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Bai 1
CHUAN BI DUNG CU TRONG NUOI CAY VI SINH VAT

Muc tiéu: Sau khi hoc xong bai nay, sinh vién ¢6 kha nang:

- Néu duoc nhiing ndi qui phong thi nghi¢m vi sinh vat;

- Trinh bay dugc quy trinh tién hanh xtr Iy va bao goi cac loai dung cu nudi
cAy vi sinh vat;

- Trinh bay dugc phuong phap va ché d6 khur tring dung cu nudi cdy vi
sinh vat;

- Van hanh duoc tu séy dé khur trung céac dung cu;

- Tién hanh cac thao tac xtr Iy va bao géi cac loai dung cu theo dung trinh
tu va yéu cau k¥ thuat;

- Tuan thil ndi qui ctia phong thi nghiém va co y thirc bao vé thiét bi.

Thoi gian thuc hanh: 5 gio
Nhom thwe hanh: 15 - 20 hoc sinh/sinh vién
Dia diém thwe hanh: Phong thi nghiém Cong nghé vi sinh
Noi dung bai thwc hanh:
1. Nguyén tic chung
- Céc loai dung cu dung dé nudi ciy vi sinh vat phai dat do trung tinh, that
sach va trong, khong bi nlrt mé.
- Dung cu dugc bao goi phai dam bao that sach va kho.
- Bao gbi phai that kin va cin than dé dung cu sau khi khir tring van dam
bao sy vo tring trong 16p gidy goi va 1y ra sir dung dé dang.
- Sau khi khir trung can phai dam bao su vo trung tuyét ddi cho cac dung
Cu.
2. Hoa chit va dung cu
* Ho4 chat
- Dung dich sulfurbicromate

- Con 90°

- Xa phong

- Chlorine 3%

* Dung cu

- Ong nghiém - Bia petri

- Pipet (1 - 10 - 20 ml) - Binh tam giac (100 - 250 - 500 ml)
- biia thuy tinh - Que cdy vong

- Cbi, chay str - Que cdy trang

- Céc thuy tinh - Phéu thuy tinh
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- Bop cao su - Ong dong
- Bong khong thim nudc - Gidy bao
- RO nhya - Dao nho

3. Phwong phap rira dung cu

* Ong nghiém

- Pi véi cac 6ng nghiém cii da bi nhiém khuan:

+ Khir tring ¢ 121°C trong 15 phdit.

+ LAy ra va do cac vat pham trong 6ng nghiém di.

+ Ngam 6ng nghiém vao nudc am.

+ Rira dng nghiém

+ Sy kho trong ta 4m & 40 - 50°C.

- Pbi voi cac dng nghiém khong nhiém khuan hay chta cac vi khuin

khong gay bénh: khong phai hap khir tring va tién hanh rira nhu trén.

* Dia petri
- Dat ngura dia petri trong 1ong ban tay trai.
- Tay phai dung gié¢ chdm xa phong x4t vao hai mit cua dia, cac khe &

chan dia va thanh dia.

- Rira nuée 2 - 3 lan.

- Up nghiéng céc dia trong 16 nhua cho that kho.

- Sy kho trong ti 4m & 40 - 50°C.

* Pipet

- Dung que hodc day thép nho rat nut bong ¢ dau 16n pipet ra.

- Khtr trung & 121°C trong 15 phuit.

- Ngam vao dung dich sulfurbicromate trong 24 gi0.

- X4t k¥ hai dau va phan ngoai pipet bang gié véi nude xa phong.
- Dung nudc xa nguoc dé thong cin pipet.

- Cam pipet trén gid, dau nhon dé 1én trén.

* Phién kinh

- D6i vé6i phién kinh cil (43 dung 1am tiéu ban)

+ Lam sach m& hay vaseline trén phién kinh bing cach ngam trong dung

dich sulfurbicromate trong 48 gio.

+ Ngam phién kinh vao nuéc xa phong va dun soi trong 1 gio.

+ Rura nuée, dé réo.

+ Ngam phién kinh vao cdn 90° trong 2 gid.

+ Lau kho chiing bang vai min r6i say kho.

- Pbi v6i phién kinh méi: can khiém tra do pH va xt Iy dé dat do trung



* Cac dung cu thuy tinh khac: gém phéu, chai, lo, cdi st, binh tam
giac...

- Dung gié v6i nude xa phong dic lic ky dé rira phan trong dung cu.

- Rira nudce nhiéu 1an cho that sach va dé réo.

* Niit va ong cao su

- Phan loai cac dung cu nay theo kich thudc to, nho, tbt, xau, sach hay
ban.

- Ngam timng loai riéng vao nudc 4m (50 - 80°C) trong 3 - 4 gio.

- Rira nuGe nhiéu lan.

- Phoi ning 2 - 3 gio roi cat di dung dan.
4. Phuwong phap bao goi dung cu

Viéc bao goi dung cu gdm hai khau:

- Lam ndt bdng: cho cac 6ng nghiém, binh tam giac, pipet,...

- Bao goi: cho hau hét cac dung cu thuy tinh.

* Cach lam nat bong

- Bdi véi cac dng nghiém:

+ Lay mot miéng bong khong thim nudce cudn lai.

