyén sang mau xanh duong. Phan tng am tinh khi vi
sinh vat khong lam thay d6i mau méi trudng.

Chung lam ddi chung (+) 1a Enterobacter cloacae, (-) 1a Staphylococcus
epidermidis
1.11. Thir nghiém lam tan gelatin

Nguyén tac: Thir nghiém kha ning cua vi sinh vat c6 thé tong hop cic enzyme
ngoai bao thuy phan gelatin thanh polypeptide va acid amin.

Co so sinh hod: Gelatin 1a mot dang protein co kich thudc phan tir 16n, vi sinh
vat mudn sir dung cac protein ndy nhu mot nguon cung cip niang luong hay vat liéu
x4y tong hop cac thanh phan khéac cia té bao, ching phai c6 kha nang san xuat cac loai
enzyme ngoai bao 1am phan giai cac phan tir gelatin thanh cac thanh phan nhé hon hay
thanh cac monomer. C4c enzyme nay thuéc nhom gelatinase duoc tiét ra bén ngoai té
bao.

Qua trinh thuy phan gelatin qua hai giai doan nhu sau:

gelatinase

Protein+ H,O 5 polipeptide

gelatinase
Polipeptide + H20 ————» aminoacidul

Phuwong phap thuc hién:

St dung méi truong dinh dudng chta gelatin Nutrient Gelatin trong cac 6ng
thach sau. CAy dam sdu vi sinh vat vao trong moi truong dinh dudng chira gelatin, 0
ong sau khi cdy ¢ nhiét 46 phong cung véi mot dngnghiém chira moi truong nhung
khong cdy vi sinh vat vao trong khoang 14 ngdy. Sau khi nudi cdy, vi sinh vét c6 kha
nang tiét gelatinase s& lam mai truong tan chay thanh dang 1ong. Phan tng duong tinh
khi dng d6i chimg & trang thai déng dic va dng cd vi sinh vat bi tan chdy. Phan tng
am tinh khi ca hai 6ng ¢ trang thai dong dic.

C6 thé ciy vi sinh vét 1én moi truong chtra gelatine trén dia dé tach duoc cac
khuan lac riéng biét sau khi u 3 ngay & nhiét do phong. Nho 1én trén bé mit dia 5-10ml
dung dich trichloacetic acid (TCA). Cac khuan lac co gelatinase dwong tinh sé& tao
vong phan giai gelatin trong rd trong khi méi truong tré nén duc khi nhuém béi TCA
la cac vi sinh vat lam tan chdy gelatin.

Chung 1am ddi chung (+) 1a Aeromonas hydrophila, (-) 12 E.coli.

1.12. Thir nghi¢gm Methyl Red (MR)
Nguyén tdc: Thir nghiém methyl red nham xac dinh kha ning cta vi sinh vat
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san xuat va duy tri cac san pham acid bén trong moi trudng tir trong qua trinh 1én men
glucose

Co s¢ sinh hod: Thir nghiém methyl red trén co so sir dung chét chi thi pH 1a
methyl red dé nhan biét luong ion H+ c6 trong mdi trudng sau khi vi sinh vat 1én men
glucose. Ham lugng ion H+ ¢6 trong moéi truong thu thude vao ti 1€ CO, va H,, ham
lwong cac chat nay lai tuy thudc vao con dudng chuyén hoa cua timg loai vi sinh vat.

Ddi véi cac vi sinh vat dudng rudt, thoi gian nudi cdy dé thir nghiém phan tGng
MR thuong duoc xac dinh trong khoang 18-24 gio. Tuy nhién cac vi sinh vat nay déu
tao acid trong mdi trudng ngay tir khi chiing bat déu phat trién. Khi kéo dai thoi gian
nudi cdy cac vi sinh vat ¢ phan tmg MR duong tinh sé& tich luy acid trong méi truong
ngay cang nhiéu hon, d6 pH trong moéi truong ngay cang giam.

Ddi v6i cac vi sinh vét cho phan tmg MR am tinh, ngay ban dau mot lugng acid
dugc hinh thanh trong méi truong, nhung kéo dai thoi gian mudi ciy vi sinh vét nay
tiép tuc chuyén hoa cac san pham acid bang cac phan ing nhu decarboxyl tao nén céac
san pham trung tinh nhu acetoin (acetyl methylcarbinol) va két qua 1a lam cho pH
trong moi truong chuyén dan vé phia trung tinh.

Trong mot s6 truong hop khac vi sinh vat cling san sinh acid trong méi truong
nhung céc acid nay cho ham lugng ion H+ thép nhu acid lactic, acid acetic, acid
formic ... boi vi cac acid acid nay c6 xu hudng chuyén vé trung tinh do hién twong tao
thanh céac carbonate va tao thanh cac san pham nhu CO, va cic hgp chat amonium
trong mdi truong cac san pham nay 1am ting pH trong méi trudng.

Thir nghiém MR phu thudc rat 16n vao thoi gian nudi céy dé xac dinh su khac
nhau trong cac con dudng chuyén hoa glucose. Thir nghiém nay thudng dugc tién
hanh trong thoi gian khoang 2-5 ngay & 37°C.

Phuwong phdp tién hanh: Nudi cdy vi sinh vat trong mdi truong glucose
phosphate (MR-VP broth) u trong khoang 2-5 ngdy. Thém vao vai giot thudc thu
methyl red dugc pha theo ti 1¢ 0,1g trong 300ml ml con va cho nudc vao dé dat thé
tich 500ml. Phan tung duong tinh khi mdi truong chuyén sang mau do. Phan tng 4m
tinh khi mo1 truong gilr nguyén mau vang.

Thir nghiém nay giup phan biét E.coli (+) vdi Klebsiella (-); Enterobacter
aerogenes (+) voi Enterobacter cloacea (-); Yersinia sp. (+) véi cac loai Bacillus (-);
xac dinh Listeria monocytogenes (+)

Chung lam ddi chung (+) 1a Proteus rettgeri, (-) 1a Serratia marcescens.

1.13. Thir nghiém tinh di dpng trong méi trwong thach mém

Nguyén tac: Nham xac dinh vi sinh vat c6 di dong hay di dong. Vi sinh vat di
dong thuong 1a cac vi sinh vat c6 tién mao. Tién mao thudng duoc tim thay tai cac vi
sinh vat hinh que. Tuy nhién c6 mét s vi sinh vat hinh cau ciing ¢6 kha ning di dong.
Vi sinh vat di dong c6 thé co 1 hay nhiéu tién mao c6 thé phan bd tai cac vi tri khac
nhau trén té bao vi sinh vat. Mot s6 vi sinh vat co thé chuyén tir trang thai di dong sang
trang thai khong di dong nhung da s6 khong c6 kha nang chuyén tir trang thai khong di
dong sang trang thai di dong. Thong thuong céc vi sinh vat tir di dong thanh khong di
dong 1a do mét tién mao.
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Cay dam sau vi sinh vat vao trong mdi trudng thach mém chira 0,5 % agar. U
qua dém ¢ nhi¢t do thich hop voi tinh di dong ctua tirng vi sinh vat. Quan sat hi¢n
tuong sau nudi cdy. Néu vi sinh vat di dong s& 1am duc moéi trudng, vi sinh phat trién
lan ra khoi vét cdy. Nguogc lai vi sinh vat khong di dong s& phat trién sinh khdi xung
quanh dudng cay, méi truong khong vi duc bdi sinh khéi vi khuan.

Chung lam ddi chung (+) 1a Serratia marcescens , (-) 1a Acinetobacter Iwoffi.
1.14. Thur nghiém khuwr nitrate

Nguyén tic: Nhiam thir nghiém kha ning vi sinh vat khir nitrat thanh nitrite hay
thanh nito tu do. TAt céa céc qua trinh dién ra trong té bao vi sinh vat dudi sy xuc tac
cuia enzyme nitratase.

Co s6 sinh hod: Su khir nitrate thanh nitrite hay nito tu do thuong dién ra trong
diéu kién ky khi. Oxy tir nitrate duoc coi nhu 12 nhan td nhan dién tir va proton cudi
cung. Hau hét cac vi sinh vat hiéu khi khtr nitrate 13 nhimg vi sinh vat hiéu khi tuy
nghi, chiing chi thyc hién qua trinh khtr nitrate khi séng trong diéu kién ky khi, khong
c¢6 su hién dién cta oxy phan tir. Trong chudi chuyén dién tir, nitrate dong vai trd nhu
mot chat oxy hoa.

Sy khtr nitrate thanh nitrite: qua trinh ndy dién ra nhu phan tng sau day:

. - - - . + - -
NO: + 2e + 2H > NO, + H>O
Nitrate Nitrite

Su khtr cac san pham nitrate thanh oxy phén tir theo phan tng nhu sau:

NO + 10e” + 12H" > N, + 6H,O
Nitrate Nitg

San phan cudi cung cua su khir nay c6 thé 1a cac chét nhu sau: nitrite (NO®);
ammonia (NHy); nito phan tir (N;), mdt hydroxylamine hay nitric oxyde (NO). Sy hinh
thanh cc san pham cubi cing ndy phu thudc vao timg loai vi sinh vat. Thong thuong
cac san pham cudi cung 1a khi N, do sy khir tiép tuc cac san pham nitrite tao thanh. Sy
hinh thanh san pham cudi cting con phu thudc vao diéu kién méi trudng.

Phuong phdp thiee hién: Co thé phéat hién su c¢6 mit cua nitratase trong moi
truong bang cac cach nhu sau:

Céch 1: Ciy vi sinh vat vao trong mdi truong nitrate broth va u qua dém.

Céch 2: Khuéch tan day dic vi sinh vét thir nghiém vao trong dung dich sodium
nitrate 0,01mol/l trong dung dich dém phosphate pH 7,0, u 37°C trong 24 gio.

Céach 3: Nho vai giot dung dich sodium nitrat 1% vao méi trudong canh khuan
day da duoc nudi cay trude d6. U & nhiét do 37°C trong 4 gio.

Acid hoa cac dung dich thtr nghiém trén bang vai giot HC1 1N, thém vao mdi
thir nghiém 0,5ml dung dich sulphanilamide 0,2% va 0,5ml N-napthylethylenediamine
hydrochloride, tat ca cac thudc thir nay phai dugc bao quan trong ti lanh. Néu c6 xuat
hién mau hdng 1 ddu hiéu cta nitratase duong tinh. Néu khong c6 mau hong xuat hién
c6 thé c6 mot trong hai truong hop nhur sau:

Khong c6 nitatase trong mdi trudong, nitrate van con hién dién. Thém vao maot
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luong rat nho bui kém vao cac thir nghiém dé chuyén nitrate thanh nitrite, khi d6 mau
hong sé& xuat hién.

Nitrate khong con trong moi truong: thém bui kém vao mdi truong van khong
xuat hién mau hong.

Chung lam ddi chung (+) 1a Serratia marcescens , (-) 1a Acinetobacter Iwoffi.
1.15. Thir nghiém urea

Nguyén tdc: Xac dinh vi sinh vat c6 kha ning phan huy urea thanh ammonia va
CO, duoi su xuc tac cua enzyme urease do vi sinh vat tiét ra.

Co s6 sinh hod: Urea 13 mot hop chit carbamide rat d& bj thuy giai. Su thuy
gidi cliia urea bdi sy xUc tac cua urease s€ giai phong hai phan tir ammonia. Trong dung
dich cac thanh phan sau phan tmg s& chuyén hoa thuan nghich, san pham thu dugc sau
phan tng s& dugc bidu dién trong can bang sau:

7
Ci =0 +2H,0O —> CO> + H>O + 2 NH; <—> (NH.4)»COs

H-oN Amonia

. Amonia carbonat
Urea

Enzyme urease 1a mot enzyme quan trong trong t& bao vi sinh vat, trong mot s6
vi sinh vat day 1a enzyme cau trac, nhung trong mot s loai khac day 1a enzyme cam
tmg. Khi ¢6 co chat urea hién dién trong méi trudng, enzyme nay dugc tong hop va
phong thich ra bén ngoai té bao, xtc tac phan tng thuy giai urea. Cac san pham sau
phan g 1am cho moéi trudng hoa kiém va lam chuyén mau chét chi thi pH.

Phurong phdp tién hanh: Cy vi sinh vat vao mdi truong canh urea c6 chira chat
chi thi 1a phenol red, u & nhiét d6 37°C trong khoang 12-18 gid. Phan ting dwong tinh
khi mdi truong chuyén sang mau do6 hong, phan tng am tinh khi méi trudng khong
chuyén mau.

Thir nghiém urease 1 dic trung cho cac loai Proteus sp. Va thuong dung dé
phan biét cac loai Proteus vdi cac thanh vién khac cua Enterobacteriaceae.

Chung lam ddi chung (+) 1a Proteus rettgeri, (-) 1 Serratia marcescens.

