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LOI GIGI THIEU

Thuc hién mit 56 diéu cia Lude Gido duc, B Gido duc & Pio tao va Bo Y
té di ban hanh chuong trinh khung dao tao Ci nhan k¥ thuat y hoe. Bo Y té
ti chitc bidn soan tai lidu day — hoe cde min hoc chuvén mén, co ban chuyén
ngﬁnh theo chudng trinh trén nhim titng bude xiy dung bt liéu day — hoe
chudn vé chuyén mén dé dam bao chit liyng dio tao nhan httr: ¥ t&,

Sach “Ky thudt co ban va ddm bdo chdt lugng trong xét nghiém vi sinh y
hoc” duge bién soan dya vao chudng trinh gido duc dai hoe cia Trudng Pai hoc
Y Ha N§i trén cd 50 chudng trinh khung da dudge phé duyét. Sach duge bién
soan theo phudng chim: kién thitc cd ban, hé thing; ndi dung chinh xic, khoa
hoc, edp nhéat ede tién bd khoa hoce, k§ thuit hién dai va thue tién Viét Nam.,

Sach “Ky thudt co bdn va ddm bdo chdt luong trong xét nghiém vi sinh y
hpe” d& duge bién soan bdi cde nha gido giau kinh nghidém va tam huyét cua Ba
mén Vi sinh vit, Trueng Pai hoe Y Ha Néi. Sach “E¥ thudt co bdan va ddm bdo
chat Immg trong xét nghiém vi sinh y hoc” da dudge Héi déng chuyén mén cua
B6 Y té tham dinh nim 2008. B6 Y t& ban hanh tai liéu dat chuin chuyén mén
nay dé s clung cho nganh trong giai duql.n hién nay. Trong qud trinh st dung,
sAch phai duge chinh 1§, ba sung va cap nhat.

B§ Y té xin chén thanh cam on cac chuyén gia cua Truing Pai hoe Y Ha
Néi dd danh nhiéu céng site bién soan cudn sach. Cim on TS. Pham Hing Vin
v PGS.TS.Va Dinh Chinh da doc phan bifn dé cudn sich sém hoan thanh kip
thai phue vu cho eiing tac dao tao nhin lye v t€,

Vi lan didu xuit bin, ch ung téi mong nhan dudc ¥ kién ding gép cia ding
nghiép, cic ban sinh vién va eae dde gia dé& ldn xudt ban sau sach duge hoan
thién hon.

VU KHOA HQC VA DAO TAO
BO Y TE



L3I NOI PAU

Nam hoe 2000 —2001 Trudng Dai hoe ¥ Ha N&i bat ddu dao tao Cd nhin
E¥ thuat ¥ hge, chuyén nginh Xét nghiém Y hoc. Trong chudng trinh dio tao
diil tugng nay, k¥ thugt xét nghiém oo ban va dam bao chat lugng trong xét
nphiém duge cdu trie thanh hai hoe phan rigng biét, trong 36 bd man Vi sinh
vit them gia gidng day mdt 88 hoc trinh. Nhitng nidm qua tai lidu dav-hoc Vi
sinh cia hai hoe phin ndy chi |& nhing tai lidgu phat tay. Cudn gido trinh “K¥
thudl oo bin va dim bdo chdt {vgng frong xét nghiém vi sink y hoe” duce bién
soan nhim khac phyc tinh trang dé. '

Néi dung cudn sich bao gdm nhing ky thuit co ban va nhitng ndi dung
Lhiét y&u nhit v€ dam bae chét lugng ma ml ngudi lam viée trong phong xét
nghiém Vi sinh y hoc phai thae hién duge, vi viy cudn gach cing la tai ligu
tham khao tét cho cac hoe vién sau dai hoe chuyén nganh Vi sinh va cic déng
nghiép tré 1am viée tai cde phéng xét nghiém Vi sinh. Muc tiéu hoc tap clia
mii bl thudng bao gdm 2 nél dung: 1§ thuyét thie hanh va k¥ nang thue
hanh. Vi tal héu nay mét sinh vién ty hoe tich oye co thé dat dudec muc ticu
“l¥ thuyét thuc hanh”, nhung “ky nang thie hanh" chi o6 thé dat dude sau
thite tap tat phong xét nghidm.

By la til liéu day hoe duge chinh thic bién soan lin ddu tién nén
chac chin cén eé thidu sét, ching t61 mong cic sinh vién, hoe vién v cic
ban dfng neghiép phat hién 48 gido trinh 6 thé duge =la chita, b SUNg
trong ldn in sau.

Thay mit cic tic gia
Chii bién
PGS.TS. BINH HOU DUNG

cit
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Bai 1l

QUI BINH VE LAM VIEC
TRONG PHONG XET NGHIEM VI SINH

M3 DAU

_ Phﬁlng xét nghigm (labe} Vi sinh cia mm co 50 ¥ té cidn phai thye hién
nhﬁILg cﬂmg wéc chéin doén tryc tiép va chin dodn gian tiép gidp bie 81 1dm
sang diu tri edc bénh nhifm trung va phuc vu céng tac du phong. Tuy theo
kha ning va qui mi eda ed sd (bénh vién) ma labo phdi 6 nhitng trang thi&t bi
cdn thiét: Tuy vy, con ngud van ludn déng vai trd chit chét nén labo ¢dn phai
ot mit dii ngh cin bd dude dio tao 1am xét nghidm vi sinh. :

Lam vigc trong labo Vi sinh la lam viée véi vi sinh vit giy bénh nén luén
iy ngu_y‘ cd bi nhiém tring khéng nhiing cho ban thin ngl.tm lam xét nghidm
ma cin cho con ng'l.tEu vi mil trudng xung quanh. Vi vay, moi nhan vién labo
khéng nhitng phai tuin tha ddy di nhitng qui dinh vé 1am viée véi vi sinh vat
giy beénh, mi cén phdi hifu bt duge nhilng nguy co dé thuc hién nghlém
nhiing bién phap phong ngira tai nan nghé nghiép,

1. NHUNG QU1 BINH BE PHONG NHIEM TRUNG |
Nhén vién lam viéc vl vi sinh vat gy bénh phai duge hoc cach lam vige
thén trong vdi cdc vi sinh vat giy bénh, dic bigt 13 cic thao tic v6 tring.
Dé d& phing nhifm t.rﬂn,g.,.kh:_lﬁm viéc trong Jabo vi sinh méi nhin wén

phéi thije hién nghiém tie ,,,,.,-., ; i finhysgy iy
1. Khéng &n, udng, h et




2. Phai méc do choang (khing duge mac 4o chedng ra ngoai khu vye lam
viée); khi tidp wice vél bénh phéim va vi sinh vt giy bénh phai mang gang tav.

3. Than trong khi su dung pipet/ong hut {khu:rng hit hi’mg miéng huyén
dich co vi sinh vnt oiy bénh).

4. Thin trong khn-nﬁ d¢ bdn cac glot nhid ra J{hﬁng’ IEhl khi lie cde dung
dich o6 vi sinh vat gdy bénh lm{i-:! khi ]:.-' tim p-lu-.u :h;t:r r1-1[; kin, hhung rhfll__in mo
nap khi may chua dimg hin.

T

5. Thuc hién céng viéc xét nghiém xong phal rita tay k¥ bing xa phéng
hodc khu trong ban tay.

6. Khi tring thudng xuyén ban, phéng lam vide. Trén ban chi 8 nhilng
dung cu hang ngaj.r sit dyng, khong dﬁ dyng cu du trit {dung cu, hoa 4:]:1'11: lutn
trid phEu dé trong t0 hodc kho riéng).