+ Dung khuc tre 4n vao doan giita cudn bong.
Yéu cdu:

+ Nut ¢ kich thudce, do chat vira phai.

+ Pau nut tron, phan ngoai 16n hon phan trong dng nghiém.

+ LAy nat ra hay dong vao dé dang.

- Pdi véi cac binh tam giac, chai, lo c6 kich thudc 16n: cach lam tuong tu
nhung luong bong st dung phai nhiéu hon.

- Pbi voi cac pipet: ding mot soi day thép nhé nhét mot it bong vao dau
16n cua pipet.

* Cach bao goi dung cu

- B6i voi cac dung cu sau khi lam nat bong, can duoc bao goéi phan c6 nit
bong bang gidy dau hay gidy bao dé khi hap khir tring nut bong khong bi uét,
dam bao diéu kién vo trung tot hon. Cach 1am nhu sau:

+ Cit cac bang gidy hinh chit nhat voi kich thuée tuy theo dung cu can
bao goi.

+ Quén bang gidy quanh dau c nit bong.

+ Gap 6ng gidy sat vao nut bong & mat trudc va hai bén.

+ Gap ndt phan gidy con lai va cai sau vao trong.
Yéu cdu:

+ Phan gidy bao ngoai phai chit kin.

+ Bao bang gidy dau v6i dung hip uét.
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+ Bao bang gidy bao véi dung cu say kho khi khir tring.

- Pbi vé6i cac dung cu nhu: pipet, dia petri, que gat,...phai dung gidy bao
kin toan bd.
5. Phwong phap khir trung

Thuong st dung phuong phap khir tring bang sitc néng kho (khir tring
bang ta say).

Céach tién hanh:

- Cac dung cu khir tring can duoc bao goi can than va xép vao ta say.

- Bat cong tac dién dé ta hoat dong.

- Diéu chinh nhiét do va thoi gian khir trung theo yéu cau (165 - 170°C
trong 1,5 - 2 gio).

- Nhiét do va thoi gian mong mudn s& duoc duy tri nho bd phan diéu
khién tu dong.

- Tét ti sdy, dé ngudi t6i 60°C méi mé ti 1y dung cu ra. Tranh mé ti lay
dung cu khi nhiét do tii con cao s& 1am dung cu thuy tinh dé bi nit va.

- Cac dung cu sau khi sdy ma gidy bao c6 mau hoi vang 1a dat yéu cau.



Bai 2.
PHAN TiCH TONG SO VI KHUAN HIEU KHI TRONG THU'C PHAM

Muc tiéu: Sau khi hoc xong bai nay, sinh vién ¢6 kha nang:

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

- Pha ché duoc méi trudng dinh dudng va cac loai dung dich sir dung trong
phan tich tong s vi khuan hiéu khi;

- Tién hanh cic thao tac xir Iy miu, pha lodng va cdy mau theo dung trinh
tu va yéu cau k¥ thuat;

- Poc dung két qua, tinh toan va xur 1y s6 liéu chinh xéc;

- Tuan tha ndi qui ctia phong thi nghiém va dam bao vo trung.

Thoi gian thuc hanh: 5 gio

Nhom thwc hanh: 15 - 20 hoc sinh/sinh vién

Dia diém thwe hanh: Phong thi nghiém Cong nghé vi sinh
Noi dung bai thwc hanh:

1. So lwge chi tieu

Vi sinh vat hiéu khi 12 nhiing vi sinh vat phat trién dé hinh thanh khuan
lac trong diéu kién c6 sy hién dién cua oxy phan ti.

Toéng sb vi sinh vat hiéu khi hién dién trong mau chi thi mirc 46 vé sinh
cua thuc phém, danh gia chét luong cia mau vé vi sinh vat, nguy co hu hdng,
thoi han bao quan ctia san pham, mirc d6 vé sinh trong qua trinh ché bién va bao
quan thyc pham.

Su tang truéng cua vi sinh vat trong thuc phém dat dén mat do 10°
CFU/g(ml) din dén bién d6i chét luong, 1a ranh giGi dé phan biét thyc pham co
dau hiéu hu hong hay khong. Mot vai truong hop sb lwong 10° CFU/g(ml) chua
¢6 diu hiéu hu hong r0 rang vé mat hoa hoc.

2. Mi trueomg va héa chat

Moi truong st dung la Plate Count Agar (PCA) c6 pH 7,0 £ 0,2. MOi
truong duge pha ché, phan phdi vao trong cac binh thuy tinh hay trong cac éng
nghiém va hip khir tring ¢ 121°C trong 15 phat. Cac binh hodc dng nghiém
chtra méi trudng chua sir dung duoc bao quan trong tu lanh 2 - 8°C. Trudce khi
st dung méi truong phai duge dun chay va 1am ngudi dudi 45°C trong bé diéu
nhiét.

Moi truong PCA:

Peptone: 5,09
Meat extract: 2,50
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Glucose: 1,09

Agar: 16,09
Nudc cat vira da:  1000ml
pH=6,8-7,0

Ngoai mdi truong trén, con cé thé sir dung ca moi trudng khac nhu
Tryptose Glucose Agar, Nutrient Agar.