1.16. Thir nghi¢m Voges — Prokauser (VP)

Nguyén tdc: Phat hién kha nang vi sinh vat tao thanh mot sé san pham trung
tinh acetylmethylcarbimol (acetoin) trong qua trinh 1én men glucose.

Co so sinh hoa: Thu nghiém VP nham muc dich phat hién acetoin, mot san
pham trung tinh trong qua trinh trao ddi glucose trong té bao vi sinh vat. Qua trinh
phan huy glucose trong té bao vi sinh vt tao ra san pham trung gian 13 acid pyruvic, tir
day c6 thé chia vi sinh vat thanh hai nhom theo hai cong dudng chuyén hoa pyruvic
khac nhau nhu sau: Nhom trao d6i khéng tao thanh 2,3-butanediol, vi du nhu E.coli
dugc goi 1a nhom VP am tinh (VP-); nhém thir hai qua trinh trao doi nay tao thanh san
pham trung gian 1a 2,3-butanediol, vi du nhu Klebsiella, dugc goi 1a nhom VP duong
(VP+). Tuy nhién tht nghiém VP nhim muc dich phat hién acetoin
(acetylmethylcarbimol, AMC) mét tién chat cua 2,3-butanediol.

Phan tor acetoin dugc tao thanh do qué trinh khr nhom carboxyl cua acid
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pyruvic, phan tng nhu sau:
2 Pyruvat =» Acetoin + 2CO,

Vi acetoin 1 mot san phdm trung gian trong budc tao thanh 2,3-butanediol nén
trong mdi trudng nudi cay tich liiy mot lugng rat it tién chat nay. Dé acetoin tich Iy
nhiéu, dé dang cho viéc phat hién, vi sinh vat phai nudi trong diéu kién hiéu khi. Qua
trinh chuyén ho4 giira acetoin va 2,3-butanediol 12 mot qué trinh thuin nghich, c6 thé
biéu dién qua trinh nay nhu sau:

Dé phat hién acetion trong méi truong nudi cdy l-napthol dugc st dung nhu
mét thudc thir phat hién trong moi truong kiém manh dugc tao ra do KOH 40% hay
NaOH 40% dugc cho vao méi truong thir nghiém.

Co ché phan ng nhan biét acetoin dugc biéu dién nhu sau:

Oxyhoa
2.3-butanediol » dCEtoin
2.3-butanediol dehvdrogenase

Khw

Acetoin » 2.3-butanediol
diacetyl (acetoin) reductase

Trong cac thanh phan tham gia phan ng dé tao phirc chat c6 mau do hong c6
hop chat guanidine, vi du arginine NH:C(NH2)-NH-(CH2)3-CH(NH2)-COOH, chat
nay hién dién trong pepton dugc sir dung trong moi truong nudi cay.

Phwong phdp tién hanh: Cay vi sinh vat vao trong méi trudng canh glucose
phosphate (MR-VP broth), i ¢ nhiét do 37°C trong khoang 2-5 ngay. Thém vao canh
khuan sau nuéi cdy 3ml dung dich 1-napthol 5% trong con, bd sung thém 3ml dung
dich KOH hay NaOH 40%, lac manh. Quan sat phan tng trong khoang 5 phut. Phan
tmg VP duong tinh khi méi trudng chuyén sang mau dé hay hong sang, phan tmg VP
am tinh khi khong c6 su chuyén mau nay.

Thir nghiém VP dugc ding dé phan biét Klebsiella pneumonia (+) va
Enterobacter (+) v6i E.coli (-), phan biét mot sd loai cua Klebsiella, dé xac dinh
Listeria monocystogenes.

Chung 1am d6i chimg (+) cho thtr nghiém nay 1a Serratia marcescens va déi
chung (-) 1a Proteus rettgeri.

1.17. Thir nghiém lén men — oxy hoa (Thii nghié¢m Hugh& Leifson)

Nguyén tic: Xac dinh vi sinh vt trao d6i carbonhydrate bang qua trinh oxy hoé
hay qué trinh Ién men.

Co s6 sinh hod: Vi sinh vat sir dung carbonhydrate trong qua trinh trao doi chét
thong qua hai qué trinh: oxy hoa va 1én men. M6t s vi sinh vat chi c6 thé sir dung
carbonhydrate trong diéu kién hiéu khi, trong khi d6 mot sb vi sinh vat khac c6 thé trao
d6i co chat nay trong ca hai diéu kién hiéu khi va ky khi. Pay duoc goi 14 vi sinh vat
ky khi tuy nghi.

Lén men 1a mot qué trinh ky khi, vi khuan 1én men 14 nhiing vi khuan ky khi tuy
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nghi. Qua trinh 1én men glucose s€ chia phan tir nay thanh hai duong triose (duong
3C). San phan cubi cung cta con dudng 1én men phu thudc vao ting loai vi sinh vat va
phu thudc vao diéu kién moi trudng. Tuy vay diém cdt yéu cia con dudng 1én men 1a
phan tir glucose bi phosphoryl hoa & budc dau tién dé thanh glucose-6-phoshate. Qua
trinh 1én men can mot chat nhan dién tr cudi cung la mot hop chét hiru co. Glucose
tham giam trong qué trinh 1én men thudng duoc trao doi theo con duong Embden-
Meyerhof, ciing c6 truong hop trao doi theo con dudng Entner- Doudoroff va con
duong theo hudng trao dbi pentose.

Oxy ho4 13 qua trinh chi dién ra trong diéu kién c6 oxy. Trong qué trinh nay
phan tir glucose khong bi chia thanh hai triose nhu trén, thay vao dé chung oxy hoa
nhém chic aldehyde (-CHO) dé tao thanh acid gluconic. Khac véi qué trinh 1én men,
qua trinh oxy hoa khong bi phosphoryl hoa & giai doan dau ctia qua trinh phan giai
glucose. Pdng thoi trong qua trinh oxy hoa chat nhan dién tir cudi cung khong phai 1a
phan tir hitu co ma c6 thé 1a cac chat v co nhu oxy phan tir nitrat hay sulphate. Qua
trinh 1én men thuong tao moéi trudong acid cao hon trong qua trinh oxy hoa.

Phwong phdp thuc hién: Ciy dam sau vi sinh vat thir nghiém vao hai 6ng
nghiém moi truong Hugh &Leifson cé chita 2-5 g agar/ lit. Mot trong hai 6ng duoc
pht 1én bé mat 1ml dau khoang hai parafine 10ng vo tring dé ngan can su tiép xtc véi
oxy khong khi. U ca hai 6ng trong cung diéu kién khoang 24-48 gio. Phan ¢ng Ién
men khi ca hai éng déu bi acid hod déu ¢ trén mit va phan siu cia moi truong.

1.18. Thir nghiém oxydase

Nguyén tdc: thir nghiém nay nham phét hién hé enzyme oxydase cta vi sinh
vat.

Co s¢ sinh hod: Thir nghiém oxydase nham muyc dich phat hién enzyme
oxydase, mot san pham noi bao cua vi sinh vat. Phan tmg oxydase xay ra do sy ¢6 mit
ctia hé thdng cytochrom oxydase oxyhoa cac cytochrom dang khir bai oxy phan tir.

Tat ca cac vi sinh vat nhan nang lugng tir cac nguén vat vat chat béng co ché ho
hap, ddy 13 qua trinh oxy hoa. Hé thong ho hap 1a mot chudi cac enzyme va cac chat
chiu trach nhiém cho sy van chuyén dién tir tir cac co chit dén oxy phan tir. Oxy la
chat nhan proton hydro cudi cung trong chudi hé hip dé tao thanh nudc hay hydro
peroxyde, san pham cudi ciing duge hinh thanh phu thudc vao ting loai vi sinh vat va
hé théng enzyme cua chiing.

Cytochrom oxydase

2 cytochrom c khi + 2H + 1% 0, » 2 Cytochrom c oxy hod + H,O
oxy hoa

2 Cytochrom c oxy hod + thuéc thi » hgp chat c6 mau xanh

Hop chit c6 mau xanh nay 1a mot indolphenol blue, ddy 1a mot loai thude
nhudm c6 nhan quinon.

Cdc tién hanh: Nudi cdy vi sinh vat trén moi truong nutrien agar qua dém, lay
mot it sinh khdi vi sinh vét biang que cdy vong dugc lam bang nhira hay gb dit 1én gidy
loc, danh déu vi tri dit sinh khoi vi sinh vat. Nho 1én vi tri danh diu mot giot thude thir
N,N,N’,N’- tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD), quan sat sau
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vai phut. Phan mg oxydase duong tinh khi sinh khdi vi sinh vat chuyén thanh nay
xanh duong dam. Phan tng 4m tinh khi khong c6 hién twong chuyén mau.

Chung 1am ddi ching (+) 12 Pseudomonas aerouginosa, (-) la Acinetobacter
Iwoffi.
2. Bai tap va thio luan
2.1. Xay dung quy trinh thir nghiém sinh héa d6i véi chi tiéu E. coli
2.2. Xay dyng quy trinh thir nghiém sinh hoa d6i véi chi tiéu Salmonella
2.3. Xay dung quy trinh thir nghiém sinh héa déi véi chi tiéu Staphylococcus aureus
B. CAU HOI VA BAI TAP
1. Trinh bay cac nguyén tic, co so sinh hoa va phuong phép tién hanh ctia mot sb thir
nghiém sinh héa phé bién trong xac dinh vi sinh vat

50



BAI 5. PHAN TICH TONG SO VI SINH VAT HIEU KHI

Muc tiéu:

- Trinh bay duoc quy trinh phan tich tong s6 vi khuan hiéu khi trong thuc pham;

- Pha ché dugc méi trudng va cac loai dung dich dém st dung trong phan tich tong sd
vi khuén hiéu khi dtng nong d6 yéu cau;

- Tién hanh céc thao tic xtr Iy miu, pha lodng va cdy miu theo dung trinh tu va yéu
cau k¥ thuat;

- Poc ding két qua, tinh toan va xu ly s6 liéu chinh xac;

- Tuan thu ndi qui cia phong thi nghiém va dam bao vo trung.

A.NOI DUNG
1. So lwrge vé chi tiéu

Vi sinh vat hiéu khi: 12 nhung vi sinh vt phat trién dé hinh thanh khuén lac
trong diéu kién c6 su hién dién cta oxy phan tu.

S6 don vi hinh thanh khuan lac (cfu — colony forming unit) 13 s6 khuan lac xuat
hién trong méi trudng nudi ciy. S6 lwong don vi hinh thanh khuan lac cho phép udc
doan duoc s6 lugng vi sinh vat trong mgt don vi khdi luong thuc phém.

Dé xac dinh sb luong vi sinh vat trong mot don vi khéi luong thuc phém bﬁng
phuong phap dém sé luong khudn lac phai qua qué trinh dong nhat, pha lodng mau
thanh cac nong do xac dinh. Chuyén mot thé tich xac dinh cac do pha loang di dong
nhat vao trong moi trudng nudi cdy. Cac khuan lac duoc hinh thanh trong méi trudng
sau khi u dugc xem nhu 1a chung hinh thanh tor mét té bao don I¢.

Tuy theo cac yéu cau cu thé trong viéc phan tich, cac dia méi trudong sau khi
céy mau duoc 0 & cac diéu kién nhiét do va thoi gian khac nhau. Theo yéu cAu cla cac
tiéu chuan ciia nhiéu qudc gia, chi tiéu nay dugc 0 & 30°C trong khoang thoi gian
khoang 3 ngay. Tuy nhién mot sd yéu cau khac co thé u ¢ nhiét do 20 - 22°C trong
cung thot gian trén.

DPém tit ca cac khuan lac xuét hién trén dia, can ctt vao do pha lodng cling nhu
thé tich cay dé qui vé tong s6 vi sinh vat trong mot don vi khdi luong mau thyc pham.
Chi tiéu tong sb vi sinh vét hiéu khi dugc dung dé danh gia chat luong ciia mau vé
khia canh vi sinh vat, qua d6 danh gid kha nang hu hong, cling nhu thoi han bao quan
cac san pham thuc pham. Tong sb vi sinh vat hiéu khi con 1 chi tiéu danh gia muac do
vé sinh trong qua trinh ché bién, bao quan thuc pham, nudc udng hay cac san pham
khéc.

2. Dung cu va thiét bi
2.1. Dung cu

- HOp petri

- Pipet

- Binh tam giéc

- Ong nghiém
2.2. Thiét bi

- T4 4m

- Tu sdy
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- Nbi hip thanh tring

- May pH ké

- Lo vi sdng
3. Moi trwong va vat liéu phan tich
3.1. Moi truong

- Méi truong Plate Count Agar ¢6 pH 7.0 £ 0.2. Mbi trudng dugc phan phdi
vao trong cac binh thuy tinh hay trong cac dng nghiém. Hap khir tring & 121°C trong
15 phit. Bao quan & trong tu lanh tir 2-8°C. Trudc khi str dung moi truong phai duge
dun chay va lam nguoi ¢ 45°C trong bé diéu nhiét.