ﬂﬂﬂ nhin vién cha labe cin pI'I..H.I e kidm L{'H_Eﬂ.!: .':Lhclé dinh ky. Vi mot
a6 vi sinh vat eb vacein phéng bénh ho cdn duge tiém ching va kiém tra hiéu
qua dap iing mién dich, vi du vacein phong bénh do virus viém gan B.

2. KHG TRUNG CHO LAM VIEC VA XU LY CHAT THAI

Mhan vién labo phai ed théi quen khat tring ban tay mdi kln thye hign
xong mit cong viee hode tidp e vidil d6 vt chia vi sinh val gdy bénh.

Phing im viée phai luén duge git sach sé, ching liy nhifm biing cich:

1. Lau chii ban lam viéc, sim nha bing chat sit khudn.

9. Dung ey nhidm vi sinh vat va chit thii eé tic nhin gy bénh phai
dude tap trung trong nhing thing chia riéng biét, co nap day kin va phai
duge tiét tring hing ngay (bing 16 hip hoéc bing dung dich kidm hay acid
dac), Kim tiém d!'.l.tlg'_ mot lin, wau khi diung xong I]l'l];i. duide cho vao lofhdp chida
chuyén bigt va gt friung hiang ngiy; nhiing hip chia nay phai c6 thanh day
khéng bi kim dim thung, miéng ring & cd nap diy; than trong tranh kim dam
vao tay. Sau khi dude tiét tring, cac dung cu da su dung va chit thai sé khong
com kha ndng gay 6 nhiém cho méi trudng.

3. Thiét bi (vi de to dm, may ly tim, ... n];i-iim vi sinh vat giy bénh (vi
du do défva dng nghiém) phai dude khit triing ngay bing chit sat khudn.

4, N&u o st dung stic vit 1bi nghiém, phai tuyét 481 dam bao vé sinh mé
trudng va khd tring chit thai trude khi cho vao hé théng nude that chung. Ehi
stic vat chét, néu khéng thé ddtchay hofc tidt trang, xie phii dude chin trong
h& sfiu cing chit sat khuig (vai Bot Wedphit glagamin) va céch xa npudn nude
{sdng, 2o, hd).
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3. DE PHONG VA XU TRI MOT SO TAI NAN HAY GAP

Tuy lam viée than trong, song mdt s§ tai nan vin ¢o ihé xay ra trong
labo, Ching ta phzu biét trudec dé thm: hién nghigm chinh nhung bién phap
phing ngiia vA néu oo xay ra thi biét cach x tri kip chii.

3.1. T thudce _EE]J citu

1 o i = - w
Tu thude cip eiu bao pom mot =6 thudc sau:

- Nude cil v6 tring (hode dung dich hydragyrum exyeyvanatum 0,1% dung

trang chai ndu) d§ rifa mit,

- Yaselin 0,1% u}:}‘c}'an:at dé nhé mat, miii hedc bdi mbi.

— Dunpg dich 1o0d, lugol dé béi da bi thudng.

— Dung dich ;5% EMnQ, dé xic miéng, rita vét thudng.

2, Mét s6 tén thuong, tai nan va h-ifan phap phing ngira, x1f iri

Mt 86 t6n thudng va tai nan thuong gap ciing cie bién phap phing ngiia

v xif Lri duice ting hop trong bang 1.1 dudi day.

Bang 1.1. Mt s8 tén thugng, tai nan thudng gdp va bién phap phang ngira, x0 tri

hod chél hofc chal sat khuin ch
ning 4o cao han vao mat,

Logi ton thuong _ Bién phap 5 XLr tri
phdng ngia
_T;fn-ff;r;mg cd hge hode do hoa chat
1. (LET] a
' Do dung cu thuy tinh "-'n'.'rl. dung dich | Beo kinh i Mhanh chéng nia kf,iﬂl;éng e |

. sach va chuyén kham chuyén

k.

2. Miii

Do chit sat khudn, durhg dich kidm Elen khidu frang
Fr!il%t: a:d-::l

Bai waﬁs_lin oxyeyanal.

3 Da

- Dy manh thuy tinh v, Thiam frgng
- Do kim tiém hadc dung cu kim leal | Than rong
séc nhon khac.

- Bong Than trong

Tho
| (khodng 10 phat) sau 46 boi ma

- AiF If vét thuong.

- Bop (hat) cho mau chay; rira
mic sach; bGi con fiod hodc
betadin).

nudc lanh chdy qua

ching bdng.
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Béng 1.1. (Tiégp)

Nhigm vi sinh vt

bi nhiém tring.

1. Tdn thuong ngoai da cb nguy ©d

Th.Ern- trong

M

- Xy va&L thusong
| (+ thuiic sét khudn).

2. Vi khuan gay bénh vao miéng.

Khéng hut pipet
bang miéng

v

= Khong nudt, xic miéng &y
(néu cd the, bing nudc b chat
sat khudn).

3. Viém gan truyén nhidm.

| - Bii ping tay

- Than trong
khéng d&&  kim
tiem dam.

- Tiém phdng

- Khif tring ban tay ngay.

-'Bdo cdo 1Anh dao labo dé i
bién phap thich hdp néu cdn
thidt.

4. HIV/AIDS

- £ gang tay

Thian  trong
khing d& kim
tiém dam.

= Khi! tring ban lay ngay.

- B4o cdo lanh dao labo d& cb |
bién phép thich hop néu cdn |

thiét,

-

Loai tai nan

Bién phap phong ngira

Chay

Ben cén, bép dign, bép ga ...

Sdn sang binh clu hod, s& dién thoai cfp cin.

ME 16 hiip

- Kidm tra ki thuat dinh ky.
- Thigc hién nghiém chinh qui trinh van hanh.

TU LUONG GIA

1. Vi sac mdi ngudi lam viée trong labo vi sinh phai tuin tha diy 4 céc

qui dinh da dé ra?

2. Néu 6 qui dinh dé phong nhidm tring.
3. Phai lam gi dé gilt cho méi trudng trong labo khéng bi nhidm tring?
4. Phéi lam gi d8 labo vi sinh khéng giy & nhifm ra méi trudng bén ngoai?

5. Liét ké nhitng tai nan cé thé xiy ra trong labo vi sinh va cho biét cach

xu tri nhitng tai nan dé.

12
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Bai 2

SU DUNG VA BAO QUAN KiNH HIEN Vi

MUC TIEU

K¢ duge ede dije diém cia kink hién vi cd vt kinh ddu.

Thuee hién duge cic thao tic d& i dnh sdng 161 da. %
Thure hién duge cdc thoo tde s dung vit kinh ddu d€ soi vi khidn,
K¢ duage cric thao tde si dung kinh hidn vi nén den.

K¢ dutde ede thao tic bdo quan kinh hién v noi chung.

BhcHes o bk

1. MG PAU

_ Trong nganh vi sinh vt hoc néi chung va vi sinh  y hoc ndi rigng kinh
hién vi quang hoc rit co gia trj trong viéc nghién cina hinh théi, c&u tao t& bao
vi sinh vit. Kich thude c¢ua vi sinh vat duge tinh bing micrémet {lpm =
0,001mm = 10° mm) va phéin lén chi c6 thé phat hién dude véi su ginp 4§ cua
cae kinh hién vi cé dé phéng dai d81 tuong nghién ciu lén hang tram lan (kinh
hién #1 quang hoc) va 1én hiang van ldn (kinh hién vi dién tu). Trong nghién
effu vi sinh vt hoe ngudi ta thudng ding kinh hién vi quang hoe nén tring vi
nhiéu khi v6i kinh hién vi ¢6 thigt bi phin pha (phase contrast). Ngoai ra
ngudi ta con el dung réng il ca kinh hién vi et bA tu quang nén den va kinh
hién vi huynh quang.