Dung dich nudc mudi pepton SPW (Saline Pepton Water) ding pha lodng
chua 8,5g NaCl va 1g pepton trong 1000ml nudc. Dung dich nay dugc chtra
trong cac binh chira 0,5 - 1 lit, hap khur trung va dugc phan phdi thanh cac thé
tich chinh xac 9ml vao trong cac 6ng nghiém vo trung.

3. Quy trinh phéan tich
3.1. Chudn bi méu nwéc truwée khi phan tich

Trudc khi tién hanh phan tich, ching ta phai thuc hién viéc dong nhat
mau. Dbi voi miu dang ran ding cac dung cu nhu kéo, kep di dugc khir tring
can chinh xac 10g (hay 25g) miu vao trong bao PE. Tét ca thao tac tiép theo can
phai tién hanh trong diéu kién vo trung. Thém vao lugng miu nay 90ml (hay
225ml) dung dich pha loing SPW. Thuc hién déng nhat miu bang may dap miu
(stomacher).

Thoi gian dap mau phuy thudc vao tinh chét co 1y cia mau, nhung khong
qua 2,5 phit. Trong trudng hop khong c6 may dap mau thyc hién thao tac dong
nhat mau nhu sau: x4t nhuyén mau bang cbi chay st trong diéu kién vo tring.
Lac déu mau véi 90ml (hay 225ml) dung dich pha loang SPW di khtr tring, toc
d6 lac 130 - 140rpm trong 5 - 10 phdit.

Pbi v6i mau dang 16ng, hat 10ml (hodc 25ml) cho vao binh tam giac chia
90ml (hay 225ml) nuéc SPW da duoc hap khir triung, lic déu. Sau khi duoc lam
d6ng nhét bang mot trong cac phuong phap nhu trén, dung dich mau thu dugc
c6 do pha lodng 1a 10 lan so vé&i ban dau.

Dich mau dong nhat duoc tiép tuc pha lodng theo diy thap phan bang
cach dung pipet vo trang (hodc pipetman véi dau tip vo trang) chuyén 1ml dich
mau vao Ong nghiém chta 9ml dung dich pha lodng. Tréon miu trong Ong
nghiém cho déng nhit bang may vortex hay dung pipet hut dao dich mau 1én
xudng 5-10 lan. Dung dich miu nay c6 do pha lodng 1a 102 Sau dé sir dung
cung pipet hodc pipetman c6 dau tip chuyén 1ml dich miu nay vao ng nghiém
thir 2 chira dung dich pha lodng va thao tac twong tu dé c6 dich mau véi d6 pha
lodng 10°°. Tiép tuc thuc hién twong tw dé c6 cac d6 pha lodng thap phan theo
cho dén d6 pha lodng can thiét.



Luu ¥ néu pipet hodc dau tip pipetman nguy co bi nhiém trong qua trinh
thao tac (cham tay, cham mat ngoai 6ng nghiém, mat ngoai binh chua...), can
phai thay pipet hodc dau tip vé trung khac.

3.2. Cdy mdu

Chon 2 hay 3 d6 pha lodng lién tiép du kién chtra 25-250 té bao vi sinh
vat trong 1ml dé cdy 1én dia petri. Dung pipet v6 tring hodc pipetman véi dau
tip vO trung chuyén 1ml dich mau pha lodng di chon vao giira dia petri vo tring.

Tuong tng véi mdi dd pha lodng cay it nhat 2-3 dia (tirc 1a thuc hién 2-3
1an lap lai). Sau khi cdy d6 vao mdi dia 10-15 ml moi trudng PCA di duoc dun
chay va 6n dinh & 45°C. Tron déu dich mau véi méi trudng bang cach xoay tron
dia petri xudi va ngugc chidu kim dong hd, mdi chiéu 3-5 1an ngay sau khi db
moi truong. it cac dia trén mat phang ngang cho thach dong dic. Lat ngugc va
U cac dia trong ti 4m & nhiét d6 30 + 2°C trong 72 gio. Nhiét d6 va thoi gian u
c6 thé thay doi theo quy dinh cta tiéu chuan.

3.3. Tinh két qua

Pém tat ca sd cac khuén lac xuit hién trén cac dia sau khi u. Chon cac dia
c6 s6 dém tir 25 - 250 dé tinh két qua. Mat do tong vi khuan hiéu khi trong 1g
hay 1ml mau duoc tinh nhu sau :

N

A (CFU/g hay CFU/mI) =
N,V + ... + n; VT

Trong d6 : A s té bao (don vi hinh thanh khuén lac) vi khuan trong 1g
hay

1ml mau

N: téng s6 khuan lac dém duoc trén cac dia di chon

n; : s6 luong dia cdy tai do pha lodng thir i

V : thé tich dich mau (ml) cay vao trong mdi dia

fi : 46 pha loang tuong ung thir i
4. Két luan va nhan xét



Bai 3.
PHAN TiCH TONG SO NAM MEN VA NAM MOC TRONG
THUC PHAM

Muc tiéu: Sau khi hoc xong bai nay, sinh vién c6 kha nang:

- Trinh bay dugc quy trinh phan tich tong sé nAm men va ndm méc trong
thuc phém;

- Pha ché duoc méi trudng dinh dudng va céc loai dung dich sir dung trong
phan tich tong s6 nAm men va nim méc;

- Tién hanh cic thao tac xir Iy miu, pha lodng va cdy miu theo dung trinh
tu va yéu cau k¥ thuat;

- Boc ding két qua, tinh toan va xu ly s6 liéu chinh x4c;

- Tuén thd ndi qui ctia phong thi nghiém va dam bao vo trung.