- Dung dich pha lodng nudc mudi peptone (saline pepton water): gom 8.5 gam
NaCl va 1.0gam pepton. Dung dich dugc phan phdi vio trong cac binh chira 0.5-1.0 lit
va phéan phdi vao trong cac 6ng nghiém véi thé tich chinh xac 9.0ml sau khi khtr tring.
3.2. Vit liéu phdan tich

- Cac san pham thyc pham dung cho ngudi hodc thirc dn chin nudi. Pbi véi
thuc phém va thie dn chan nu6i di 1én men thi bi han ché hon.
4. Pha ché méi truong
4.1. Tao hon hop
*Can cac thanh phan c6 trong mdi truong PCA theo cong thirc sau:

- Tryptone/Peptone : 5,0 g

- Cao ndm men: 2,5g

- Glucose: 10g

- Agar: 159

- Nuéc cat 1000ml
Cho vao cdc thity tinh 1000ml, hoa tan va dun s6i trong 10 vi song.
*Can cac thanh phan c6 trong nude mudi peptone, theo cong thire sau:

- NaCl: 8,59

-Peptone: 1,09

- Nuéc cat: 1000ml
Cho vao cbc thiy tinh 1000ml, hoa tan va dun séi trong 16 vi séng.
4.2. Kiém tra pH

- Str dung thiét bj may pH ké do

- Str dung dung dich dém diéu chinh pH khi can thiét
4.3. ROt

- ROt mai trudng vao cac binh tam giac, thé tich moi truong chiém < 50% thé
tich binh tam giac; hoac rét moi truong vao cac binh Duran

- Rot dung dich pha lodng 9ml vao dng nghiém; 90 ml, 225ml vao binh tam
giac hoac vao cac binh Duran.
4.4. Khur trung
- Khir tring méi trudng, dung dich pha lodng & 121°C trong 20 phut bang ndi thanh
trang.
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5. Quy trinh phén tich

10g mau/10ml mau + 90 ml dung dich pha lodng

Ddng nhét va pha loing miu

Y

Mau » Cay 1ml 1én moi truong PCA, dung k¥ thuat cay tron
A 4
U ¢ 30°C +1°C trong 72 gid + 3 gidy
A 4
DPém céc khuan lac trén cac dia
A\ 4
Tinh toan két qua
5.1. Xur Iy mdu

- Dlng cc dung cu nhu kéo, kep da dugc khir trung can chinh xac 10.0g mau
vao trong bao PE. Tat ca cc diéu kién lam viéc va thao tac phai tién hanh trong diéu
kién vo trung. Thém vao luong mau nay 90 ml dung dich pha lodng Saline Pepton
Water. Sau khi ddng nhét nhan dugc dung dich mau c¢6 d6 pha loing 10™.

- Pong nhat mau bang may dap mau, thoi gian dap mau phu thudc vao tinh chat
co 1y cia mau, nhung khong qua 2,5 phut.

- Dich mau ngay sau khi déng nhit dugc pha lodng theo diy thap phan bang
cach dung pipet vo trung chuyén 1 ml dich mau vao éng nghiém chira 9 ml dung dich
pha lodng Saline Pepton Water , tranh tiép xtic pipet v6i dung dich pha lodng, dong
nhat mau trong 6ng nghiém bang may lic hodc ding pipet vo tring khac hit ddo dich
mau 1én xudng 5 -10 1an. Dung pipet d6 chuyén 1 ml dich mau vao dng thir hai chtra 9
ml dung dich pha lodng. Tiép tuc nhu vay s& co cac dung dich mau véi cac do pha
lodng 10°%; 10%; 10™%; ...cho dén khi c6 du cac ndng do pha lodng can thiét.

5.2. Cdy mdu

Chon hai hay ba d§ pha loang lién tiép sao cho trong 1 ml chira 25-250 té bao
vi sinh vét dé cdy. Dung pipet v6 tring chuyén 1 ml dich mau pha loang da chon vao
giira dia petri vo trung. Mdi ndng d6 ciy it nhat vao 2 hay 3 dia. Sau khi cdy, d6 vao
mdi dia 10-15 ml moi truong Plate Count Agar da duoc dun chay va dé 6n dinh &
45°C.Tron déu dich miu voi méi trudng bang cach lic tron dia petri xudi va nguoc
chiéu kim d6ng hd, mdi chiéu 3-5 lan ngay sau khi d6 méi truong. Pat cac dia trén
mit phang ngang cho agar dong dic.
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5.3. Nuéi méu

Sau khi cac dia thach da dong tu nhi€n & nhiét d§ phong, 14t ngugc va u cac dia
trong ti 4m & nhiét d6 30 £1°C trong thoi gian 72 gid. Trong mot sb yéu cau, nhiét do
Ui dfa va thoi gian U c6 thé thay doi.
5.4. Dém két qud

Pém tit ca sb cac khuan lac xuit hién trén cac dia sau khi 0. Chon céc dia co
s6 dém tir 25 dén 250 khuén lac dé tinh két qua. S6 luong téng sb vi sinh vt trong 1
gam mau duoc tinh nhu sau:

N
A= (cfu/g)
NXVixf+ ...+ X ViXxT

Trong d6:  A:s6 luong vi sinh vat trong 1 gam mau
N: tt ca cac khuan lac dém duoc trén cc dia da chon.
n;: s6 lugng dia cdy tai do pha loang thir i
V: thé tich dich mau ciy vao trong 1 dia.
fi: 40 pha loang tuong Gng.
Vi du trong mét trudng hop phan tich mau cu thé nhan dugc két qua nhu sau:

Nong d6 pha lodng 10 10
Két qua: Dia 1 235 26
Dia 2 246 21

235 + 246 + 26
A= ~ 2.4 x 10°(cfulg)
2x1x0,001+ 1 x 1x 0.0001
Cac két qua tong s vi sinh vat hiéu khi thudong dugc biéu dién duéi dang s6 mil
cua co sb thap phan.
Truong hop 6 cac vi sinh vat moc loang, tinh mdi vét loang 1a 1 khuan lac.
Néu s6 khuan lac loang chiém hon 1/3 dia thi phai ghi nhan diéu ndy va danh dau két

qua nhan dugc.

Néu & d6 pha loang cao nhét, s6 khuan lac dém duoc trén 1 dia >250, vi du &
ndéng d6 10 sb dém 16n hon 250, két qua dwge ghi: >2.5 x 10’ CFU/g. Néu & d6 pha
lodng thap nhét, s6 khuan lac dém duogc trén 1 dia <25, vi du ¢ nong do 10" s6 @ém
nho hon 25, két qua dugc ghi: <2.5 x10% CFU/g.

B. CAU HOI VA BAI TAP
1. Trinh bay va mé ta quy trinh phan tich tong s6 vi khuan hiéu khi trong thyc pham.
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Bai 6. PHAN TICH TONG SO NAM MEN VA NAM MOC
Muc tiéu:

- Trinh bay duoc quy trinh phan tich tdng s6 nAm men va nim méc trong thuc pham;

- Pha ché dugc méi trudng va cac loai dung dich dém st dung trong phan tich tong sd

nim men va nim méc ding nong d6 yéu cau;

- Thuc hién céc thao tac xir Iy mau, pha lodng va cdy miu theo dung trinh tu va yéu

cau k¥ thuat;

- Poc ding két qua, tinh toan va xu ly s6 liéu chinh xac;

- Tuan thu ndi qui cia phong thi nghiém va dam bao vo trung.

A.NOI DUNG
1. So' lwge vé chi tiéu

N4Am men va ndm méc 12 nhém vi sinh vt rat da dang, cho dén nay c6 hon 400
000 loai ndm nen va ndm mdc d3 dugc mo ta. Day 1a nhom vi sinh vat nhan that, co
véch té bao 1a 16p vo chitin, c6 nhin va cic bao quan khac. Tat ca cac loai men va méc
déu thuéc nhém vi sinh va di dudng, chung can ngudn dinh dudng cung cép ning
luong tir moi trudng bén ngoai, vi thé vi sinh vt nay thuong xuyén dugc phan lap tir
thuc pham hay céc ngudn giau dinh dudng khac. Phan biét ndm men va nam méc theo
khéi niém don gidn nhu sau:

N4am mdc 13 vi ndm dang so1, sinh san béng bao tir hodc khuan ty.

Nam men 1a nhiing té bao don tinh phat trién theo kiéu nay chdi. Thinh thoang
c6 thé nhin thiy céc té bao két nhau thanh chudi.

Pon vi hinh thanh khuan lac ctia mbc va men 1a mam tao nén mot khuén lac khi
nuoi céy trong moi truong. Mam c6 thé 1a mot bao tir, mot té bao hay mot doan cua
khuan ty.

Trong thuc pham, khi c6 sy hién dién ctia ndm mdc va nAm men, chdng phét
trién 1am thay d6i mau cta thyc pham, gdy mui hay vi la, 1am hu hong hay thay doi co
cAu cua thuc phém. Mt sd 1oai ¢ thé tao doc to gay ngd doc thuc phém.

Xac dinh s6 lwong mdoc hay men trong mau bang k¥ thuat pha loang va do dia,
mét khdi luong mau xac dinh duoc céy vao moi trudong Sabouraud u 25°C trong 3-5
ngay, dém sb khuan lac nAm men va nim méc riéng biét.

2. Dung cu va thiét bi
2.1. Dung cu

- Hop petri

- Pipet

- Binh tam giac

- Ong nghiém
2.2. Thiét bi

- Ta 4m

- Tu sdy

- Nbi hip thanh tring

- May pH ké

- Lo vi sdng
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3. Moi truwong va vat liéu phan tich
3.1. Moi truong

- Mbi truong Sabouroad ¢6 pH 5,6 — 6,2. Méi truong dugc phan phdi vao trong
cac binh thuy tinh hay trong cac dng nghiém. Hap kht tring & 121°C trong 15 phdt.
B4o quan & trong tu lanh tir 2-8°C. Trudc khi str dung mdi trudng phai duge dun chay
va lam ngudi ¢ 45°C trong bé diéu nhiét.

- Dung dich pha lodng nudc mudi peptone (saline pepton water): gdm 8.5 gam
NaCl va 1.0gam pepton. Dung dich dugc phan phdi vao trong cac binh chira 0.5-1.0 lit
va phan phdi vao trong cac 6ng nghiém véi thé tich chinh xac 9.0ml sau khi khtr tring.
3.2. Vit li¢u phdn tich

- Céc san pham thue phdm dung cho ngudi, thire dn chin nudi, my pham.
4. Pha ché méi trudong
4.1. Tao hén hop
*Can cac thanh phan c6 trong mdi truong Sabouroad theo cong thire sau:

- Peptone : 10,0 g

- Glucose: 40,09

- Agar: 15¢g

- Nuéc cat 1000ml
Cho vao cdc thity tinh 1000ml, hoa tan va dun soi trong 10 vi song.
*Can cac thanh phan c6 trong nudc mudi peptone, theo cong thire sau:

- NaCl: 8,59

-Peptone: 1,09

- Nuéc cat: 1000ml
Cho vao cdc thity tinh 1000ml, hoa tan va dun s6i trong 10 vi song.
4.2. Kiém tra pH

- Str dung thiét bj may pH ké do

- Str dung dung dich dém diéu chinh pH khi can thiét
4.3. ROt

- ROt moi trudng vao cac binh tam giac, thé tich moi truong chiém < 50% thé
tich binh tam giac; hoac rot moi truong vao cac binh Duran

- Rot dung dich pha lodng 9ml vao dng nghiém; 90 ml, 225ml vao binh tam
giac hodc vao cac binh Duran.
4.4. Khw trung

- Khtr tring mdi truong, dung dich pha loing & 121°C trong 20 phit bang ndi
thanh trung.
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5. Quy trinh phén tich

10g mau/10ml mau + 90 ml dung dich pha lodng

Ddng nhét va pha loing miu

Y

Mau > Cay 1ml 1én mdi truong Sabouroad, ciy d6 dia

A 4

U ¢ 25°C trong 3-5 ngay

A 4

Dbém cac khuan lac trén cac dia

A 4

Tinh toan két qua

5.1. Xur Iy mdu

- Dlng cic dung cu nhu kéo, kep da dugc khir trung can chinh x4c 10.0g mau
vao trong bao PE. Tat ca cc diéu kién lam viéc va thao tac phai tién hanh trong diéu
kién v6 trung. Thém vao luong mau nay 90 ml dung dich pha lodng Saline Pepton
Water. Sau khi ddng nhét nhan dugc dung dich mu c6 d6 pha loing 10™.