Bai nay gif thi_éu 2 leai kinh hién vi thutng duoe 4p dung dé nghién citu
trong phong xét nghiém Vi sinh ¥ hoe, d6 14 kinh hién vi'quang hoe ¢d vat kinh
diu va kinh hién vi nén den. '

2, SU DUNG KINH HIEN VI QUANG HOC CO VAT KiNH DAU

Vat kinh dau la logi vat kinh c6 45 phéng dai 100X, cé clta anh sang di
qua rit nho (nho han rit nhidu so voi vat kink 8X vi vit kinh 40X). Khi dang
vat kinh dau bit buje phii diilng mét loai ddu ¢é d6 chi€t quang bing véi da
chiét guang clia thuy tinh (vidw daubi bugss) va Anh sang di qua phai dat
téi da .

13



2.1, 8 dung vat kinh déu

Mudn st dyng kinh hién vi cé vit kinh diu cin tuin theo cie budc sau diy:

- Nhan biét vit kinh dﬁui Vit kinh 6 dé phing dal 100X, ed mit ving
khuyén méau den hodc trang trén thin va so vdi cac vat kinh khac thi vat
kinh ddu ¢ cita anh sang di qua nhod nhat..

— Léiy anh sang to1 da ‘
+ Dua vit kinh v& ding tryc guang hoc.
« M4 chén sing.
+ Boloc sing.
» Ninp tu quang 18n hét mie,

= Dung guong 16m huéng vE nguin sing méu kinh hién vi 43 cd nguon
sang bang hé thing dén gin vao kinh thi thao tic nay khing cin thue
hién),

— Cho dau:
Gid 1 gigt ddu ba huong {con goi 1a ddu®sée”™y 18n noi 43 dan dd phién,
— Tién hanh soi kinh @& tim vi khuan :

+ Trude hét ha thin kinh {hode néng mém kinh, tuy tdng loai kinh) dé
cho vat kinh cham giot diu,

+ Tiép tuc ha vat kinh mét cach tir tir ¢& vit kinh cham vae tiéu ban.

Trong khi thue hién cfc thao tde nay, nguol can bd xét nghmm khéng
duge nhin vio thi kinh ma phai quan sat khoang cach giita tiéu ban va vat
kinh dé tranh lam v tiéu bin.

— Nhin vae thi kinh 48 tim vi trudng:

+ Hai tay xoay ¢ ¥ ¢iip, nhe nhing ning thin kinh lén (hofc ha mim
kinh xuﬁng} khi phat hién vi truong thodng qua thi didu chinh tiép
bing éc vi cip dé lay hinh anh duge ro nét. Mudn quan q._u, dude 16t
tiéu ban thi: mat nhin vao thi kinh va mdt tay didu chinh 6c vi cip sao
cho hinh anh quan sat lubn vé nét, tay kia xoay fc xe tiéu ban dé
chuyén dich vi tri cdn quan sét.

Can phih soi tidu ban mijil edeh tudn ty, theo dudng “dich dic” c¢ho din
lic nao tim duge hinh thé vi khude thi didu chinh ¢ vi eip ¢& 6 hinh
th& vi khufin ri nét nhit.

2.2, Bao quan kinh hién vi ¢6 vat kinh déu

Vat kinh ddu sau khi sit dong, eiin duge lau sach bing mét loai hed chil
i¥i du xylen) céd kha nang lins tan diw ba hycmg,

— Lau sach bui hofie hal nude bém vagnhdn, d2, mim kinh.. bing khan vai
mém, tranh lam xéy sudc kinh,

14



- Ha tu quang xuéng (cho d&n khi duiing trugt duoe che kin nhit).
- Déng chan sang. _ .
Pé thin kinh, mém kinh... vao tu thé "nghi*.

— Cho kinh vio hdp pb dung kinh o6 chit ching 4m hodc 42 kinh § phong ¢6
may digu hod hodc o6 may hit Am.

3. SU DUNG VA BAO QUAN KiNH HIEN VI TU QUANG NEN DEN
3.1. Thé nao 1 kinh hién vi tu guang nén den?

Théng thuing trong phéng thi nghiém vi sinh hoc, ky sinh tring hoe,
huyét hoe,... chiing ta thudng ding kinh hién vi quang hoc vdi ty quang nén
tr:'!]ng. Kinh hién vi.cé tu quang nén tr:fnng cho phép nghién citu cac dai tugng
trong chiim édnh sdng di qua. Ngude lai kinh hién vi tu quang nén den dude tao
ra trén cd s6 cia viée chifu sing gquan sdt vi khudn hay vat thé bing cac tia
sAng xién. Lic d6 cée tia sdng khéng chidu thing vao vi khuin hay vat thé
nén mét khéng nhin th&y ditde do vi trudng vin hoan toan téi, N&u tidu ban cé
chita vit thé nae dé (vi du vi khuén) thi céc tia sang xién & mét mic dé nhat
dinh s& phan xa lai tif b mat cia vat thé, & léch vdi hudng di ban diu cda
ching va lot vio vt kinh. Lic nay trén nén den cé nhitng vat duge chiéu sAng
tring rdt ré. Mudn chifu sang nhu vay phai ding mét loai tu quang dic bigt
o nén den (Hinh 2.1) thay cho bo ty quang nén tring ctia kinh hién vi quang
hoe théng thutng. Vi vay ma né dude goi 14 kink hién vi nén den.

Ty quang nén den cd ciu tao dic biét & phin giva t8i, do dé nhiing tia
sing trung tdm di tif gudng dén sé bi gii lai, chi ¢4 nhitng tia sang d xung
quanh duge phan xa 1én mat tidu bin L mép chia thdu kinh nim bén trong b
tu quang (Hinh 2.2).

N\

: N
¥

Hinh 2.1: BS tu quang nén den Hinh 2.2: Hudng di cia cac tia
Lo sang-trang bd tu quang nén den

1P NAéE kinh clia bd tu quang

4| ths-¢en lami gilr |2l cac tia sdng trung tam

A wal kinh

H.:l-\.

army | |
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Khi soi kinh hidn vi tu quang nén den cé thé thiy ro vi khudn {bhodic cic
viit thé) 6 dudng kinh than ehi vai phin trim eia micromet (pm) tic 14 cée
vt th8 ndm ngoai gidi han thdy dude cia kinh hifn vi quang hoc, vi du eac
xoin khudn leptospira va giang mai. Tuy vay kinh hidn vi tu guang nén den
chit quan sét duge mat ngodi cha vi khudn hodc vat thé chi khéing thiy duoc
cae ciu trie bén trong elia vi khudn hode vat thé.

3.2, 51 dyng kinh hién vi tu quang nén den

St dung kinh hién vi tu quang nén den chi dat duge két qua tét khi tuin
theo cac diéu kién sau diy: .

3.2.1. B§ md ciia tu gquang nén den

- P md cla ty gquang nén den phii 1én hon dé md ena vat kinh ti 0,2 —
0.4 don vi (xem so d6), dudng di eila tia sfing bén mép s& dip vao vat kinh va
nhu viy s& lam giam d§ tudng phian va lam tii hinh anh nhan dudge, do dd khi
quan sat kinh hién vi tu quang nén den ngudi ta thudng =i dung cac bd tu
quang chim vdi di md 1,2.

Ehi sd dung cic vat kinh ¢6 d8 md 1én mudn nhan dude cac hinh inh ré
nét phai digu chinh man chan séng, tic 13 ha thap 4§ mo xudng. DE dat dude
muc dich nay ngudi ta bo vat kinh ra khéi ban xoeay rdi cai vao vat kinh méat
min chdn sang d4c bidt, man chin sang nay duge sian xudt ciing véi bd tu
guang nén den,

3.2.2. D6 chiéu sang

B§ chigu sang clia dén phai d& & mie 18i da bdi vi bd tu quang nén den
chi cho mét phdn nhé cla chim tia sang cia ngudn sing di qua. Vi vy, vike
lay anh sing ding, si dung téi da anh sang va nhat 14 dinh tam diém mot
cich chinh xéc e ¥ nghia rit lén.