Thoi gian thuc hanh: 5 gio
Nhom thwc hanh: 15 - 20 hoc sinh/sinh vién
Dia diém thwe hanh: Phong thi nghiém Cong nghé vi sinh
Noi dung bai thwc hanh:
1. So lwge chi tiéu

Nam méc 1a vi nAm dang soi, sinh san bang bao tir hodc khuan ty. Nam
men la nhiing té bao don tinh phat trién theo kiéu ndy chdi, thinh thoang co thé
t6n tai & dang khuén ty gia trong d6 cac té bao két nhau thanh chudi. Pon vi
hinh thanh khuén lac ciia nAm médc va nAm men 1a mam dé tao nén mot khuan
lac khi nuo1 céy trong moi1 truong. Mam c¢6 thé 1a mot bao tir, mot té bao hay
mdt doan cua khuan ty.
2. Nguyén tic

Xac dinh s6 luong nAm men, nim moc (CFU/g) bang k¥ thuat pha lodng
va d6 dia, sau d6 miu duogc cay vao mdi truong YGC va nudi ¢ 30 + 2°C, trong
thoi gian 3 - 5 ngdy, dém s6 khuan lac nAm men va nAm méc.
3. Mbi truong va héa chit

Moi truong YGC:
- Yeast Extract: 5,09
- Glucose: 20,09
- Chloramphenicol: 0,19
- Agar: 16,09
Nudrc cat vira di: 1000ml
pH=5,6-6,0

4. Quy trinh phan tich tong s6 nam men, nam moc
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4.1. Quy trinh

Chuan bj mau va pha loing
mau (10%,10%,10°%,...)

!

Cay 1ml miu vao mdi truong
YGC

Nudi mau
(30 + 2°C, 3-5 ngay )

!

DPoc két qua

4.2. Thuyét minh quy trinh
4.2.1. Chuan bi va pha lodng mau
Can 10g mau thyc pham cho vao 90ml dung dich nuéc muébi sinh 1y v tring.
Pong nhat miu bang may dip mau khoang 30 gidy, tién hanh pha lodng mau
thap phan véi cac ndng do pha lodng thap phan lién tiép (107, 107?, 10%,...).
4.2.2. Cdy madu
* Chuan bj moi trudng

- Pepton: 109

- Glucose: 409

- Thach: 15-20 g

- Nude cat: 1000 ml
pH=5,6-6,2

Cach pha ché méi trudong: Hoa tan cic chat sau khi cin trong nude, dun
nho ltra, khudy déu cho tan hoan toan. Cho vao cac binh tam giac dung tich 250
ml, mdi binh chira 150 ml, lam nut bong, bao goi. Hap khir tring trong ndi hap
121°C trong thoi gian 15-20 phdt.

* Cdy mau

Dung pipet vo trung hit 1ml miu & mdi ndong d6 pha lodng cho vao mdi
dia petri. Chlng ta tién hanh mdi néng do nhu vay véi 3 dia petri dé xac dinh
tong sd lwong nAm men va nAm méc.
4.2.3. D6 dia
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Pun néng chay hoan toan méi truong dé ngudi dén 45°C, rot vao hop peptri
mdi hop 15-20ml méi trudng, tron déu san pham di pha lodng véi moi trudng
bang cach xoay dia petri qua phai va qua trai mdi chiéu 2 dén 3 1an. Dé dia thach
d6ng tu nhién trén mit phiang ngang.

4.2.4. Nuéi mau

Sau khi céc dia thach da dong tu nhién ¢ nhiét 4o phong, 1at nguoc dia thach
va dem nudi ¢ 30 + 2°C, trong 3 dén 5 ngay.
4.2.5. Tinh két qud

So luong nim men, nAm mdc séng lai duogc cé trong 1g mau thuc phém duoc
tinh theo cong thuc:
cx<d

n
N

>

M=

Trong do:
M: S6 lwong ndm men, nAm méc séng lai duge co trong 1g mau
c: Tong s6 khuan lac dém dugc & cac dia petri cung mot d6 pha lodng
d: B0 pha loang
n: SO dia trong mot do pha lodng
N: B¢ pha loang
5. Két luin va nhén xét
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Bai 4.
PHAN TiCH CHI TIEU E. COLI TRONG THU'C PHAM

Muc tiéu: Sau khi hoc xong bai nay, sinh vién ¢6 kha nang:

- Trinh bay dugc quy trinh phan tich chi tiéu E. coli trong thuc pham;

- Pha ché duoc cac loai moi trudng dinh dudng va nhitng dung dich st
dung trong phan tich chi tiéu E. coli;

- Tién hanh céc thao tac xtr Iy mau, pha lodng, cdy mau va ting sinh theo
dung trinh tu va yéu cau k¥ thuat;

- Poc dung két qua, tinh toan va xur 1y s6 liéu chinh xac;

- Tuan thu ndi qui ctia phong thi nghi¢m va dam bao vo trung.