- Pong nhat mau bang may dap mau, thoi gian dap mau phu thudc vao tinh chat
co ly ctia mau, nhung khong qua 2,5 phut.

- Dich mau ngay sau khi déng nhit dugc pha lodng theo diy thap phan bang
cach dung pipet vo tring chuyén 1 ml dich mau vao 6ng nghiém chira 9 ml dung dich
pha lodng Saline Pepton Water , tranh tiép xtic pipet v6i dung dich pha lodng, dong
nhat mau trong 6ng nghiém bang may lic hodc ding pipet vo tring khac hit ddo dich
mau 1én xudng 5 -10 1an. Dung pipet d6 chuyén 1 ml dich mau vao 6ng thi hai chira 9
ml dung dich pha lodng. Tiép tuc nhu vay s& co cac dung dich mau véi cac do pha
lodng 10°%; 10%; 10™%; ...cho dén khi c6 du cac ndng do pha lodng can thiét.

5.2. Cdy mdu

Chon hai hay ba d§ pha loang lién tiép sao cho trong 1 ml chira 25-250 té bao
vi sinh vét dé cdy. Dung pipet v6 tring chuyén 1 ml dich mau pha loang da chon vao
giira dia petri vo tring. Mdi ndng do ciy it nhat vao 2 hay 3 dia. Sau khi cdy, d6 vao
mdi dia 10-15 ml méi truong Sabouroad di dugc dun chay va dé on dinh & 45°C.Tron
déu dich miu véi moi trudng bang cach lic tron dia petri xudi va nguoc chiéu kim
ddng hd, mdi chiéu 3-5 1an ngay sau khi d6 moéi truong. Dit cac dia trén mit phiang
ngang cho agar dong dic.

5.3. Nuéi mdu
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Sau khi cac dia thach da dong tu nhi€n & nhiét do phong, 14t ngugc va u cac dia
trong ti 4m & nhiét do 25°C trong 3-5. Trong mdt s6 yéu cau, nhiét do u dia va thoi
gian 0 c6 thé thay dbi.

5.4. Dém két qud

Pém tit ca sb cac khuan lac xuit hién trén cac dia sau khi 1. Chon céc dia co
s6 dém tir 25 dén 250 khuan lac dé tinh két qua. S6 luong téng sb vi sinh vt trong 1
gam mau duoc tinh nhu sau:

Trong do:

M: S6 lugng ndm men, nam mdc song lai duoc 6 trong 1g mau

c: Tong s6 khuan lac dém duogc & cac dia petri c6 cing mot d6 pha lodng

d: Do pha loang

n: s6 dia trong mot d6 pha lodng

V: thé tich cdy mau

B. CAU HOI VA BAI TAP

1. Trinh bay va mo ta quy trinh phan tich tong s nAm men va nam maoc trong thuc
pham.
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Bai 7. PHAN TICH TONG SO COLIFORMS
Muc tiéu:
- Trinh bay duoc quy trinh phan tich tong sé Coliforms trong nuéc;
- Pha ché dugc cac loai méi trudng va dung dich dém st dung trong phén tich tong sd
Coliforms dang nong d6 yéu cau;
- Thao tac thanh thao xir 1y mau, pha lodng, cdy miu va thir nghiém khing dinh
Coliforms theo dung quy trinh va an toan;
- Poc ding két qua, tinh toan va xu ly s6 liéu chinh xac;
- Tuan thu ndi qui cia phong thi nghiém va dam bao vo trung.
A.NOI DUNG
1. So' lwge vé chi tiéu

Coliforms 1a nhém vi sinh vt chi thi vi sb luong hién dién cua chung trong
thuc phém, nudc hay cac loai mau méi truong duge dung nhu d4u hiéu chi thi kha
nang hién dién ctia cac vi sinh vat gdy bénh khac. Cac nha nghién ctru déu cho thiy
rang véi s6 lugng cao cua coliform trong thuc pham thi kha nang hién dién cua cac vi
sinh vat gay bénh khac cao. Tuy nhién mdi lién hé giira vi sinh vét gdy bénh va vi sinh
vat chi thi con ¢6 nhiéu tranh ci.

Coliform tong sb 12 nhom vi sinh vat hiéu khi tuy nghi, thugc nhém vi khuan
gram &m, khong sinh bao tir, c6 hinh que, 1én men lactose va sinh hoi tir ngudn carbon
nay trong vong 24-48 gio & nhiét do 37°C.

Khi nang cao nhiét d6 nudi cdy 1én 44°C c6 thé phan biét Coliform phan véi
nhom Coliform tong s6 va nhom khéng phai Coliform. Coliform duoc dinh nghia nhu
sau: Coliform phan 1a nhom vi sinh vat hiéu khi va ky khi tuy y, thuéc nhém vi sinh
vat gram am, khong sinh bao tor va c6 kha nang lén men lactose va sinh hoi trong
khoang thoi gian nuoi ciy 24-48 gio & nhiét do 44°C.

Nhom Coliform phéan 1a mot phan cia hé vi sinh rudt duong ¢ ngudi va cac
dong vat mau nong khac, cac nhom vi sinh vat sau dugc li¢t vao nhém Coliform phan:
Escherichia; Klebsiella, Citrobacter va Enterobacter. Nhém vi sinh vat nay duogc sir
dung nhu yéu td chi thi mic d6 vé sinh trong qua trinh ché bién, bao quan va van
chuyén thuc pham, nudc udng va moi truong.

2. Dung cu va thiét bi
2.1. Dung cu

- Hop petri

- Pipet

- Binh tam giac

- Ong nghiém
2.2. Thiét bi

- Ta 4m

- Tu sdy

- Nbi hip thanh tring

- May pH ké

- Lo vi sdng
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3. Méi trwong va vat liéu phan tich
3.1. Moi truong

- Tryptone Soya Agar (TSA) duoc chuén bi trong cac binh hay chai thuy tinh,
khir tring & nhiét d6 121°C trong 15 phit bang ndi hap. Bao quan & nhiét do 4-8°C.
Trudce khi st dung, méi trudng duoc dun chay va lam ngudi & 45°C trong bé diéu
nhiét.

- Violet Red Bile Agar (VRB) duoc chuan bi vo trung trong cac chai thuy
tinh,dun chay va lam ngudi & nhiét do 45°C trong bé diéu nhiét trude khi st dung. Co
thé sir dung cac méi trudng khac nhu Desoxycholate agar ciing dugc chuin bi nhu
trén.

- Brilliant Green Bile Lactose Broth (BGBL) duoc phan phdi vao trong cac dng
nghiém, mdi ong 10ml va c6 éng Durham dat nguoc bén trong. Khir tring ¢ 110°C
trong 15 phtt. Sau khi khir tring phai dam bao khong co bot khi trong céc ong
Durham nguoc.

- E.C broth: duoc chuén bi tuong tu nhu moi truong BGBL.

- Canh trypton: dugc phan phdi vao trong cac dng nghiém, mdi 6ng Sml. Moi
truong khir trung ¢ 121°C trong 15 pht.

- Thudc thir Kovac’s hay Ehrlish
3.2. Vit li¢u phdan tich

- Cac san pham thuc phdm dung cho ngudi, thire dn chin nudi.

4. Pha ché méi truong
4.1. Pha ché moi trwong VRB

- Cao ndm men 3g

- Peptone 7g

- Mubi mat 1,5¢

- Latose 10g

- Sodium chloride 5g

- Neutral red 0,03g

-Tim tinh thé 2mg

- Agar 15¢

- Nude 1 it
Hoa tan, dun s6i, khir trang ¢ 121°C trong 15 pht.

4.2. Pha ché méi trwong BGBL

- Pepton 10g

- Lactose 10g

- Mat bo 20g

- Brilliant green 0,0133g

- Nuée cat 11
Hoa tan peptone va lactose vao trong 500ml nudc cit, mat bo vao trong khoang 200ml
va brilliant green trong khoang 100ml nudc cat. Tron déu 3 dung dich dé dat thé tich
cudi cung 1a 1 lit, chinh pH mdi truong khoang 7,4. R6t vao mdi 6ng nghiém c6 chira
6ng Durham 10ml méi trudng BGBL. Hap 110°C trong 15 phat
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4.3. Pha ché dung dich dém

Can cac thanh phan c6 trong nuéc muoi peptone, theo cong thure sau:

- NaCl: 8,59
-Peptone: 1,09
- Nudc cat: 1000ml

Cho vao cdc thiry tinh 1000ml, hoa tan va dun s6i trong 10 vi song

5. Qui trinh phan tich

Chuén bj dich dong nhét,
pha lodng mau

\ 4

Cay 1ml dung dich mau vao dia petri, bd
sung 5ml mt TSA, dé yén trong 1-2h

\ 4

R6t vao moi dia 10-15ml mt thach VRB,
dé dong, 0 & 37°C, trong 24-48h

A 4

Pém cac khuan lac mau dé dén do dam,
c6 vong tua mudi mat, dk >0,5mm, chon

5 khuan lac

A 4

CAy vao 6ng canh BGBL,
1 6 37°C, 24-48h

A 4

DPém s6 6ng canh (+)(sinh hoi),
tinh ti 1€ khang dinh Coliforms

\ 4
Cay vao 6ng canh EC,
0 & 44°C, 24-48h

l

Chon 6ng canh (+) (sinh

hoi)
l |
Mat do Thtr nghiém
Coliforms Indol
A 4
Mat do DPém s6 6ng canh (+) va Indol (+) tinh ti

Coliforms phén

1¢ khang dinh Coliforms phan
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5.1. Xir Iy méu

Qua trinh chuan bi mau tuong tu nhu phﬁn dinh lugng téng s6 vi sinh vat hiéu
khi. Nhung qué trinh pha lodng mau sao cho trong Iml dung dich pha lodng chua
khoang <100 té bao Coliform.

5.2. Cdy mdu

Cay chuyén 1 ml dich pha loing mau da chon vao dia petri, mdi ndng do cy it
nhat vao hai dia petri, chon 2 ndng do pha lodng lién tiép dé cdy sao cho sau khi ¢ mdi
dia xudt hién dudi 100 khuén lac.

Cho vao mdi dia di ciy mau khoang 5ml méi trudngTSA d3 duge dun chay va
6n dinh trong bé didu nhiét & 45°C, tron déu dich miu v6i moi trudng bing cach lc
tron dia petri xudi va nguoc chiéu kim déng hd, mdi chiéu 3-5 1an ngay sau khi d6 moi
truong va dé on dinh & nhiét 6 phong trong 1-2 gid nham phuc hdi cac té bao bi ton
thuong hay céc té vao bi suy thoai do qua trinh ché bién. D6 thém 10 -15 méi truong
VRB Ién trén mdi truong TSA. Chd cho moi truong trong dia dong dac, 1at ngugce dia
vat 6 37° + 1°C trong 24 - 48 gio.

5.3. Nuéi mau

Sau khi cac dia thach da dong tu nhién & nhiét do phong, 1at nguoc va u cac dia
trong ti 4m & nhiét do 37°C trong 24-48gio.
5.4. Thir nghi¢m khdng dinh Coliform

Trong truong hop phan tich cic mau thyc pham co chira cic ngudn carbon khac
khong phai lactose, dé tranh cac trudng hop vi sinh vét sit dung cac ngudn carbon
trong mau dé 1én men va c6 biéu hién hinh dang khuan lac tuong tu Coliform, giai
doan khang dinh 1a can thiét. Qui trinh khang dinh dugc tién hanh nhu sau: chon it
nhat 5 khuan lac nghi ngd da dém véi cac hinh dang khac nhau, cdy chuyén sang céc
ong c6 chira moi trudng khang dinh. BGBL dugc sir dung khi khang dinh Coliform
tong s, E.C duoc st dung dé khang dinh Coliform phan. U cac dng nghiém BGBL da
cdy & nhiét 46 37 £ 1°C va cac ong nghiém E.C broth & 44°C trong thoi gian 24-48
gid. Két qua duong tinh khi vi khuan phat trién va sinh hoi trong méi truong nudi cy,
hoi tao ra dugc gitr lai trong cac dng Durham ngugc hay tu lai trén bé mat ng nghiém.
Ti 18 x4c nhén 13 ti sb giita khuan lac cho két qua duong tinh voi s6 khuan lac khang
dinh.

Trong truong hop khang dinh Coliform phan, cac khuan lac sinh hoi trong moi
truong E.C broth duoc thir nghiém indol & 44°C. Ti 1é dwong tinh chi duoc tinh cho
cac khuan lac c6 kha nang sinh hoi va phan tng indol duong tinh.

5.5. Tinh két qua

Chon céac dia c6 s dém tir dudi 100 khuan lac Coliforms dé tinh két qua.
Khuan lac Coliforms c6 mau do dén mau do dam va co dudng kinh > 0.5 mm, xung
quanh khuan lac c6 ving tia ciia mudi mat.