3.2.3. D6 ddy, sgeh ciia phién kinh va "giot ép”

Chiéu day cua phién kinh khing duge qui 1.2 mm bdi vi tit cg cac tu
quang nén den c6 khoang cich hoat déng rit nhé.

b6 day va dé sach cua giot ép: néu giot ép cang day thi trong dé sé cang
cé nhiéu vat la lam khic xa anh sang (hat bui, bot khi...) v hinh anh cang
kém tudng phan han .

3.3, Thao tac khi sit dung kinh hién vi tu quang nén den
2.3.1. Chudn bi tiéu bdn “ giot ép”

Trén m@t phién kinh méng. nhé-métgiot-huyén dich hofic mit giot bénh
phidm, day la kinh lén sao cha “EInt fplisacly ebiong b bot khi. Dat 1én mam
kinh v diu chinh tiéu diém bang vt kink 8% sau dé didu chinh tigu diém
cla tiéu bin bing vat kinh 30X,
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3.3.2, Ldp tu quang nén den

Liy bé ty quang nén sang va thi kinh ra réi thao di mét vat kinh (néu
trén bi phin ldp vit kinh di cé shn mét 13 khéng 1dp vat kinh va phia trén oé
day ndp thi c6 thé sit dung 15 d6 sau khi d3 md ndp diy va xoay d& cho 15 nay
vE true guang hoe).

3.3.3. Péng man chdn sing
Déng man chiin sing dén mitc t&i da, chi con mét 16 nho.
3.3.4. Md chan sdng

M& man chén sang cta bj chifu sang. Che éng kinh bing mét miéng
kinh md, nhe nhing quay guong d4 et sy chifu sing ding déu. DE gudng & vi
tri bit déng.

3.3.5. Ldp thi kinh va vit kinh 8X

~ Lipcén thén dé khéng cham vae gudng, rdi lip b tu guang nén den vao.
Léap thé nao dé cho éc trang nédm vé phia thin kinh va 2 éc didu chinh nim vé
bé chidu sang. '

Chii ¥: sau khi lip bd tu quang nén den vao néu thiy cé sy thay déi (di
l4 nho) vi tri elta' guong thi phai Iy bi ty quang ra va diéu chinh anh sang lat.

3.3.6. Soi kink

Dt tidu ban ra bén canh, gié mét giot ddu ba huong lén thiu kinh ngodi
cing cua bd tu quang - diu lim cdu ndi gilta tu quang va phién kinh (chi ¥
khing dé tao ra bot khi), ha thip bé tu quang xufng mit chut, dic tiéu ban
vio gifta, kep chit tidu ban bing 2 cap sit cla xe tiéu ban .

3.8.7. Pidu ehinh tu quang

Nang tu quang lén hét i, diu cho vio phai dd @8 14p kin khodng tiép
xuic gidta thiu kinh ella b6 ty quang va phign kinh (luw ¥ khéng dude dé tao ra
cac bot khi). .

3.3.8. Tat bién trd
Tét bin trd cha b chidu sing (néu cd) dé nhan duge 4 chidu sang t6i da,
3.3.9. Piéu chinh tim diém

Nhin vao thi kinh va difu chinh tim difm clia b tu quang. Ding tay
diéu chinh hinh anh cia viag sang v Vel bii-ndam @ gifta vA chinh giita dién
nhin.
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3.3.10. Diéu chinh hinh anh

Khi diéu chinh tim diém néu phat hién thiy vong sédng thi nhin vio thj
kinh rdi ning hodic ha tu quang xufng dé cho né & vi tri sao cho trong lrudng
sing mit di vét den va thay vao ving sing chi cd vét sang khép kin,

Leru ¥ Néu khi diéu chinh tim diém, vét sadng da hién ré thi khéng cin
r:huyé’n dich tu quang nita, _
Plua vat kinh 40X vé true guang hoc va guan sat tiéu ban.

3.4, Bio quin kinh hién vi tu quang nén den
3.4.1. Lau bui

Thudng xuyén lau sach bul bam ¢ vat kinh, thi kinh, mim kinh, ... .

3.4.2 Lau ddu

Sau méi lin s dung, kinh ciin dude lau sach déu ba hudng, dé tranh lam
hong hé thing thiu kinh do diu ngdm vio.

3.4.3. D¢ kink vé trang thdi ci

Cac thao tde khi lap cét"héﬁ phan dé diing ty quang nén den déu dudc
thue hién tudn tif ngude lal @ tra cae bd phan vé vi to ol (chin sing, pong,
hé thing chidu sang, ...).

3.4.4. Bao quan
Sau khi lau sach, kinh dude it giit gifng nhut cit giii kinh tu quang nén tring.

TU LUQNG GIA
1. K& tén nhiing bé phin chinh eta kinh hién vi quang hoc va néu tac
dung caa titng bd phian.

2. Trinh bay céc thao tac d& liy anh sang téi da khi st dung kinh hién vi
ed vat kinh dau.

3. Mo ta cac dong tac si dung kinh hién vi vit kinh ddu dé so1 tigu ban
nhudm vi khuin; déng tae nio cin luu ¥ nhat, tai san?

4. Trinh hay nguyén 1y, cach st dung va tic dung ciia kinh hién vi nén den.

- 5. Trinh bay cac vigd efin B Vi nghiaéia timg viée nhim bao quin
kinh hién vi,

13. :
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XU LY DUNG CU THUY TINH NHIEM VI SINH VAT

# ol

MUC TIEU

1. Trink bay vé ;tﬁ.r.@’hﬂn:iung thit fu cong vide xi Iy hip long, 6ng nghiém, hinh
cdu, phién kink .. nkiém vi sinh vdt.

2. Trinh bay Uﬂll}'l:[;tt‘ MEH dung qui trink xu Iy pipet da s dung.

1. MOT SO NET KHAT QUAT

Xét nghiém vi sinh vat can nhiéu leai dung cu khac nhau. Nhiing dung
cu ldy bénh phidm (vi du tam bong) cd vi sinh vat giy bénh, sau khi st dung
phai duge thu gom dé tiét tring, khong vitt truc tiép vio thing ric. Nhiing
dung cu kim logl sau khi =u dl,mb_; (nhiém vi sinh vat giy bénh) phai duge
ngidm ngay vao dung dich sat khuin, sau dé mdi dude rita sach, Nhitng dung
cu bing nhya (plastic) vé tring ding mét lan (vi du hép léng, phidn nhua
nhiéu giéng ...) phai duge kifm tra trude khi sit dung: xem tai dung cd nguyén
ven khing (khdng thing, rach); sau khi =i dung c6 nhiém vi sinh vat giy bénh
phai duge thu gom vao nhitng tii plastic day va hap tiét trang trude khi bo
vao thing rac.

Nhiing dung cu thuy tinh phai duge xi 1§ ding qui trinh dé c6 thé dung
lai duge nhidu lan ma vin dam bdoe chit lugng.

Nhiing dung cy thuy tinh nhu hép 16ng/dia petri, ng nghiém, binh cdu
... dd su dyung vao viée nudi edy hodc dung bénh phim vi sinh vat phai dudge
thu gom ngay sau khi sit dyng; xép trong thung 6 ndp day kin va hip tiét
tring hiang ngay. Mubn sit dyng lai nhitng dung ey nay ching ta phai thye
hién mit chudi nhitng céng viée khic nhau, vita dé giét chét vi sinh vat vita
lam cho thuy tinh sach va trong. Thuy tinh trong subt s& thuan lgi cho viée
doc két qua xét nghiém. Nhitng dung cu duge st dung da 1du, thuy tinh bi ma
khing nén ding vao vige nudi cdy phin lap hoac lam khang sinh dé.