Thoi gian thuc hanh: 5 gio

Nhom thwc hanh: 15 - 20 hoc sinh/sinh vién

Dia diém thwe hanh: Phong thi nghiém Cong nghé vi sinh
Noi dung bai thwc hanh:

1. So lwge vé chi tiéu

E.coli 1a loai vi sinh vat thuoc nhém Coliform phén, cé hinh que, gram
am, di dong, co6 kha nang Ién men va tao acid va sinh hoi tor duong lactose &
44°C hay nhiét do thap hon, c6 kha ning sinh indol & 44°C va 37°C, c6 phan tng
Voges Proskauer &m tinh, khong c6 kha ning st dung citrate nhu ngudn carbon
duy nhét.

Cay mdt thé tich xac dinh cac ndng d6 pha lodng thich hop 1én mdi trudng
chon loc. Sau khi u & 44°C trong khoang thoi gian 24 gid, dém cac khuan lac c6
hinh dang dic trung ctua Coliform. Xac nhan cic khuin lac di dém bang cic
phan ung sinh hoa. E. coli ¢6 cac phan ing sinh hoa dac trung nhu sau: indol
duong tinh, methyl red duong tinh; Vogesproskauer am tinh va citrat am tinh.

2. Nguyén tic

S6 luong E. coli duoc xac dinh bang phwong phap MPN. Phuong phap
nay dua trén nguyén tic mau duoc pha lodng thanh diy ndng do thip phan trong
cac 6ng nghiém chira méi trudng thich hop, u va doc sé dng cho két qua duong
tinh. Ddy s6 thé hién s6 dng nghiém cho két qua dwong tinh tir cc nong d6 pha
lodng duoc tra theo bang MPN dé x4c dinh sd c¢6 xc sudt cao nhit ctia tong sb
vi khuén trong 1g mau.

3. Mdi truwong va hoa chit

Mobi truong tang sinh LSB

Canh EC

Thudc thir Metyl Red
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4. Quy trinh dinh lwgng
4.1. So do quy trinh dinh lwong

Mau thyc pham

v

Pong nhat mau

!

Pha loang theo day thap phan

;

CAy vao méi truong tang sinh LSB, nudi 37°C trong 48h

l Chon éng (+)

Céy vao méi truong EC, nudi 37°C trong 48h

v

Chon bng (+)

v

Thtr nghi€m sinh hoa IMViC

;

E. coli

4.2. Thuyét minh quy trinh
4.2.1. Chudn bi mau

Mau thue pham phai duge phan tich trong 24h ké tir khi 1ay.
4.2.2. Péng nhat mau

Can 25g mau, nghién nat bang cdi chay s da dugc khir tring, sau d6 cho
vao 225ml nudc cat da khir tring va tién hanh lic ¢ 140rpm.
4.2.3. Pha lodng mau

Str dung pipet dd khtr tring hat 1ml mau cho vao 6ng nghiém chira 9ml
nuée cit da khir tring dé dwoc nong d6 pha lodng 107 tiép tuc hit 1ml mau &
nong d6 10 cho vao dng nghiém chtra 9ml nudc cit da khir tring khac dé duoc
nong do pha lodng 107,

Ta duoc 3 ndng d6 pha loang lién tiép 10, 107 107,
4.2.4. Cdy vao méi truong tang sinh LSB

* Chudn bi méi trudng ting sinh LSB
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Tryptone: 20g Lactose: 5¢

NaCl : 5¢ KH,PO,: 2,759
K,HPO,: 2,759 Sulfate lauryl: 0,19
Nudc cat: 1000ml pH: 6,8

Dung pipet hut 15ml méi trudng cho vao 1 ong nghiém, 1am 15 dng nhu
vay, dung cac ong nghiém co cung kich thudc. Sau d6 cho dng Durham vao va
1at up 6ng Durham lai va dem di khir trang & 121°C/20 phdt.

* Tién hanh cay

Véi mdi nong d6 ta hut Iml miu cho vao timg éng nghiém chira moi
truong LSB, tién hanh véi 5 6ng nghiém cho mdi néng do. Lam nut bong, bao
g6i va dem nudi & 37°C trong 48 gio.

4.2.5. Cdy vao méi truong EC
* Chuan bi mdi truong EC

Trypticase: 20g Lactose: 59

Mudi mat : 1,59 NaCl :5g

K,HPO, : 4g KH,PO,: 1,5¢
pH =6,8

Dung pipet hiit 15ml méi trudng cho vao 1 éng nghiém, 1am 15 éng nhu
vay, dung cac dng nghiém co cung kich thudc. Sau d6 cho dng Durham vao va
1at up 6ng Durham lai va dem di khir tring ¢ 121°C/20 phdt.

Sau 2 ngdy kiém tra cic 6ng nghiém chira moi truong ting sinh, chon
nhimg ong (+), tic 1a nhiig dng c6 sinh khi 1am day ong Durham ndi 1én. Sir
dung nhiing dng (+) di chon ciy vao moéi trudng EC, & mdi ndong do hut 1ml
mau cho vao éng nghiém chira moi trudng EC, tién hanh véi 5 dng nghiém cho
mdi ndng do. Lam nut bong, bao gbi va dem nudi & 37°C trong 48 gio.