N
A(coliform/coliform phén) = x R(cfu/g(ml))
nlvlfl +...+ niVifi
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Trong d6: N téng s6 khuan lac dém duoc
n; : sb dia c6 sd khuan lac duoc chon tai mdi do pha loang
v : Thé tich cdy vao mdi dia
fi : PO pha loang c6 s6 khuan lac dugc chon tai cac dia dém
R : Ti 1€ xac nhan
Két qua coliform hay coliform phan dugc 1am tron chin chuc va duoc biéu dién
dué6i dang s6 mii c6 co s thap phan.
B. CAU HOI VA BAI TAP
1.Trinh bay va mo ta quy trinh phan tich tong s6 Coliforms trong nudc.
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Bai 8. PHAN TICH ESCHERICHIA COLI
Muc tiéu:

- Trinh bay duoc quy trinh phan tich E. coli trong nudc;

- Pha ché duoc cac loai moi trudng va dung dich dém st dung trong phan tich E. coli

dung ndng d6 yéu cau;

- Thao tac thanh thao xtr Iy mau, pha lodng, cdy méu, ting sinh mau va thir nghiém

khang dinh E. coli theo dung quy trinh va an toan;

- Poc diing két qua, tinh toan va xir 1y sb lidu chinh xac;

- Tuén thu ndi qui cua phong thi nghiém va dam bao vo trung.

A.NOI DUNG
1. So' lwgc vé chi tiéu

E.coli 1a loai vi sinh vat thugc nhom Coliform phén, c6 hinh que, gram am, di
dong, c6 kha ning 1én men va tao acid va sinh hoi tir dudng lactose & 44°C hay nhiét
d6 thap hon, c6 kha ning sinh indol & 44°C va 37°C, ¢ phan tng Voges Proskauer 4m
tinh, khong c6 kha ning sir dung citrate nhu ngudn car bon duy nhét.

Trong mot s phuong phap kiém nghiém thuc pham, c6 nhiing dinh nghia phan
biét s6 luong E.coli khiang dinh va sb luong E.coli gia dinh. S6 lugng E.coli gia dinh
dugc coi 1a nhitng Coliform phéan, chiing ¢6 phan ung Indol dwong tinh, khong tién
hanh khang dinh cic phan tmg khac.

E.coli con dugc goi 1a faecal coli, ching hién dién thuong xuyén trong rudt
nguoi va cac loai dong vat. Chiing phan bd rong khap trong ty nhién, mat di c6 ngudn
gbc tir phan, nhung sy hién dién cua ching véi mot s lwong nho trong thuc phim
khong c6 nghia la thuc phém d6 bi nhiém phan. Su hién dién cta vi sinh vat trong thuc
phém, nuoc uéng 1a d4u hiéu chi thj sy kém chét luong vé mat vé sinh.

Khi xdm nhiém mat liéu lugng 16n vao trong co thé ngudi va dong vat, E.coli 1a
loai pho bién nhat giy viém nhiém duong tiéu, thinh thoang c6 thé tim thdy chung gay
16 10ét va tao mi1, nhidm tring mau va c6 thé tim thay vi sinh vat nay gay viém nio.

Cho dén nay ngudi cac nha khoa hoc di tim duoc it nhat 4 loai gay bénh duong
rudt cho nguoi. Theo phan loai cia Gorbach chung dugc chia thanh: enterobathogenic
(EPEC); enterotoxigenic (ETEC), enteroinvasive (EIEC), va verotoxigenic (ETEC).

2. Dung cu va thiét bi
2.1. Dung cu

- Hop petri

- Pipet

- Binh tam giéc

- Ong nghiém
2.2. Thiét bi

- Tt 4m

- Tu sdy

- Nbi hap thanh tring

- May pH ké

- Lo vi sdng
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3. Moi truwong va vat liéu phan tich
3.1. Moi trwong

Tryptone soya agar ( TSA ) (chuin bi twong tu phan coliform)

Violet red bile agar ( VRB ) (chuan bj trong tir phan coliform)

Escherichia coli broth (EC broth): duoc phan phdi trong cac nghiém, mdi éng
chtra 10ml, cho vao bén trong éng durham ngugc, hap khir tring bang ndi hdp va lam
ngudi tir tir & khong con cac bot khi trong 6ng durham. Bao quan cic dng méi trudng
& nhiét 6 2-8°C cho dén khi st dung.

Lactose tryptone lauryl sulphate broth (LST Broth ): (Chuén bi twong ty nhu
EC broth).

Tryptone broth (chuén bi tuong ti phan coliform)

Thubc thir Kovac’s

MR-VP broth: phan phdi vao trong cac dng nghiém, mdi 6ng 5ml. Hap khur
tring bang ndi hap. Bao quan 2-8°C cho dén khi sit dung.

Simmon citrate: duoc chuan bi nhu 13 nhu 13 cac méi truong thach nghiéng
trong cac 6ng nghiém. Moi truong sau khi pha ché c6 mau xanh luc.

3.2. Vat liéu phan tich

- Cac san pham thyc pham ding cho ngudi, dic biét 1a cac san pham thily san
dong lanh
4. Pha ché méi truong
4.1. Pha ché méi truwong LSB

- Tryptose 20g

- Lactose 5¢

- Sodium chloride 5g

- KH,PO,4 2,75¢

- K;HPO, 2,75¢

- Lauryl sulphate 0,19

- Nuéc cat 1 it

- Hép 121°C trong 15 phut, pH 6,8
4.2. Pha ché méi truwong EC

- Tryptose 20g

- Lactose 5¢

- Mubi mat 1,5¢

- KH,PO,4 1,59

- K,;HPO, 49

- NaCl 5g

- Nuéc cat 1 it
ROt moi truong trong dng nghiém c6 chira dng Durham. Hap 121°C trong 15 pht, pH
6,9
4.3. Pha ché dung dich dém
Cén céc thanh phan c6 trong nuéc mudi peptone, theo cong thirc sau:

- NaCl: 8,59
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- Peptone: 1,09

- Nuéc cat: 1000ml
Cho vao cdc thiry tinh 1000ml, hoa tan va dun s6i trong 10 vi song
5. Qui trinh phan tich

Chuén bj dich dong nhét,
pha lodng mau

A 4
Cay 1ml dung dich mé}l vao dia petri, bd
sung 5ml mt TSA, d¢€ yén trong 1-2h

A 4

R6t vao moi dia 10-15ml mt thach VRB,
dé dong, u & 37°C, trong 24-48h

A 4

Pém cac khuan lac mau dé dén do dam,
c6 vong tua mudi mat, dk >0,5mm, chon
5 khuan 1lac

A 4

Cay vao 6ng canh EC,
0 & 44°C, 24-48h

A\ 4

Chon 6ng canh EC (+) (sinh hoi)

A 4
Cay vao 6ng canh Tryptone, MR-VP, thach
SC Citrat, 0 ¢ 44°C, 24h

l

Thtr nghiém IMViC

'

Mat do E.coli | +——| Dém s6 ong canh EC (+) va IMVIC ++ --
tinh ti 1¢ khang dinh E. coli

5.1. Xir Iy méu
Tuong ty nhu phan chuan bi mau cho kiém nghién coliform va coliform phan.
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5.2. Téing sinh méu

Cay 1ml dich mau ndng d6 10™ vao dng nghiém chira 5ml méi trudng ting sinh
(BGBL), 1 44°C trong 24h.

5.3. Cdy phan lip

Sau 24h, cay dich mau tir 6ng nghiém c6 phan ung duong tinh ( méi trudng
chuyén sang duc va sinh hoi) sang méi truong EMB.
5.4. Nuoi mdu
Nuoéi & nhiét d6 37°C, 24h.

5.5. Thir nghi¢gm khang dinh E. coli

Déi véi mdi dang khuan lac, chon 5 khuan lac nghi ngd cdy chuyén sang canh
thang EC. U & 44 + 0.5°C trong khoang 24 gid, két qua duong tinh khi vi sinh vat c6
kha ndng sinh sinh hoi trong moéi truong, dugce biéu hién b?mg bot khi dugc gilr lai
trong cac 6ng durham hay dong lai trén bé mit moi truong.

Chon céc 6ng canh thang EC c6 sinh hoi dé cdy chuyén sang cac moi truong
sau: canh thang Tryptone, canh thang MRVP, simmoncitrate. U cdc moi truong trén &
44 + 0.5°C trong khoang 24 gid. Thu phan (mg indol, methylred; vogesposkauer,
citrate (xem phan thir nghiém cac phan ng sinh hod). Ti 18 x4c nhan s6 luong khudn
lac thir nghiém cho két qua dung 1a E.coli bang ti s6 giita s6 lugng khuan lac xac nhan
ban dau va sb lugng khuén lac cho két qua la E.coli.

5.6. Tinh két qua

Chon cac dia c6 tir 10 - 100 khuén lac. Ddi vai nhirng dia co s6 khuan lac nhiéu
thi kich thudc cac khudn lac thuong nhé va khong rd. Pém nhitng khudn lac mau do
dén do sam va c6 dudng kinh 16n hon 0.5 mm, xung quanh ¢ ving tia ctia mudi mat.

S6 luong E.coli dugc tinh nhu sau:
N
S6 CFU E.coli = X R
nxVxf
Trong d6:  N: s6 lugng khuan lac coliform da dém
V: thé tich miu cdy vao dia

n: sb luong dia cdy cho mot miu
f: do pha lodng ctia mau
R: ti 1€ xac nhan cua E.coli

C6 thé tinh s lugng E.coli gia dinh bang cach tinh ti 16 s6 luvgng khuan lac cho
phan tng indol duong tinh, cong thirc tinh tuong ty nhu trén.

Két qua E.coli dugc thé hién bang s6 lugng don vi hinh thanh khuan lac E.coli
trong mot gram hay mililitre mau.

Ngoai phwong phap nudi cdy theo qui trinh nhu trén, E.coli con dugc dinh
lugng bang phuong phuong phap mang loc nudi ciy trén cic mdi trudng chuyén biét
hay phuong phap MPN. Pén nay c6 nhitng phuong phap mang loc c6 thé phan biét
duoc s6 lugng E.coli trong tong s6 coliform. Cac phuong phép mién dich hoc hay sinh
hoc phan tir co thé phan biét cac loai E.coli gdy bénh véi cac loai khong giy bénh
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khac.
B. CAU HOI VA BAI TAP
1. Trinh bay va mé ta dugc quy trinh phan tich E. coli trong mau thuc pham.
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Bai 9. PHAN TICH STAPHYLOCOCCUS AUREUS
Muc tiéu:
- Trinh bay dugc quy trinh phén tich tong sé Staphylococcus aureus trong thyc pham;
- Pha ché duoc cac loai moi trudng va dung dich dém sir dung trong phén tich tong sd
Staphylococcus aureus dang néng do yéu cau;

- Thao tac thanh thao xtr Iy mau, pha lodng, cdy méu, ting sinh mau va thir nghiém

khing dinh Staphylococcus aureus theo dang quy trinh va an toan;

- Poc diing két qua, tinh toan va xir 1y sb lidu chinh xac;

- Tuén thu ndi qui cua phong thi nghiém va dam bao vo trung.

A.NOI DUNG
1. So lwgre vé chi tiéu

Staphylococcus aureus 1a vi khudn hiéu khi hay ky khi tuy nghi, c6 hinh cu,
gram duong, c6 phan tmg dong huyét twong duong tinh do chung tiét ra enzyme
coagulase. Ngoai ra con cac dic diém nhu c6 phan tng Dnase, phosphatease dwong
tinh, c6 kha nang Ién men va sinh acid tir mannitol, trehalose, sucrose. TAt ca céc dong
S. aureus déu nhay véi novobiocine, c¢6 kha ning phat trién trong méi trudng chira dén
15% mudi NaCl.

Mot sb dong S. aureus c6 kha ning giy tan mau trén méi trudng thach mau,
vong tan mau phu thudc vao timg ching nhung ching déu c6 vong tan mau hep so véi
duong kinh cta khuéan lac. Hau hét cac vi sinh vat nay déu san sinh sic t6 vang. Nhung
cac sdc to nay it thdy khi qué trinh nudi ciy con non, sic td nay thudng thiy rd sau 1-2
ngay nudi cdy & nhiét do phong. Sic t6 dugc tao ra nhiéu hon khi trong méi truong co
hién dién cua lactose hay cac ngudn carbohydrate khac ma vi sinh vét nay co thé bé
gay va st dung ching

Hau hét cac dong thudc loai nay co thé tong hop enterotoxin. Ngoai ra cac loai
S. intermedius, va S.hyicus ciing c6 thé tao enterotoxin, nhung hai lodi ndy c6 phan
ing coagulase am tinh. Pdc té duoc san sinh chi khi vi sinh vat phat trién trong méi
truong ¢ nhiét do trén 15°C, doc t6 duoc san sinh nhidu nhéat khi chung phat trién
trong nhiét do 35-37°C.