Cac thao tac l::c_birﬂa phai thén trong vi thuy tinh dé va gy tai nan. Khi ria
dng nghiém bing chii léng, cin ehon loai chéi ¢6 duiing kinh vita vé duing kinh
dng nghiém; ding tic ep rifa ciin nhe nhiang tranh lam thang day éng.

Méi khi lam viée vol dung dich leidn hafiragid phai thin trong, deo ging
tay (cao su diy, cd tay cao)\den kinh vi khiutéang.
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2. XU LY DUNG CU THUY TINH NHIEM VI SINH VAT

Chuédi thit to cbng viée xi Iy dung cu thuy tinh dd qua nudi ciy hodc
dung bénh phdm vi sinh vat (duge thu gom hang ngay trong thiung chita co
nép diy) nhu sau; a

1. Hép tiét triing bing 13 hip & nhist d¢ 120°C trong 30 phut (chd ¥ phéi
md nép thing chiia). Cach van hanh 16 hip xem bai “Cdc bién phdp tiét
triang vd khat trang”.

- 2. Khi nhiét d6 16 hidp xuéng khoang 50-60°C phai liy thiing chita ra. Dd
chit thai (thach) vio thing chuyén dung; khéng duge di thach truc tifp xudhg
edng nitde vi khi ngudi, thach =& déng lai lam tdc edng vA riia ngay dung cu
bing nudc sach (néu khéng rita sach ngay khi con néng dm, phin thach cén lai
58 bam dinh trén dung cu).

3. Ngam dyng eu véo binh (hodc vai) chita dung dich NaOH céng nghiép
et nong &6 240%, trong it nhit 24 gio; nhim tdy cic chét hitu co bam dinh trén
thuy tinh.

4. Rifa sach bing nude (nudc may, nude giéng sach),

5. Ngdm dung ey trong dung dich acid (H,30, eéng nghiép 6 néng dé
>20%, nhim trung héa NaOH va tdy nhilng mang bim chua bi dénh tan bdi
NaOH), trong it nhat 24 gid.

6. Rita sach dung cu bing nude (nude sach).

7. Trang dung ey bing nudc cit mét 1dn.

8. Ngdm gua nude cit néng, phoi kha.

9. Ding gi dung euw: nén déng géi dung cu trong gidy bin hotc gidy bao.
Véi hép long (dudng kinh 9¢m) nén xép mdi géi 5-6 hip. Cac ong nghiém phai
duge mit bing béng khéng thim nude; mit béng khéng dude qué chit nhung
eling khing dude qua long, dé thao tac mit mit ra va dong nit lai dude thuén
Igi ma vin dam bac vi tring; tuy theo dudng kinh e6 thé xép 10-12 dng
nghiém trong mét goi.

10. Hap tiét (vd) triing o nhiét d6 120°C trong 30 phit.

Chu ¥: trude khi dua dung ey vio 6 hip, phai dan bing (chi diém hoa
hoc) kiém tra chit lugng tiét tring va ghi ngay thing trén bing kiém tra.

Dung cu da tiét trang phai duge cit gid trong th ridng, ddm bao kin va
khé. Luu trit qué 03 ngay, dung eu khéng cor*dam bio vé tri ng.
3. XU LY PIPET (ONG HUT)

v, Dociu tao, dng hial 66 dudng kink wha va'dai, nhit 14 nhiing pipet < 1ml,
"-"I'léﬂ tigt triing va rda sach dude 1180 haph 33 bist hion so véi cie dung cu thuy
tinh khic. Sau qua trink-si-ly-pipet-phai-dat-véwedu 1a: trong éng hit khing



edn can ban, thuy tinh sang trong, pH trung tinh. Khi ngim, nia va déng g,
chi ¥ trinh ¢o sat manh lam m.é.t mau danh ddu cic vach thé tich va tranh
lam sift dau dng hat.

Qua trinh x{ I¥ pipet nhu sau:

1. Pipet sau su'dﬁ.ﬁg nhiém vi sinh vit phai dude cdm ngay ddu nhon vio
binh (bécan} co siin dung dich acid tiét triang (=20% H,50 ).

2, Ding I&m rﬁt nit béng d didu p1pE1: trude khi nhing ngip trong bécan
acid; 16n nguge ddu sau khodng 24 gid (nén ding loai bécan cao ngap =4/3
chiéu dai pipet). Dung djch acid nén cho thém oxid chrom dé tao mudi chromat
cd may ndu 44, ¥#¥m chi thi dé nhin biét khi rita; phai than trong khi lam viéc
vdi chrom vi muél chromat rit déc.

3. Sau khi ngAm khoang 24 gid, lay pipet ra, (khéng nén dé éng hit dinh
acid qua khd), rita sach acid bing cich cho déng nude chay qua dng hiit cho
dén khi nuéc trong éng hit khong cén mau vang cia mudi chrom.

4. Tring pipet bdng nudc cit, sau d6 ngém trong nude cat (it nhit 24 gia)
dé lam sach acid.

5. Dé khé, déng goi. Viéc dong gm pipet cAn thue hién nhy sau: dua mét
it hong I{hﬂ-ﬂg thdm nudc vao diu e:rn.g: hiit, nhim ngin ngira dung dich, dac
biét 14 huyén dich chita vi sinh vat giy bénh, 6 thé truc tiép vao qua bép. Mai
pipet dude dﬁng g1 riéng trﬂng mot bing gidy cudn, chi ¥ bao vé diu nhon
dng hat. Nhiéu ]:Ill[.ll't dd cudn gidy dl.In'c ding vao hop hodc déng thanh gdéi to
{tuy theo nhu cu sit dung).

6. Hip tidt triing (xem ¥ 10 cia muc 2).

3. XU LY PHIEN KiNH

Vii cac phién kinh soi tudi hogie thai ciic test nhanh, thit ngung két .. sau
khi st dung phai xi{ 1y ngay. Nén ngim ngay trong bican chita dung dich acid
tiét triong nhu lam véi pipet; lam nhu vy thuy tinh sé sdng trong hon ngém
vio cde dung dich sat khudn khae (vi du cloramin 5-10%).

Cée phi€n kinh dan tiéu ban nhudm cé thude nhudm va dédu bé hu:_i;n_g
(dau cedré) duge lude trong dung dich xi phong hotic dung dich kiém, ria hét
thude nhudm vit diu; sau do ngim vao dung dich NaOH va thue hién thd ty
cie cing viée tit 3 dén 9 nhy trong muc 2.
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TU LUONG GIA
1. Ligt ké thit ty 10 céng viée xit 1y dung cu thuy tinh di qua sif dung dé
c6 thé ding lai trong xét nghiém vi sinh,

2. Tai sao phai ngdm dung cu thuy tinh trong dung dich NaOH dac va
trong dung dich acid? ’

3. Tai sao éng hit (pipet) 43 sit dung phail dude ngdm ngay vao dung dich
acid ma khéng ngdm trong dung dich cloramin? Tai sao dung dich acid nay lai
nén cho thém mudi chromat?

4. N&u cach xi 1y phign kinh (lam kinh) da sit dung trong labe vi sinh.

Ty



- Baid

CAC BIEN PHAP TIET TRUNG VA KHU TRUNG

1. TIET TRUNG (STERILIZATION)

1.1. Dinh nghia

Tiét tring 14 tiéu diét tit cad cac vi sinh vat hodr tach b chiing hoan toan
ra khéi vit cén tiét trung.