4.2.6. Thur nghiém Metyl Red (MR)

Sau 2 ngay nudi, ta dem ra va quan sat dé chon éng (+), tirc 1a nhitng dng
c6 sinh khi 1am day ong Durham nbi 1én. V&i nhitng 6ng (+) ta c6 thé khang
dinh trong mau c6 chira coliforms chiu nhiét, tuy nhién dé chic chin hon ta c6
thé tién hanh phan tng thir nghiém sinh héa IMVIC, cu thé 1a st dung thudc thir
Methyl Red.

* Nguyén tic:

Thir nghiém MR nham phén biét vi sinh vat dua trén sy khac biét vé kha
nang tao ra va duy tri cdc san pham bién dudng cé tinh acid bén trong moi
truong trong qué trinh 1én men glucose. Chi thi d6 Methyl Red giup phéan biét
noéng do ion H' hién dién trong moi truong sau khi vi sinh vét len men glucose.
Chi thi nay c¢6 mau thay doi khac nhau tuy diy pH hay ndng d6 ion H' : mau do
khi pH < 4,4, mau cam trong vung pH =5 - 5,8 va mau vang khi pH > 6.
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* Tién hanh:

Thir nghiém duoc thuc hién trong cac éng moi truong 1ong glucose
phosphate. Hit mot luong nhd mau tir éng ( + ) da chon cho vao dng méi trudng
trén u & 37°C trong khoang 2 - 5 ngay. Thém vai giot thudc thir d6 Methyl Red
vao trong 6ng nghiém dich nudi cdy va doc két qua ngay.

5. Két luin va nhén xét
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Bai 5.
PHAN TiCH CHI TIEU COLIFORMS TRONG THUC PHAM

Muc tiéu: Sau khi hoc xong bai nay, sinh vién ¢6 kha nang:

- Trinh bay dugc quy trinh phén tich chi tiéu Coliforms trong thuc pham;

- Pha ché duoc méi truong dinh dudng va cac loai dung dich sir dung
trong phan tich chi tiéu Coliforms;

- Tién hanh cac thao tac xur Iy mau, pha lodng va cidy mau theo diing trinh
tu va yéu cau ky thuat;

- Poc dung két qua, tinh toan va xu ly s6 liéu chinh x4c;

- Tuan tht ndi qui ctia phong thi nghi¢ém va dam bao vo trung.

Thoi gian thuc hanh: 5 gio

Nhom thwc hanh: 15 - 20 hoc sinh/sinh vién

Dia diém thwe hanh: Phong thi nghiém Cong nghé vi sinh
Noi dung bai thwc hanh:

1. So lwge vé chi tiéu

Coliforms 1a nhiing truc khuin gram 4m khong sinh bao tir, hiéu khi hodc
ky khi tuy ¥, c6 kha nang 1én men lactose sinh acid va sinh hoi & 37°C trong 24 -
48 gio. Trong thyc té phan tich, Coliforms con duoc dinh nghia 1a cac vi khuan
c¢6 kha ning 1én men sinh hoi trong khoang 48 gid khi dugc 6 & 37°C trong moi
treong canh Lauryl Sulphate va canh Brilliant Green Lactose Bile Salt.

Nhom Coliforms gém 4 giéng la: Escherichia véi 1 loai duy nhét 1a E.
coli, Citrobacter, Klebsiella va Enterobacter. Tinh chat sinh hoa dic trung cua
nhém ndy duoc thé hién qua cic thtr nghiém Indol (I), Methyl Red (MR),
Voges-Proskauer (VP) va Citrate (iC) thuong duoc goi tom tit chung 1a IMViC.

- Coliforms chiu nhiét 1a nhiing Coliforms c6 kha nang 1én men lactose
sinh hoi trong khoang thoi gian 24 gid khi dugc ¢ & 44°C trong mdi trudng canh
EC.

- Coliforms phan (Faeceal Coliforms hay E. coli gia dinh) 1a Coliforms
chiu nhiét c6 kha ning sinh indole khi duoc u khoang 24 gid & 44,5°C trong
canh Trypton. Coliforms phan 1a mot thanh phan cua hé vi sinh rudt dudng &
nguoi va cac dong vat mau noéng khac va duoc st dung dé chi thi mac do vé
sinh trong qua trinh ché bién, bao quan, van chuyén thuc pham, nudc udng cling
nhu dé chi thi sy 6 nhiém trong méi truong.

- E. coli la Coliforms phan cho két qua thir nghiém IMViC 1a ++-- (Indol
+,Methyl Red +, VVoges-Proskauer -, Citrate -).

2. Nguyén tic
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Mau da duoc déng nhét hoa duge céy mot luong nhét dinh 1én méi truong
thach chon lgc thich hop chira lactose. Pém sb khuan lac 1én men lactose va sinh
acid sau khi @ & 37+ 1°C trong 24-48 gid. Ngoai lactose mdi trudng chon loc
cho Coliforms con chira mudi mat trc ché vi khuan gram duong va chit chi thi
pH nhu neutra red, crystal violet. Trén méi truong nay khuan lac Coliforms c6
mau d6 dén mau do dam, duong kinh 16n hon 0,5mm, xung quanh khuén lac c6
vung tia cua mubi mat. Viée khéng dinh duoc thuc hién béng cach nuodi céy trén
moi trudng canh chon loc nhu BGBL.