S. aureus phan b khip noi, nhung chu yéu phan 1ap duoc tir da, mang nhay cua
nguoi va dong vat mau néng. Trong thuc pham vi sinh vat dugc nhidm vao chii yéu
qua con dudng ché bién c6 cac cong doan tiép xuc truc tiép v6i ngudi. Néu co su hién
dién v6i mat do cao cia sinh sinh vat nay trong thuc pham cho thiy diéu kién vé sinh
clia qua trinh ché bién kém, kiém soat nhiét do trong cac cong doan ché bién khong
tot.

2. Dung cu va thiét bi
2.1. Dung cu

- HOp petri

- Pipet

- Binh tam giéc

- Ong nghiém
2.2. Thiét bi

- T4 4m
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- Tu sdy

- Nbi hap thanh tring

- May pH ké

- L0 vi song
3. Moi truwong va vat liéu phan tich
3.1. Méi truwong

- Mo6i truong canh Mannitol Salt Broth (MSB): mdi truong nay dugc dung dé
phan tich dinh tinh S.aureus hay trong dinh lwong luong bang phuong phap MPN

- Moéi truong thach mau: méau dugc st dung la mau ctru hay bé non dudi 5
thang tudi di duoc loai boé cac sgi mau hay mau da duogc bo sung chat chéng dong
citrate. Moi trudng can dugc pha ché it nhit 2 ngdy trude khi sir dung dé kiém tra kha
ning bi nhiém.

- M6i truong thach Baird Parker Agar (BPA): thanh phan long dé trimg tuoi va
potassium tellurite chi dugc bd sung vao méi truong sau khi khir tring va lam ngudi
dén khoang 60°C.

- Moi truong thach Tellurite Glycine Agar

- M6éi truong Brain Heart Infusion (BHI)

- Huyét twong tho: huyét twong tho dugc ¢ dinh voi 0.1% EDTA hay ¢ dinh
trong sodium oxalate. Phan phdi vao trong cac ong nghiém nho, mdi ong 0,.3 ml. Co
thé thir phan Gng nay trén lam kinh.

3.2. Vit liéu phdn tich
- Cac san pham thuc pham dung cho ngudi.
4. Pha ché méi truong
4.1. Pha ché méi truwong Mannitol Salt Broth (MSB)

- Cao thit 1g

- Polypeptone 10g

- NaCl 75¢g

- Mannitol 10g

- Phenol red 0,025g

- Agar 15¢

- Nuéc cat 11it
Pun s6i va lic dé hoa tan agar, hip 121°C trong 15 phut, pH cubi 7,4
4.2. Pha ché méi trwong BPA

- Tryptone 10g

- Cao thit 5g

- Cao nim men 1g

- Sodium pyruvate 10g

- Glycine 12¢g

-Lithium chloride.6H,0 5g

- Agar 20g
Hip & 121°C trong 15 phut, pH cudi 7,0. Giit méi truong ran & 4°C, 1am nong chay va
b6 sung Bacto EY tellurite enrichment. Néu mudn sir dung ngay, giit moi truong nong
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chay & 49-50°C tru6e khi thém Bacto EY tellurite enrichment.
4.3. Pha ché dung dich dém
Can céc thanh phan c6 trong nuéc mudi peptone, theo cong thirc sau:

- NaCl: 8,59

- Peptone: 1,09

- Nudc cat: 1000ml
Cho vao cdc thity tinh 1000ml, hoa tan va dun sbi trong 10 vi séng
5. Quy trinh phan tich
5.1. Xi Iy va pha 103ng Méu

Can 10 + 0,1 gram mAu trong tii v trung, thém 90 ml dung dich pha loang,
d6ng nhat bang may dap mau khoang 30 gidy. Chuan bi diy pha lodng thich hop tuy
theo murc nhiém cia ting loai mau sao cho khi céy mot thé tich xac dinh 1én dia BP
sau khi u c6 khoang <100 khuén lac xuét hién trén dia.

5.2. Cdy mdu

Ciy 0,1ml mau nguyén hodc di pha lodng vao dia mdi trudng Baird Paker
Agar, néu mat do S.aureus trong mau thap c6 thé cay 1ml dung dich pha lodng phan
phdi vao 3 dia moi truong BP, ding que cdy tam giac trang déu trén bé mit cho dén
khi kho mat. Thuc hién twong tu nhu trén voi moi treong thach mau.

5.3. Nuéi mau

Lat nguoc dia, u ¢ 37 + 1.0°C trong thoi gian 24-48 gid d6i voi moi trtuong Baird
Parker, 24 gio v&1 moi truong thach mau.

5.5.Thir nghiém khdng dinh

Trén moi trudng BP: Cdy 5 khuan lac dic trung va 5 khuan lac khong dic trung
tir mdi trudng Baird Parker vao moi truong TSA. U ¢ 37 + 1°C trong 24 gio. Cay vi
khuan tir moi trudng TSA vao cac 6ng nghiém chira huyét twong da rd dong, u & 37 £
1°C. Theo ddi két qua phan tng dong huyét tuong sau cac khoang thoi gian 2, 4, 6, 8
va 24 gio. Tinh ti I¢ khéng dinh trén cac khuan lac dic trung va khong dac trung.

Thuyc hién tuong ty vi cac khuén lac dic trung trén moi truong thach mau.

5.6. Tinh két qua

Sau 24 gid, trén moi truong Baird Paker Agar, khuan lac Staphyloccus aureus co
duong kinh khoang 0.5 - 1mm, 16i, den bong c6 vong sang rong khoang 1 - 2 mm bao
quanh. Panh d4u trén mat day cia dia cac khuan lac c6 dic diém nhu trén va tiép tuc o
dén 48 gio. Sau 48 gio khuan lac S. aureus c6 duodng kinh khoang 1 - 1.5 mm, mau
den bong, 16i, c6 vong tring duc hep va vong sang rong khoang 2 - 4 mm bao quanh.
C6 mdt s6 dong S. aureus cho khuén lac khong dic trung (khong tao cac vong quanh
khuan lac nhu miéu ta trén). Can dém va danh dau ca hai dang khuan lac.

Trén mdi trudng thach mau sau 24 gio G S. aureus cho khuan lac bong loang,
duc, 16i c6 mau xam hay vang nhat. Puong kinh khuan lac khoang 1-2 mm. Hau hét
S.aureus cO ving tan huyét, tuy nhién mot s dong c6 khong cé vong tan huyét nay.

- Duong tinh: C6 khéi dong huyét twong hinh thanh. Moi muc d6 dong két déu
duogc coi 1a duong tinh.

- Am tinh: Khong c6 khdi dong, hdn dich van ddng nhat nhu dng khong cy.
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Ngoai S. aureus, chi c6 S. intermedius va mot sé it S. hyicus cho phan mg dong
huyét tuong duong tinh. Khong gidng nhu S. aureus va S. intermedius, da s loai S.
hyicus subsp hyius cho phan tng dwong tinh chdm va yéu. S. intermedius va S. hyius
subsp hyius c6 phan tmg duong tinh nhung c6 khuan lac nho khong dic trung trén moi
truong Baird Parker Agar, khong c6 vong tan mau va khong sinh sic t trén méi
truong thach mau.

S6 lugng S.aureus trong mau dugc tinh nhu sau:

10
S6 S. aureus [CFU/g(ml)] = (N; X H; N, X Hy)
Fi+F,

Trong d6:  F: do pha loang
N;: téng s6 khuan lac dic trung
N,: tong s6 khuan lac khong diac trumg
S6 khuan lac dic trung cho két qua PHT duong tinh

Ht =
S6 khuan lac dic trung

S6 khuan lac khong dic trung cho két qua duong tinh
Ha =

S6 khuan lac khéng dic trung
B. CAU HOI VA BAI TAP
1. Trinh bay cac budc phan tich Staphylococcus aureus.
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Bai 10. PHUONG PHAP KHONG TRUYEN THONG

Phat hién vi sinh vat bang phwong phap nudi ciy duoc xay dung va phat trién
trong thoi gian dai, duoc nhiéu nude cong nhan va chung da trd thanh nhitng phuong
phap tiéu chuan. Tuy vay nhuoc diém 16n nhit ctia phuong phap nudi cdy 1a tén nhiéu
thoi gian, cho két qua chdm, mét nhiéu cong sirc, cong kénh va ngay cang t6 ra khong
dap ung duoc cac yéu cau phan tich phuc vy nhu cu thyc té hién nay. Pé khic phuc
nhirng nhugc diém trén cia phwong phap nudi cdy, nhidu phuong phap nhanh va tu
dong dd duoc hinh thanh va phat trién dya trén nhiéu nguyén tic sinh hoc va vi sinh
vat hoc khac nhau. Cac phuong phap méi nay nham muyc dich rat ngin thoi gian phan
tich, gidm thiéu sy phtrc tap trong thao tac, dé dang thuc hién va c6 do nhay va do
chinh xac cao.

Céc phuong phap nhanh va ti dong hoa trong phan tich vi sinh vat thyc phdm
déu dua trén nguyeén tac cua vi sinh hoc, sinh hoa hoc, hoa 1y, mién dich hoc, sinh hoc
phan tir hoc dé phat hién va dinh luong vi sinh vat muc ti€u hay san phém doc hai cua
chung trong thuc pham, mdi truong. Tat ca cac yéu cau k¥ thuat lién quan dén viéc thu
va chuan bi mau, phan tich ... déu dugc nghién ciru cai tién theo hudng ty dong hoa,
don gian hoa cho két qua nhanh va chinh xac.

1. Phwong phap phat quang sinh hoc ATP

Phén tir Adenosine triphosphate (ATP) c6 mit trong tt ca cac té bao séng, nén
su phat hién ATP la dAu hiéu dé nhan biét vat chét séng dang tdn tai. ATP ¢6 thé dugc
phat hién va dinh luong thong qua cudng dd anh sang phéat ra do sy két hop véi
enzyme Luciferase. Ki thuat nay c6 thé phat hién dugc lpg ATP, tuong ung voi
khoang 1000 té bao vi khuan (10-15g ATP/ té bao). Qué trinh phan tich chi dién ra
trong vai phut va vi thé phuong phap nay dugc xem la nhanh hon va thuan loi hon so
v6i phuong phap dém khuan lac.

Viéc dung phuong phap do ham luong ATP dé xac dinh rd s6 vi sinh vat dang
hién dién da dugc biét dén vao nim 1960. Tuy nhién, phuong phap nay doi hoi nhiéu
su cai tién trong viéc thiét ké thiét bi do cudng d6 anh sang phat ra va nhitng hoa chat
dé on dinh su phat sang.

Ngay nay phuong phép nay dugc img dung trong 3 linh vyc: gidm sat v¢ sinh,
kiém tra nhirng loai chat long nhu nude rira lam sach hé théng, danh gia chit luong vi
sinh ctia thuc pham. Dé danh gia chat lugng vi sinh cta thyc pham thi lugng ATP cia
vi sinh vat phai dugc do va diéu nay doi hoi nhitng quy trinh tach chiét ATP ra khoi té
bao vi sinh vat.

Phéan tng phat sang sinh hoc trai qua hai giai doan :

Mg
E+LH,+ATP ——» E—-LH,AMP+PP; ()
.‘_

E - LH, AMP +0O, — Oxyluciferin + AMP + CO, + hv (2)
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Anh sang phat ra c6 budc séng 562nm, c6 mau vang.

Mau duoc ldy bang cach quét nhitng vi sinh vat ¢ trén bé mat dung cu va thiét
bi, sau d6 do lwong ATP thong qua mét loat qua trinh ly trich. Nhitng thiét bi duoc ché
tao dau tién doi hoi nguoi thuc hién quét mau trén mot vi tri (thuong la 10cm2), sau do
nhing hoan toan que quét mau vao trong dung dich chira nhitng tac nhan lam phéng
thich ATP, tron véi dung dich luciferase — luciferin va dat vao trong mét cuvette dé
doc tri s6 4nh sang.

<P
6ng do Xoay tampon trong
' dung dich d¢m
lr— Dung dich dé¢m
U Riit tampon ra biing
cich &n doc theo thanh
l éng cho rao nudc
! Thém chit ly trich
Nhiing que tampon l r ATP va trjn déu
(v0 tring) vao dung
dich dém
Thém hin hgp phan
Quet trén bé lf ing Pl::it :gng va
mit cén ki€m tra tron déu
Doc tri sd 4nh sding
L phét ra

Hinh 10.1. So do cdc bude dinh lwong nhanh vi sinh vat hién dién trén bé mat bcing
phan ung phat sang
2. Phwong phap ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Nhiing tién bo ciia khoa hoc trong nhitng nim gan day da thiic day sy phat trién
clia cac k¥ thuat chan doan bang huyét thanh. Cac phuong phap ndy to ra rat hiéu qua
trong viéc chin doan nhanh va chinh xac cac vi sinh vét gay bénh. Ngay nay phuong
phap nay con duoc phat trién dé xac dinh cac chat doc hai trong méi truong nhu doc
t6, du lrong khang sinh... Nguyén tic cua phuong phap ELISA dua trén phan tmg két
hop giira khang nguyén véi mot khang thé dic hiéu. Phan tng mién dich xay ra dugc
phat hién bang cach sir dung nhiing khang thé di dugc danh déu (bang chat nhuém
phat huynh quang, dong vi phong xa, hay enzyme).