1.2. Cic bién phip tiét trang

Nguyén tée chung la tat ed cdc bién phap déu phai tiéu dist dude vi sinh
vét vi nha bao & ca bén trong va bén ngoii vat cdn tiét tring.

1.2.1. Khi nong khéd

Dé digt vi sinh vit bing khi néng khé ngudi ta thudng ding ti say kho
duy tri nhiét df tit 160° dén 180°C trong thai gian 3-1 gid, Vi sinh vat, ké ca
nha bao déu bi tiéu diét vi cac thanh phin hiiu cd bi huy hoai. Khéng khi 1a
méi truong din nhiét kém nén nédu ti sdy khéng 6 bé phan tao luéng khi
chuyén ding (quay vong) cin phai duy tri nhiét 46 180°C trong 1 gid. Luén
luén phdi kidm tra dd tiét tring béing cic chi diém chuvén biét.

Khi néng khé thudng duge 4p dung dé tiét tring cic vit dung chiu duge

nhiét d§ cao nhu: thuy. tibh, kim loai, do  khong ding d2 tiét tring cac
viit dé chdy nhu: cao su, nliffa... {xer Iﬁ}?ﬂﬁﬁﬁ .
HUBT '

TAI LIEU PHUC VU THAM KHAO NOIBO




Bang 4.1, Nhi&t 4o va thai gian sdy tigt tring mdt s& dung cu

Dung cu MNhidt dé [ "C) Thdi gian {phdt) |
[ Thut tinh o 160 60 )
Bid gém 160 BO
Kim loai 160 160
Céc chét dau ma - 160 160 |

a. Cdu tao cia ti sdy Bhé

Tua séy khd c6 3 bé phan chinh: ngudn cung cip va difu hoa nhiét, cac
ngin x€p dung ey va 16p vd bao boe cach nhiét (Hinh 4.1).

L& hdi Mhidt ke

F =

"
: -

Mogén x&ép dung cu
e _} == W& cach nhidt

(900000009000~ Bép cung cép nhiét .,

Hinh 4.1, So 48 cu tao td sdy khé

b, Quy trinh sit dung tu sdy kho
- Bnéu chinh nhiét dé va thot gian thich hop voi dung cu duge siy.
— Dung cu can sdy phii duoe co ria sach va khaé.
- Théo rdi cac bd phiin cua dung ey (néu duge),

— Xép cac dung cu vao ta: khéng dude x&p sat day hodic sat thanh ti va qua
chat.

- Dat hoé chiit holic biing chi thi mau &€ kidm tra nhiét dé.
— Déng cilta ti cin than.
- Vin hanh ta (bt ofmetic-ditm hofc e cdodao).

— Trong khi =iy phai thuong 2uyén theo 981 khéng duge md eia ta hoac
cho thém dung cu vankhrahiét 4334 %6n cao.
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— Chi ldy dung cu ra khéi ti sau khi 43 ngit dién va nhiét dé trong tn di
xudng dudi 50°C.

Chit 3 Vian hanh ta iy phai thin trong, tranh tai nan lao déng nhy bong. .

1.2.2, Hoi nuge l:ﬁ-h‘-ﬁ'

Hoi nude cang la hm nude d 4p sudt cao hmng Ung vl nhiét do dat dude
trén 100°C; khi pha hgi cfin bing vdi pha léng clia nude goi 14 bio hoa, Hoi
nudc cing ob tic dung digt v1 sinh vat.

Né&i hdp/ls hip (autoclave) 1a dung cu tao hoi nude cing ding dé tiét
trung. Bién phép nay thudng duge 4p dung cho cac dung cu thuy tinh, kim
logi, dé vai, cae au, mét =8 chit déo, chit long va mai trudng nudi ciy,

Béang 4.2. Ap suét, nhiét Ao va thai gian ti&t tring mat s6 dung cu

Dyng oy Ap sust (atm) Nhiét dé (°C) Thei gian (phat)
D6 vai 1 120,5 30 N
B4 cao sy i 120.5 . 15
Kim logi trong gdi 1 120,5 : 30
Kim loai 86 hé 1 120,5 ' 15
D6 thuy tmh [ 1 1205 15
M tn.rErrg nubdi ciy 0,5 hodic 1 111.4 ' 30
vi khudn _ 120,5 15

a. Cdu tao cﬁa noi hdp wet

Nai hép uit e6 nhidu kiéu cach khie nhae nhung edu tao déu tudn theo
nguyén tac chung: tae hai nude trong binh kin cé 4p suit cac (Hinh 4.2).

Nag
= A
Ap k E_i_ — L& hai
Van bao hidm
. ; " -
Mgan chia hei nude Moi xép dung eu
"i?
| M

Chinh ap s0at "C"}
L=

|
/|
|

{| Ong mem mlc nude

yan thoat khi #'!:—r

Hioh.4.2. 56-di-aau EE?H.'? vhon e LGt
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b. Quy trinh su dung ndi hdp udt
— Dung ey cén tiét tring phai duge co ria sach.

Thao roi cie bd phan clia dung cu (néu duge).

+ Xép cac dung cu vao ndi hip sa0 cho hol nude néng tiép xie duge véi
ting dyng cu; ciec hfp hip phai dé hd 16 thoat khi, binh phai dé he
nip.

~ it hoa chit hoic bang chi thi mau dé kidm tra nhiét ds.

+ Day nap kin (kiém tra vong dém va thanh ndi hdp, néu cé bui cat phai
lau sach),

+ Chon nhiét dj, ap sudt, thdi gian thich hgp véi dung oy cdn tiét triang,

— Kiém tra miic nude, thi€u phai bé sung bang nudc cat. -

— Md van xa hoi.

- Vin hanh ndi hap.

- Khi hei néng thoat ra duge 5 dén 7 phiit thi khos van xa hoi,

+ Trong qué trinh van hanh khéng duge cho thém dung cq vao, phai
thutng xuyén theo dai néu cé st o phai ngit dién ngay, béo cho ngusi
phu trach. :

+ Khidi thti gian van hanh (tinh tit khi ap suit dat yéu ciw), tit ndi hip,

+ Chi ldy dung cu ra khéi ndi hip khi kim ap su#t da chi s5 0, Ehing
dude chi ddng ha ap sudt qua nhanh tranh giv “xuc” cie chit long
dude tiét tring.

Chi ¥: Vin hianh ndi hap (thiét bi tao ap suit caoc) phai hét sic than

trong, bao dim an toan lao déng tranh nd va gay béng. -

1.2.3. Tanh-dan (Tyndan)

Phugng phip tanh-dan dua trén nguyén tdc: dun cach thud & nhidt dé
nho hdn 100°C ba ldn lign tiép, cach nhau 12-24 gid, Dun cach thuy ldn dau, vi
sinh vat bi tiéu digt nhung chua diét duge nha bao. Sau kich thich nhidgt,
nhiéu nha bao ndy chdi chuyén thanh trang thai sinh dudng; vi vy sau 24 gid
lai dun edeh thuy dé tidu diét ching va téc dung cha viée dun cach thuy 14n
thit ba cling nhu vay. Méi lin dun néng ti 15 dén 20 phat; v6i nhing binh cé
dudng kinh ldn hdn cdn dun néng tir 30 dén 50 phut.