Pé dinh luong Coliforms phén, thuc hién twong tu nhung thay doi nhiét
d6 u 1a 44°C. Mat do Coliforms hay Coliforms phan duoc tinh dya trén sb lugng
khuan lac dién hinh dém duoc, ty 16 khang dinh va do pha lodng miu trudc khi
ciy vao dia.

3. Méi truwomg va héa chat
* Moi truong Violet Red Bile Agar (VRB):

- Cao ndm men: 3,09

- Pepton: 7,09

- Mubi mét: 1,59

- NaCl: 5,09

- Lactose: 10,09

- Neutral red: 0,03g

- Crystal violet: 0,002g

- Agar: 16,09

Nudc cat vira du: 1000ml
pH=7,2-7,4

* Moi truong canh Brilliant Green Bile Lactose Broth (BGBL) dugc phan
phdi 10ml vao mdi éng nghiém vo tring chira mot éng durham Gp nguoc.
Chung ta phai kiém tra cac 6ng sau khi hap dé dam bao khong c6 bot khi trong
6ng durham.

- Lactose: 10,09

- Pepton: 10,09

- Briliant green: 0,29

- Nudc cit: 1000ml
pH=72-74

3. Qui trinh ciy miu

Mau dugc dong nhat hoa va pha lodng twong ty nhu phan dinh luong tong
s6 vi khuan hiéu khi. Chuyén 1ml dich pha lodng mau da chon vao dia petri. B6
sung vao mdi dia di cdy mau khoang 15 - 20ml méi truong VBR d3 dugce dun
chay va lam ngudi & 45°C. Léc tron dia petri xudi va nguoc chiéu kim dong ho,
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mdi chiéu 3-5 lan dé tron déu dich mau voi méi truong. Chd cho mdi trudng
trong dia dong dic, 14t nguoc dia va u & 37°C + 1°C trong 24 - 48 gio.

Thue hién trén miu & 3 ndng d6 pha lodng lién tiép sao cho mdi dia s&
xuat hién
tir 10-100 khuan lac va lap lai it nhat 2 dia tng v6i ndng do pha lodng.

* Thir nghiém khang dinh Coliforms

Trong trudng hop mau cé chira cdc ngudn carbon khac khong phai
lactose, dé tranh cac truong hop vi sinh vat st dung cic ngudn carbon trong mau
1én men va tao khuén lac c¢6 hinh dang twong tu Coliforms can thuc hién thém
buéc khang dinh nhu sau: chon it nhat 5 khudn lac nghi ngd, ding que cdy vong
ciy chuyén sang cac dng nghiém chira méi trudng BGBL, nudi ¢ nhiét do 37°C
+ 1°C trong 24 - 48 gio.

Két qua khang dinh 1a (+) khi vi khuan ting 1am duc méi trudng va sinh
hoi trong 6ng Durham. Tinh ty 1¢ khang dinh 13 ty s6 giita s6 khuan lac cho két
qua (+) v6i s6 khuan lac duoc dung trong thir nghiém khang dinh Coliforms.

4. Tinh két qua
S6 luong Coliforms tong sé dugc tinh nhu sau:
N
A CFU/lg(ml) = X R
nxVxf
Trong d6:  N: s6 luong khuan lac Coliforms da ¢ém
V: thé tich mau ciy vao dia
n: s6 lwong dia ciy cho mot mau
f: do pha lodng cia mau
R: ti 1€ xac nhan cua Coliforms
5. Két luin va nhéan xét
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Bai 6.
PHAN TiCH CHI TIEU STAPHYLOCOCCUS TRONG THU'C PHAM

Muc tiéu: Sau khi hoc xong bai nay, sinh vién ¢6 kha nang:

- Trinh bay dugc quy trinh phan tich chi tiéu Staphylococcus trong thuc
pham;

- Pha ché duoc cac loai moi trudng dinh dudng va nhitng dung dich st
dung trong phan tich chi tiéu Staphylococcus;

- Tién hanh céc thao tac xir Iy mau, pha lodng, cdy mau va ting sinh theo
dung trinh tu va yéu cau k¥ thut;

- Poc dung két qua, tinh toan va xu ly s6 liéu chinh x4c;

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

Thoi gian thuc hanh: 5 gio

Nhom thwc hanh: 15 - 20 hoc sinh/sinh vién

Dia diém thwe hanh: Phong thi nghiém Cong nghé vi sinh
Noi dung bai thwc hanh:

1. So lwogc vé chi tiéu

Staphylococcus aureus 1a vi khuan hiéu khi hay ky khi tiy tién, hinh cau,
gram duong c6 thu nghiém coagulase, phan itng DNAse, photphase (+), c6 kha
nang 1én men va sinh acid tir manitol, trehalose, sucrose.