Phuong phap ELISA 1a phuong phap hip phu mién dich lién két enzyme
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(enzyme-linkedimmunosorbent assay). Nguyén tac ky thuat ELISA 1a st dung khang
thé don dong (khang thé so ciy) phii bén ngoai nhitng giéng (well) nho nham muc dich
thu gitt nhitng khang nguyén muc ti€u. Nhitng khang nguyén thu gitr dugc phat hién
bang cach sir dung khang thé thtr hai co gin voi enzyme phét tinh hiéu (thuong 1a
horseradish peroxidase hay alkaline phosphatase).

Khi cho vao hdn hop phan tmg mot co chét dic hiéu cua enzyme, phan tng xay
ra va tao ra cac san pham lam d6i mau phan tng. Nhu vay, chiing ta ¢ thé phat hién
duoc sy hién dién cua khang nguyén .

Khandithé thu Co chat
khdnggnguyén s
I
+ O — o + >—E — .>—E\\_" P:
Khédng nguyén Khéng thé mang . - Phat guang
. - Sandiuic
enzyme danh déu

Hinh 10.2. Nguyén tic phdn irng ELISA - S: co chat, E: ensyme, P: phdt quang
Qui trinh thyc hién phan tich bﬁng ELISA c6 cac chinh nhu sau: dic mau vao

trong cac giéng co chia khang thé so cap, cho khang thé thr cp co lién két véi
enzymee tao mau vao dé tao sandwich, rira dé loao bo cac khang thé mang enzymee
khong tham gia phan ung, cho co chét tao mau véi emzym lién két qua hdm hop, do
cudng do mau tao thanh dé xac dinh luong khang nguyén trong mau.

Hién nay ELISA di duoc sir dung rong rai dé phan tich Salmonella, E. coli gay
bénh, Listeria, doc to Staphylococus, thude trir sau, du luong khang sinh... d6i véi vi
sinh vat, phuong phap ELISA c6 thé st dung phat hién va dinh lugng vi sinh trong
thuc pham sau vai gid ting sinh nham ting d6 nhay cua phuong phap.

3. Phwong phap miu do (Gene probes)

Vao nhitng nam 1980, ¢6 nhiéu nghién ctru tng dung k¥ thuét sinh hoc vao linh
vuc thuc pham, dic biét 1a trong chan doan vi sinh. Phuong phap st dung miu do
(probe) trong viéc phat hién vi sinh vét trong thuc phdm thong qua su phat hién mot
trinh ty DNA dic trung. Cac mau do thuong st dung RNA ribosome (rRNA) lam muc
tiéu, do trong co thé sd luong ban sao rRNA 16n, du dé lam ting d6 nhay ctia phuong
phap phén tich. Nguyén tic ctia phuong phap miu do 1a lai phén tir, 6 13 bt cip gitta
hai trinh tu DNA tuong dong. Mot trong hai trinh tu (thuong 1a trinh ty dich, tic 1a
trinh ty DNA cta té bao vi sinh vat) duoc ¢ dinh trén mot gia thé rin hodc trén té bao
hay mé. Sy lai phan tir xay ra khi céc trinh ty bd sung gip nhau do chuyén dong nhiét
va khi nhiét d6 moi truong thap hon Tm it nhat vai d¢. Sy lai phan tir con c6 thé xay ra
gitta DNA va RNA. Qua trinh lai phan tir chiu anh hudng rat nhidu boi cac yéu tb:
né)ng do DNA trong moi truong, nhi¢t do va thoi gian phan tng, kich thudc céc trinh
tu lai va lyc ion cia mdi truong.

Mot vi du vé hé théng phat hién bang miu do 13 thong Gentrak (Framingham,
USA). Phuong phép phan tich nay sir mau do dé phat hién Listeria trong mau bo sita
va mau moéi truong. Mau do 1a nhiing doan oligomer DNA danh dau bang hoa chat
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phat quang. Quy trinh phan tich c6 thé duoc chia thanh 6 budc:

1. Ph4 v té bao thu nhan rRNA

2. Mau do DNA thu giit c6 dudi deoxyadenylic nucleotide (dA) va mau do phat
hién (reporter probe) chira fluorescein isothiocyanate (F) & dau 5> va 3’ ctia phan tir

3. Que thir dugc bao boc boi polydeoxythymidine (dT) dugc dat vao véi muc
dich gin nhitng mau do véi véi que thir

4. Que thir dugc dat vao 6ng chira enzyme lién két véi mau do phat hién

5. Sau khi rtra loai phan enzyme thira, que thir duoc dit vao dng chtra co chat
tao mau

6. Sau khi 0 dé hién mau, mau duoc phat hién & bude song 450 nm.

1. 2.

. e

gy A
0 0 M3u do
b RNA muc tiéu L Mdu dd®  phat hién
thu gii ="
i "/-"5 j ﬂ--y'-—-—

3. 4.

Jllil".l'
1 [ ™
cuﬂfF*”-_

Que th

th
=4

(

Co chat phat’

HRP

uan ¢
quang |.--‘"l'

n..f/_"_ — >

Hinh 10.3. So' do quy trinh phdt hién Listeria véi mdau do phdt quang

76



4. Phwong phap PCR (Polymerase Chain Reaction)

Tat ca cac DNA polymerase déu can nhitng mdi chuyén biét dé tong hop mot
mach DNA méi tr mach khuén. Mach khuon thuong 14 nhitng nhirng trinh tu DNA
clia gen quy dic trung cho loi vi sinh vat myc tiéu hodc cac gen quy dinh viéc tong
hop mot loai doc td chuyén biét.

Moi 13 nhitng doan DNA ngén, c¢6 kha ning bit cip bd sung véi mot dau cia
mach khuén va nhd hoat dong cia DNA polymerase doan mdi ndy dugc ndi dai dé
hinh thanh mach méi. Khi cung cip hai mdi chuyén biét bit cip bo sung voi hai dau
clia mot trinh ty DNA, véi diéu kién DNA polymerase hoat dong trong phan tng PCR,
mot doan DNA nam gifta hai mdi s& duogc tao nén. Nhu vay, dé khuéch dai mot trinh
twr DNA xéc dinh, ta phai c6 nhiing thong tin ti thiéu vé trinh tu d6 du dé tao cac mdi
bd sung chuyén biét. Cac moi nay gdm mot moi xudi (sensprimer) va mot mdi nguoc
(antisens primer) so v&i chiéu phién ma cua gen.

Phan ung PCR 12 mot chudi nhiéu chu ky ndi tiép nhau. Mdi chu ky gom ba
budc: bién tinh (denaturation), lai (anealation), tong hop (elongation). Phén tich san
pham khuyéch dai bang sy dién di trén gel agarose. Pic trung cia phan tmg khuéch
dai d6i voi timg vi sinh vat muc tiéu thong qua kich thudc ciia san pham khuéch dai.

Chu k¥ 0

* : A1 DNA bian miu
Trinh ty cin khué&ch dai

Chu k¥ 1
O oSy c " Bi¢n tinh va biit cip

A I R Téng hgp
PORAREII- s SAVAY. S (trén mach khudn

| 1 DNA bian miu)

L A vy . — Bi&n tinh va bit cap

- O i ® Téng hop
(trén mach khudon la DNA
SIS ban miu va doan DNA mdi
o ORI duge téng hgp)

o WS Bi&n tinh va bit cip

WM\/\A Poan khuéch dai
o ORI e ___(dogn ngiin - chi€m vu th)

o ONENNRTIIITET Téng hop

i ® Pogn khu€ch dgi
- e
5 e (doan dai)
\
Chu k¥ 4 - 30 (hod@c hon)
1

Hinh 10.4. So' d6 phdn 1mg PCR
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Uu diém cta phuong phap PCR:

- Thoi gian cho két qua nhanh

- C6 thé nhan dién nhirng vi sinh vat khé nudi cdy. Viéc nudi ciy ting sinh 1a
don gian hon va c6 khi khong can thiét.

- Hoa chit can cho phan g PCR sin c¢6 hon va dé ton trit hon so véi truong
hop huyét thanh hoc. Khong can dung cu va méi trudng chan doan phirc tap, co thé
thuc hién & hién truong.

- It tdn kém vé mat nhan su. C6 thé dugc tu dong hoa dé 1am giam chi phi phat
hién cac vi sinh vét gdy bénh trong thuc pham.

Mic du vay phuong phap PCR van con mot s khuyét diém can khac phuc:

- Su trc ché hoat tinh cua Taq DNA polymerase boi thanh phan cua miu vat.
Mau thyc pham thuong c¢6 nhimng thanh phan phuc tap. Viéc chiét tach va tinh ché
DNA tir thuc pham hay méi trudng trude khi thuc hién phuong phap PCR cho phép
loai bo nhitng hop chat e ché. Tuy nhién, mot vai quy trinh phat hién vi sinh vat gay
bénh thuc pham bang PCR khong can tach chiét, tinh ché DNA.

- Mat do vi sinh vat gay bénh hién dién trong mau thuc phém thuong thép, nén
trong da sb truong hop can co budc nudi cay lam giau dé co6 duoc mat do du dé phat
hién bang PCR.

- Phuong phép nay khong phan biét dugc té bao séng véi té bao chét. Do vay c6
thé dan dén truong hop duong tinh gia do DNA tir té bao chét. Nguoc lai phuong phap
nay cho phép phat hién bao tir, dang tiém sinh, hay té bao da chét ctia cac vi sinh vat
gay bénh hoac gay ngo ddc.

5. Mot s6 phwong phap thir nhanh khac
5.1. Ky thudt phan tach va tang mdt do

Trong qua trinh d6ng nhat mau, mau thudng dugc pha lodng bac 10 tao mot thé
tich 16n nguyén liéu ban dau (250ml). Nhung c6 thé chi dung vai mililite cho nhing
bude tiép theo trong quy trinh phét hién. Nhu vay chung ta c6 thé ding budc ting mat
d6 cac vi sinh vat muc tiéu trong mau dé rat ngin thoi gian va tang hiéu qua phat hién.

Mot k¥ thuat phan tich dugc st dung rong rai la mién dich phan tach
(Immunomagnetic separation - IMS). Véi phuong phép nay, giai doan phan lap c6 thé
duogc rat ngan bang cach thay thé moéi trudng ting sinh chon loc bang quy trinh twong
tu khong can nudi céy. IMS st dung nhitng hat siéu thuan tir dugc bao boc bén ngoai
bdi nhitng khang thé cia vi sinh vat muc tiéu. Cac hat nay c6 chirc ning phéan tach
chon loc vi sinh vat myc tiéu nay ra khéi mot hon hop quén thé. Cac vi sinh vat muc
tiéu nay co thé dugc phét hién bang cac quy trinh vi sinh truyén théng. Tinh siéu thuan
tir ciia cac hat chi duge thé hién khi chiu sy tac dong cia mot lyc tir tinh bén ngoai tac
dong.

Dynabeads® (Dynal A/S, Oslo, Norway) 1a mot san pham dya trén kj thuat
IMS. Quy trinh nay st dung nhirg hat polystyren siéu thuét tir c6 dudng kinh 2,8m
(Dynabeads® M- 280) va 4.5m (Dynabeads® M-450). Ca hai loai M-280 va M-450
déu c6 thé duoc bao bén ngoai boi 16p khang thé do ngudi dung lya chon. Mot vi du
vé chét hap thy tir tinh khac c6 thé dugc lua chon 1a BioMag (Metachem Diagnostics
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Ltd, Northampton). Cac hat tir tinh oxide sit (duwong kinh 0.5 - 1.5m) duoc bao phu
bén ngoai bai cac nhom amino-, carboxy- hoic thiol-. Ngoai ra mot sd hé thong khac
con c6 kha ning tao tir tinh cho cac t& bao vi sinh vat bang cach cho ching hap thu
tryc tiép nhitng hat siéu hién vi oxide sit mang tir tinh 1én bé mat té bao (Safarik va
cong sy, 1995).

5.2. Ky thuit mang loc phit huynh quang truc tiép (Direct Epifluorscent
Technique — DEFT) va mang loc lwéi ky nwée (Hydrophobic Grid Membrane)

Co s6 cua viée sir dung phuong phap mang loc 14 thu nhan té bao tir mot lugng
16n thé tich dugc loc. Sau d6 c6 thé kiém tra bﬁng kinh hién vi hodc bﬁng cach dém
khuén lac. Phurong phap nay thich hop ddi véi mau c6 mat do té bao thap.