Phuding ]]h.ﬁ.]}.tﬂnh-lfH ndsige ap dung d¢ Liet trimg nhiing chét sé bi héng
hode giam chit lugng & niigt 46 2)100°C, dHT dungd dich ¢é albumin (déng o
T0°C va bién chit 4 100°C) hedcear loai W tridng o6 glucid... . '
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1.2.4. Loc vé triing

Cd hai k¥ thuat loc vé triing: loc bing mang loe vi loe séu.

a. Ding mang lo¢:

Ding mang loe ‘fﬂl'-"-,lﬂ khe hd v ciing nho 1:::11‘3+ gid lai céc vi sinh vit trén
bé mat. Nhitng chét khi va long néu khéng thé ding nhiét d§ _dﬁ tiét tring
duge thi phai lge vé tring; vi du nhu vaccin, san phim huyét thanh, mdi
trudng nudi cdy té€ bio, cac dung dich nhay cam vdi nhiét di hode dd udng,
khing khi va cae chiit khae,

b, Loc sdu

Déng chay di qua mét ldp vit liéu 6 ciu tao sgi, hat, Viée gifi lai vi sinh
vit dua trén nguyén tic gan nhimg vi sinh vit vio cfu tao mang, nhd hidu luc
vat |§ khac nhau nén cd thé @il lai duge ca nhitng vit thé rit nhé. Thing
thudng nguoi ta dung sdi thuy tinh dé loc khéng khi (kha nang gid dude vat
thé 1én han 0,5 ym 14 99,95%) va ding ciy nén gém dé loc chit lang.

So vdi cac bién phap vat 1y ¢ tiét trung thi loe v6 tring cd nhiéu yéu 1o
khéng chiie chdn, nén chi ding cho nhiing thudc hodc cae chit ligu khéng thé
ap dung dude :ﬁc bién phap tiét trang khac.

1.2.5. Hod chit

Céc hod chédt ngudi ta thudng ding dé tiét trung la ethylenoxid v
formaldehyd. Tigt tring bing ethylenoxid (CH,0CH,) la dya trén phan iing
hoé hye, nhg hoat tinh coa nguyén td oxy trong ciu tao phin t. Ethylenoxid
la mét chét dbe, gy di tng, kich thich manh niém mac va dé chay, ngoai ra né
edn 1a chét gy ung thy. Vi vay, khi sit dung phai hét sic than trong va dé
phong né.

1.2.6. Tia gama

Tia bic xa ion hoa mau ning lugng o thé giét chét vi sinh vat. Tia gama
duge dp dung d8 tiét trimg chi cateit va cde vit dung nhay cam véi ethylenoxid
hay nhigt do nhut cathether va cac manh ghép. Ngodi ra, tia gama con duge diing
dé tigt trang cée dung cy va bing bing trong nhitng tii déng sin.

2. KHU TRUNG (DISINFECTION)
2.1. Pinh nghia

Khii tring 12 lam cho vat duge khit tring khﬁ.z_:lg con kha nang giy nhiem
triing (chi tiéu diét mam bénh ma khing phai tdt ca céde vi sinh vat).

Ehit tring cé vai trd quan trong khi cic tdc nhén giy bénh 6 thé tin tai
nhiéu ndl ma viée tiét tring vi nhidu 1§ do kinh t& hodc thuc t& khéng thé sua
dung ring rix dugce.

2.2. Cac bién phap khir triing

Ngudi ta thudng ding 2 hién phap khit trdng 13 bién phap vit 1y va bign

phap hoa hoe,
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2.2.1. Bién phap vit Iy

a. Khit tricng bdng nhidt di cac

Ludng hdi nude némg cd nhist di 80°C- 100°C thudng dude ding nhat vi
nd gigt duge cde t& bao sinh dudng d trong thai tr do trong vai phuit. Phudng
phip nay thuing dude ap dung dé khit trimg guan Ao, chin man, cic dung cu
di ding eia ngudi bénh. _

Ngudi ta com khii tring bing phudng phap Pasteur hoa, vi du nhu:
Pasteur hod sita d nhidt d6 72°C trong 20 gidy, nude qua ép 0 nhiét 45 62°C trong
30 phit.

&, Tin et tim (LW}

Tac dung eiia tia cue tim dita trén ed ché: 1:_5.'1:1 tric cac phin ti ena vi sinh vat
nhut acid nucleic bi bién dél khi hip thu tia bite xa nay. Séng difn tir véi bude séng
13,6 - 400 nm, nhat Ia bude sdng 257 nm, cb tic dung khua trime. Lidu =0 dung la
1040 - 500 uWeocfem® digt duoc 90% ddi woi hin hét cic lodi vi khufn. Tia UV chi
diing dé khit trang khéng khi, nutde sach hodie vi trt nao diy bj nhiém tritng.

DE ddm béo vo tring trong boc oy vi sinh vil va phong thi nghiém npudi
ta thuong ding 2 bdng dén cuc tim 15 W hoac 1 bing 30 W cho cin phong 25
m”, dén treo cao khéng qua 2 m, thoi gian chiu sing it nhdt 1 pid nhung
khong dudc qua 8 gig.

Tia UV ¢6 the gdy vidm kit mac, gidc mac va anh hudng dén siic khod

cda ngudi lac dong. Khi chifu xa vii cuimg d6 100 - 500 pWeeeicm® cin dude
thes ddi dé kidm tra hidu lue vA ngin ngia dnh hudng d8n con ng'lir_u

2.2.2, Bién phdp hod hoe

a. Can (aleal)

Cac hod chit thutng duge ding d€ khi tring la dung dich ethanol B0%,
izopropancl T0% vi n-propanol 80%: Nhiing dung dich dae hon do hait nude
trong vi khufin ra manh nén hiéa qua kéri hon: Con khéng didgt dude nha ban.
Tac dung diét virus oiia cfn con c6 nhidu § kign khac nhau.

Cén thuing duge dimg dé khit triing da, nhat 13 khi tring ban tay trong
phdu thuft va lau nhiing bé mit cac chit rin khilam vé sinh. Uu diém 1a tha
gian tac dung nhanh, don gidn, tién 1di, cé kha ning thaAm vae da ké cd 16 chin
long va tuyén md hii, nhung nhude diém 14 bay hai va dé chay.

b, Phenol va dén xudt cde né

O néng dd 0,5 - 4%, dung dich phenol cd thé tidu digt duge vi khudn
nhung khéng diét dudc nha bao va virus, Phenol o6 thé “in" da, nifm mac va
con ¢ thé giy doc thin kinh,

Nguii ta diing chi sé phenol-dié-danh-gidtde-dung sit khuﬁn cua mat hod
chit. Chi 58 phenol 15 13 a8 gifa nong 86 phéniohihip nhit va nung dé chal sat
khufn thip nhit eing cf He dung nhuphay-tn mit load vi khua‘in trong mit
th'n gian nhit dinh.
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¢, Nhim halogen

Tac dyng khit khuén do phan {ng oxy hoa va halogen hoa cic chit hitu
co. Phan dng oxy hod xay ra nhanh mi khéng thuan nghich, con phan ing
halogen ho#d xav ra chim hon va khéng manh bing. Nhiing phan (ng nay xay
ra vii nhiéu chit hitu co khac nhau, do d6 s8 lam giam hoat tinh khif tring
trong nhiing dung dich cé nhifu chit bdn hiu co hay cic ch&t oxy hod va
halogen hod khae, nhit 14 amoniae. Halogen cé phé tae dung ring va théi gian
tac dung ngin.

— Clor: duge st dung nhiéu o ca dang khi nguyén chit va dang hgp chat

hitu co hay vo co. Clor diing dé khd tring nude dn (ndng dé 0.1 - 0,3

mg/1). nude bé bdi (0,5 mg/l).

- Clorua calei thuéng duce sii dung nhat dé khit tring chit nén, chit thai
va dung cu thé (pha 1/15 véi nude) hofie rac h xi.