TAt ca cac dang S. aureus déu min cam vé&i novobiocine, c¢6 kha nang
ting truong trong moi trudng chira dén 15% NaCl. Mot sé dong c6 kha ning
ting truong 1am tan mau trong méi trudng thach mau. S. aureus co thé nhiém
vao thuc pham qua con dudng tiép xtc voi nguoi thao tac trong qua trinh ché
bién thuc phém. Su hién di¢n véi mat do cao cua S. aureus trong thuc phém chi
thi diéu kién vé sinh va kiém soat nhiét d6 kém cua qué trinh ché bién.

2. Nguyén tic

Staphylococcus aureus dugc xac dinh trén co so cia dic diém ting truong
va phan tng dong huyét twong cua cic dong thuan tir cac khuan lac dic trung
trén moi truong phan 1ap.

3. Mbi trudng va héa chat
- Méi trudng Mannitol Salt Broth (MSB): Méi truong dung dé phan tich
dinh tinh S. aureus hay trong dinh lugng bang phuong phap MPN.
- Cao thit: 1g
- Polypeptone: 10g
- NaCl: 75g
- Mannitol: 10g
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- Phenol Red: 0,025¢g
- Nudce: 1000ml
pH: 7,4

Cach pha ché: Hoa tan cic hoa chit dd cin trong nuéc, khudy cho tan

hoan toan, ding pipet hat 10ml mdi truong cho vao 6ng nghiém, lic déu, lam
nGt béng bao goi va dem di hap kht trung & 121°C/15 pht.
Moi truong thach Baird Parker Agar (BPA)

Tryptone: 10g Cao thit: 5g
Cao ndm men: 1g Sodium pyruvate: 10g
Glycine: 129 Lithium chloride.6H,0: 5¢g
Agar: 20g. Nude: 1000ml
pH=7+0,2

Cach pha ché: Hoa tan cac chat di can xong trong nudc, dun nho lira,
khudy déu cho tan hoan toan. Cho vao binh tam gidc 250ml, mdi binh chira
150ml. Hap khr trung & nhiét d6 121°C trong 15 pht.

4. Quy trinh dinh luwgng

4.1. Quy trinh

Mau

'

Pdng nhat mau va pha loing mau thanh cac diy nong d6 10°
1,107,107

y

Chuyén 1ml dung dich 1010210 vao éng 10ml canh MSB,

mdi ndng do 3 dng lap lai,u & 37°C,48 gid

v
Chon 6ng (+) duc & mdi ndong do pha loang

v

Ria trén dia thach BPA, U & 37°C, 48 gio

\4

Chon khuén lac dic trung

v

Thir nghiém ngung két coagualase (+) & mdi ndng do pha lodng

v

Ghi nhan sb coagualase (+)

v

Tra bang MPN

v

Mat do S. aureus (MPN/g hoac MPN/ml)
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4.2. Thuyét minh quy trinh
4.2.1. Chudn bi mau

Can 10g mau cho vao 90ml dung dich nuéc mudi sinh ly. Dong nhat mau
bang may dap mau khoang 15 - 30 gidy, tién hanh pha lodng mau thap phan véi
3 ndng d6 pha lodng thap phan lién tiép (107, 10 107%). Tuy theo yéu cau vé do
chinh x4c ctia két qua phan tich, c6 thé sir dung phuong phap MPN véi hé thong
9 6ng nghiém, hay hé thong 15 6ng nghiém.

4.2.2. Cdy mdu vao canh MSB

Chuyén 1ml dung dich 10, 10% 10 vao éng 10ml canh MSB, mdi ndng
d6 c6 3 bng lap lai, u & 37°C, 48 gid. Chon cac éng (+) c6 vi sinh vat phat trién
1am duc moi trudng dé tién hanh phan 1ap khuan lac don trén BPA.

4.2.3. Phan lap khuan lac don trén BPA

Dung k¥ thuét cdy ria 1én dia thach BPA, u & 37°C, 48 gid. Chon khuan
lac ddc trung: tron 10i, den bong, c6 quang trong va quang sang xung quanh, doi
khi chi xuét hién 1 trong 2 quang. Chon khuén lac dic trung ciia S. aureus trén
BPA dé thtr nghiém sinh hoa coagulase.

4.2.4. Thir nghiém sinh hoa coagulase

* Nguyén tic: Cac loai thudc gidng Staphylococcus c6 kha ning tiét ra
moi truong enzyme coagulase co tac dung 1am két tu cac thanh phan cua huyét
tuong, tao thanh cac khdi dong lam déng huyét tuong.

* Phuong phap tién hanh: Huyét twong nguoi hay thé dong kho thuong
pham duoc dung cho thir nghiém nay. Cho vao 6ng nghiém 0,5ml huyét twong
ngudi hay tho khong pha lodng, bd sung 0,5ml dich nuéi cy ching thuan hoic
mot lugng 16n sinh khdi khuan lac. Xoay nhe 6ng dé tron déu vi sinh vat. U 6ng
thir nghiém & 37°C trong 4 gid. Quan sat, ghi nhan sy ngung két sau mdi 30
phut. Tiép tuc t dén 24 gio> néu khong thay xuat hién khéi két tu.

4.2.5. Doc két qua: (+) c6 su két tu; (-) khong co su két tu, hdn hop van dong
nhat.
5. Két luin va nhén xét
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