Mang loc ¢6 thé duoc lam bang nitrocellulose, cellulose acetate ester, nylon,
polyvinyl chloride va polyester (Sharpe, 1994). Kich thudc 16 sir dung 1a 0,45m (hoic
0,22m) dudng kinh 13mm dén 150mm. Tao luc diy qua loc bang hit chian khong hoic
luc ép.Mang loc dugc st dung nhu mot bién thé cua k¥ thuat truyén théng v6i nhiéu
muc dich: tding mat dJ vi sinh vat myc tiéu trong mot thé tich 1én nhim tan dung gioi
han phat hién; loai bo tac nhan rc ché su tang trudng.

Do nhay cua k¥ thuat phat huynh quang tryc tiép (DEFT) phu thudc vao mat do
té bao trudc khi nhudém duoc loc boi mang loc. Co thé phan biét té bao séng va té bao
chét bang cach nhudém nhan véi fluorochrome acridine orange. Mau sic phat quang
trong té bao thay doi trong sudt cac qua trinh ting trudng. Thudc nhudm phat mau do
v61 RNA va mau xanh véi DNA.

Thong thuong thi té bao séng cho mau dé da cam trong khi cac té bao chét cho
mau cho mau xanh luc. Nam 1991, phuong phap ISO-GRID® tmg dung trén ddi tuong
Salmonella d3 dugc AOAC cong nhan ap dung cho moi loai thuc pham (Method
991.12).

A

Hinh 10.5. H¢ théng ISO-GRID®
5.3. Ky thuat mang petri (Petrifilm)

M®i truong dinh dudng dang dong khé duoc cd dinh vao cac mang mong goi la
Petrifilm. Khi sir dung, 16p mang bao v€ bén trén dugc nang Ién va nho vao mot 1ml
dich mau rdi day lai. Mot dia petri nhya dugc dat 1én mang bao vé dé tao mot khuodn
tron. Moi truong dinh dudng s& hd trg cho sy phét trién cua vi sinh vat trong thoi gian
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0. C6 thé dém truc tiép s6 khuan lac trén Petrifilm.

Petrifilm di dugc dung dé kiém tra tong s vi sinh vat hiéu khi, sé coliform,
coliform phan, ndm moc, nim men. Uu diém cua k¥ thuat Petrifilm 1a dé thao tac, tiét
ki€ém khong gian u va bao quan. Thoi han st dung lau do dung moi truong dong kho

va khong can xu 1y nhiét nhu phuong phap thong thuong. Co thé dung nudc cit vo
tring dé 1am wdt lai moi truong dong kho. Sau khi méi truong dong lai, co thé ding
truc tiép Petrifilm dé dém tap khuan bé mat.

Dit mau 1én mang Petrifilm

Dan déu mau trén mang

U Petrifilm, dém tryc tiép hodc phan lap

Hinh 10.6. Cdch sir dung hé thong Petrifilm ciia 3M Microbiology

5.4. Ky thuat Redigel

K§ thut nay st dung cac chat dinh dudng va pectin gel chira trong mot dng
nghiém. C6 thé sir dung 6ng nghiém nay bt cir lic nao ma khong can phai dun chay
thach. Trudce tién nhé 1ml mau vao 6ng nghiém, tron déu. Sau d6 db tat ca vao mot dia
petri dic biét da duoc trang san mot 16p calci. Khi chat 1ong tiép xtc voi calci, gel Ca-
pectate s& hinh thanh va phtc chit nay s& truong 1én nhu moéi trudng thach thong
thuong. Sau khi u & ché d6 thich hop c6 thé dém khuan lac gidng nhu phuong phap
dém dia thong thuong.



Hinh 10.7. Thao tdc sir dung hé thong Redigen ciia 3M
5.3. K¥ thuat tré khang vi sinh vat (conductance / impedance)

Vi sinh tré khdng dung dé phat hién tryc tiép vi sinh vat thong qua tinh ion
trong san phim cua qua trinh trao ddi chét hodc truc tiép tir sy giai phoéng CO2 (carbon

dioxide). Nhitng mo ta chi tiét vé k¥ thuat nay dugc cong bo trong bao cio cia Kell &
Davey (1990) va Silley & Forsythe (1996).

Nguoi ta st dung mdi truong nudi ciy chon loc 1am dung dich dién phéan. Sy
trao d6i chét ciia vi sinh vat tao ra nhitng san pham mang tinh ion trong méi trudng
nudi ciy (acid hiru co va ion amonium) va vi viy lam ting tinh din dién cua moi
truong. Su thay d6i vé dién din dugc ghi nhan boi cac thiét bi do phan anh sy hién
dién cua vi sinh vat trong méi trudng nudi cdy.

Phuong phap nay khong thé ap dung cho nhitng méi truong co lyc ion cao, nhu
moi truong chon loc Listeria 1ong, vi trong mdi truong nay, ngay tir ban dau, gia tri
dién dan d3 ndm ngoai gidi han do cua thiét bi.

K thuat giam sat truc tiép do dan phuc tap hon do lién quan dén cau KOH
(potassium hydroxide). KOH duoc ¢ dinh trong méi truong (agar) va tao thanh ciu
nbi dan dién gita hai dau dién cuc. Cau ndi nay va mau phan tich duoc ngin cach véi
nhau bang mot khoang khong gian nhat dinh. Khi qua trinh phat trién, vi sinh vat sinh
ra CO2 va khi ndy lam phan ri ciu néi KOH. Két qua ctia hién twong nay I3 1am giam
tinh dan dién va sy thay d6i nay c6 thé quan sat duoc bang thiét bi giam sat. Thoi gian
tinh dan thay doi dugc goi 1a thoi gian phat hién.

Thong thuong thi cac thiét bi giam sat bang tré khang déu c6 nhirng chuong
trinh tu dong xac dinh sy hién dién cua vi sinh vat khi d6 dan vuot qua mot gia tri quy
udc. Gidi han phat hién ctua phuong phap nay 1a mot té bao séng. Bai theo 1y thuyét,
tr mot té bao nay s€ sinh ra nhiéu té bao khac va duoc phat hi¢n do lam thay ddi do
dan. Hién nay da c6 nhiéu thiét bi giam sat sy thay d6i dién dan trén thi truong nhu
Bactometer 123 (Bactomatic Ltd.), Malthus 2000 (Malthus Instruments Ltd) va k¥
thuat RABIT (Rapid Automated Bacterial Impedance Technique, Don Whitley
Scientific Ltd). Nhirng phuong phap tré khang vi sinh vat hau nhu tng dung rat sém
trong cong nghiép thuc pham va cong nghiép sita.

Phuong phép niy ap dung trong nhiéu truong hop tuong quan véi phuong phap
dém khuan lac (6 nhiéu loai san pham); giam ganh nang vé thoi gian phat hién. Tuy
nhién né yéu can diéu kién moi truong chuan, On dinh; cac thiét bi va moi truong dac
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biét.
5.4. Ky thuit dinh lwong bing do vi lwgng calorie (Microcalorimetry)

Phuong phap nay str dung nhitng thiét bi rat nhay dé do nhiét lvong rat nho sinh
ra trong qué trinh trao doi chét cta vi sinh vat. Qua dé c6 thé dinh lugng ca thé trong
mau béng cach do lugng nhiét tao ra hoac xac dinh thoi gian lugng nhiét sinh ra dén
ngudng do. Phuong phap nay con dung dé dinh danh vi sinh vat bang cach do nhiét
lugng tao ra cua vi sinh vat do trén nhiing nén co chit khac nhau.

5.5. Ky thuit dinh lwong vi sinh vat bang do mirc phong xa (Radiometry)

Nguoi ta sit dung co chit c¢6 carbon 14 danh diu dong vi phong xa (Cl4
labelled) trong moi truong nudi cdy vi sinh vat. Trong qué trinh trao dbi chat, vi sinh
vat giai phong ra CO2 c6 chira C14. Ngudi ta c¢6 thé dinh lwong vi sinh vét dya vao
luong C14 giai phong hodc dua thoi gian can thiét dé lwong C14 dat dén ngudng phat
hién. Hé théng phat hién dong vi phong xa nay rat nhay nhung do tinh doc hai nén
khong duoc ua ding trong cong nghiép thuc pham.
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HUONG DAN GIANG DAY MO PUN

. Vi tri, tinh chit, y nghia va vai tro ciia mén hoc

- Vi tri: Kiém nghiém vi sinh vat 1a m6 dun chuyén mén nganh trong chuong trinh dao
tao trinh do cao déng nganh Cong nghé sinh hoc, dugc giang day sau mon hoc vi sinh vat hoc.

- Tinh chat: La mé dun tich hop 1y thuyét va thuc hanh, trang bi cho ngudi hoc nhing
kién thirc co ban vé vi sinh vat gay bénh, cac chi ti€u vi sinh trong thuc phém, nuoc, my
pham; phan loai, pha ché cac loai méi trudng; phuong phap ldy va bao quan mau can phan
tich; nguyén tic va co s& clia cac phuong phap danh gid vi sinh vét; co s¢ xac dinh mot sé dic
tinh sinh héa cta vi sinh vat; quy trinh phan tich mot $6 vi sinh vat gdy bénh trong nudc, thuc
pham; can t6 chirc giang day tai phong hoc c¢6 dy du trang thiét bi can thiét cho viéc day, hoc
1y thuyét va thyuc hanh.

-Y nghia va vai tro: Trang bi cac kién thirc va k¥ ning co ban vé phan tich mot sb chi
ti€u vi sinh vat trong mat s6 mau thr.
Il. Muc tiéu ctia mén hge/mo dun:
1. Kién thirc

- Néu duoc cac nguyén tic co ban trong pha ché, sir dung va bao quan méi trudng
nudi ciy vi sinh vat;

- Trinh bay dugc cac phuong phap 14y mau, bao quan va chuan bi miu phan tich;

- Phan tich duoc quy trinh kiém tra mot s chi tiéu vi sinh véat chu yéu trong thuc
pham va nuéc (Coliforms, E. coli, Staphylococcus aureus,...);

- Ap dung dugc cac phuong phap phan tich, k¥ thuat co ban va thr nghiém sinh hoa
trong kiém nghiém vi sinh vat.
2. Ky nang

- Pha ché duoc céac loai méi truong va dung dich dém sir dung trong phan tich vi sinh
vét dung thanh phan va ndng d6 yéu cau;

- Thuc hién thanh thao cac thao tic xir Iy mu, pha lodng, cidy mau, ting sinh mau va
thir nghiém khang dinh vi sinh vt theo ding quy trinh va an toan;

- Poc dung két qua, tinh toan va xir 1y s6 liéu chinh xac.
3. Nang luc tu chi va trach nhiém

- Y thic dugc tim quan trong cua viéc kiém tra cc vi sinh vat gay bénh trong thuc
phém, nudc, ...d6i voi chat lugng san phém, san xuat, doi séng;

- Rén luyén cho sinh vién tinh than tu giac, chuyén can, céan than, trung thuc trong
thuc hanh va tinh toan két qua;

- Tuén tht ndi qui cua phong thi nghiém va dam bao vo trung.

III. N§i dung chinh ciia mé dun

Thoi lwgng
Ma Tén bai Loai Dia - -
bai baiday | diém | Ton Ly Thue | Kiém
s0 thuyéet | hanh tra
Phan loai, bdo quanva | 11, | PhOng
1 pha ché méi truong hop TH 6 3 3 0
nudi cay vi sinh vat ' CNVS
L4y mau, van chuyén ) .
2 P e 4 3 1 0
va bao quan mau kiém | Tich | Phong
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Thoi lwgng

Ma Tén bai Loai bia - -
bai baiday | diém | Tong Ly Thye | Kiém
i} thuyét | hanh tra
vi sinh vat hop TH
CNVS
Nudi ciy vadinh Tich | Phong
3 luong mau trong kiém hop TH 8 3 4 1
nghiém vi sinh vat ' CNVS
Thtr nghiém sinh héa Tich | Phong
4 trong xac dinh vi sinh h TH 4 2 2 0
vat P | cNvs
. .. . Phon
5 Phan tich tong so vi Tich TH g 8 1 7 0
khuan hiéu khi hop CNVS
. . . Phon
6 | Phentichiongsonim | Tich | I . . 0
men va nam moc op CNVS
. . . Phon
7 Phan tich tong so -II;ICh TH g 12 1 10 1
Coliforms op CNVS
. Phong
Tich
8 Phan tich E. coli h TH 12 1 10 1
P 1 cNvs
Phan tich Phong
9 Staphylococcus TH 12 1 10 1
aureus CNVS
Cong 76 16 56 4
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