- Cloramin pha loing 1% c6 kha niang khi tring ban tay trong 5 phit tac
dung, cho dyung cu phai 20 phit, Khtt triing d6 vai va tdy ué ding dung
dich 1,5 - 2,5% trong thai gian 2 - 12 gid. Cloramin thé dude ding dé tiy
ué nhu clorua calel,

~ lod: dung dich iod va etn iod (7% 1, 3% KI, 90% cdén) dude sit dung nhiéu
dé khw trimg da.

Nhuge diém ctua halogen 14 phan ving khéng dde hidu xdv ra rit nhanh
vili nhidu chit hitn cd khic nhau va khi clor edn o6 tinh doc: ed the et negusi bi
di tmg véi iod.

. Mudi kim logi ngng

Hoat tinh khang khuin theo thi tu giam din: cic mu#i elia thuy ngin
(Hg), bac (Ag), déng (Cu), kém (Zn). Cae mudi nay chi v&u cd tie dung e ché
vi khuén, khéng diét duge nha bao, virus; kém tac dung ddi véi cic vi khuan
khang acid. Trong v hoe, eac hap chilt hitu es cta Hg nhu phenyl-borat-thuy
ngin dudge diing sit trang vt thudng, da va nidm mac.

2. Aldehyd

Thuong dung formaldehyd dudi dang dung dich 0,5-5% va khi 5 gam/em?,
ni co tac dung tidu digt ca vi khuan, ndm va virus; néu da thoi gian va & nhiét
did cao com diét duge ca nha bao.

Dang dung dich diung € lau chiii sdn nha vi 48 diing. Dang khi ding dé
khi trang khing khi v may mae lin.

Formaldehyd kich thich da v& niém mac, giy chiy nuéc mét, c6 thé dan
tdi di dng v& nghi ngd c6 thé piy ung thu. Do lam tia protein nén
furmaldehyd khéng dung @& hfrtrimp chat thdi PE trung hoa formaldehyd
chung ta dimg amoniac, suliit hode histrdin.
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f. Cdc chét oxy hod va thude nhudm vi khudn

Cée chit nhu : oxy gia (H;0,), thude tim {HMnGJ xanh meth:.rlen duge
pha thanh dung dich diung lam thude sat khudn.

g. Acid va base .

Hau hét che acid va base déu o6 tac dung diét khudn vi tinh didn phin
manh thﬁnh H" va OH'. Tuy ting loai vat liéu cin khi tring ma IZ"]'Il.lI'I.E La
ding ning &4, loai acid va base cho thich hdp.

2.2.3. Ude yéu td dnh hudng tdc dung cia chdt khit tring

Cé nhiéu yéu t§ anh hudng dén hiéu qua khi tring nhung gquan trong la
nhiing véu td sau:

- Ning d6 hoa chat khéng da.

- Thdi gian tiac dung khéng da.

— Nhiét dj (ed lién quan tdi thé gian tae dung).
— Mt dé vi sinh vit tai noi kha triing.

Mii trudng xung quanh can trd hod chit ngidm tél vi sinh vat hoic lam
bat hoat hoa chit (vi dy: vi khudn lao trong dém).

— Eha néng d& khang ela vi sinh vat -[w dy: virus m lap vo bao ngoai
(lipid) dé bi tiéu didt bdi dung méi cha lipid nhy cén, phenol... hen 1a
nhiing virus khéng ¢t vo bao ngoai).

Vi vay dé phat huy hiéu qua clia cde chit khi tring cdn st dung ding
cac loal hod chit, di ning dé va thai gian cdn thigt tuy theo tirag loai dung cu
hode vit can khit tring,

TU LU/GNG GIA
1, Tiét trung 13 gi? .
2, Ké tén 6 bién phap tiét trang va néu tic dung cda ting bién phap.
3. Ehat tring la gi?
4. Trinh bay bién phdp khd tring bing nhiét d6 cao va tia cye tim.

5 Ké tén cac hod chat thudng duge ding trong khii tring va tac dung
cus méi loai.

6. Trinh bay qui trinh &8y khb.
7. Trinh bay qui trinh hap wit



.+ Baib

KY THUAT PHA MOT SO DUNG D|CH NHUOM
VA DUNG'BICH THU - PHAT HIEN TiNH CHAT
SINH VAT HOA HOC THUONG DUNG
‘"TRONG XET NGHIEM VI SINH

MUC TIEU

1. Ligt ké duwde cac dung dich nhudm ve dung dich thi thuong dige si dung
tromg phong xét nghiém vi sinh. R

2. Pha dat yéu cdu cac dung dich: nhuom Gram, nhutm Zichl-Neelsen va drng
dich thit Kovaes, dung dich tha nitrit, dung dich thie do methyl.

3. Gidi thich dwge ¥ nghia cia nhing thanh phan trong dung dich nhugm va
dung dich thi. : R :

h"hﬁ ciac phudng phap nhudm vi soi kinh hién vi, chiing ta quan sat duge
hinh thé, kich thude, tinh chit bit mau va cach sidp xép cua vi khudn.

Ca hai phuong phap nhudm vi khudn:

— Phuong phap nhugm don: 1a phudng phap si dung mét logi héa chit mau
dé nhudm vi khudn. Héa chit nhuém mau gi thi vi khudn s& bt mau do.
Nhufm don chi cho chiing ta biét duge hinh thé, kich thude va cach sip
x€p cua vi khudn, khing cho phép phin biét duge tinh chit bit mau khac
nhau gitfa céic vi khudn, .

— Phuong phap nhudm kép: nhudm kép la phudng phap nhudm s dung ti
hai loai héa chiit mau trd lén d& nhudm vi khudn. Phudng phap nhudm
kép gom c6 nhidu k¥ thuit nhuém khic nhau: nhudm Gram, Ziehl-
Neelsen, Neisser, Fontana-Tribondeau vv... . Trong pham vi bai nay,
ching t6i chi gidi thidu eich pha cac dung dich nhuém Gram va nhudm
Zichl-Neelsen,

Kjf thuét nhudm {I}ram la k¥ thuat cd ban nhit trong nhuém vi khufn,
Ky thudit nay ::'lp Christieh Gramxay dyng nam 1684, trong qui trinh st dung
di dude mét &8 tac gid cii G8n ce bude pha car dung dich nhudm, nhung két
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qua nhuém vi khudn giéng nhau. Nho kf thujt nhudm Gram vi soi kinh hién
vi, ching ta biét duge hinh thé, kich thude, ciach sip xép va bit mau khac
nhau gilfa cde vi khuan Gram-duong va cic vi khudn Gram-am.

1. KY THUAT PHA CAC DUNG DICH NHUOM GRAM (CUA CHRISTIAN
GRAM, 1884) ]
1.1. Dung dich tim gentian (erystal violet)

Khi duge nhuém dung dich nay, céce vi khudn s& bdt mau tim.

- Cong thic:
+ Tim gentian 0,3g
+ Cén ethanol (95%) 10ml
+ Arid phenic 1ml
+ Nude cit 100ml
— (éch pha:

Cho tim gentian vi en vao lo, l4c cho téi khi tim gentian duge hod tan
hoan toan, sau dé cho acid phenic, cudi ciing cho nudg c4t va 14c trin déu. Loc
dung djch bang gidy Igc. Bao quan trong lo thiy tinh.

1.2, Dung dich lugol

Khi nhuém dung dich nay, do thanh phén trong vich té bao etia vi khuin
Gram-duong day, e6 nhigu l8p peptidoglycan hon so vdi vi khudn Gram-dm, do
dé iod cé trong dung djch lugol s két hop véi gentian tao nén phie hop iod-
gentian bén vitng khéng thé thim ra ngoai, khi vi khudn bi tdy mau bing cén.
Vi vy, vi khuin Gram-duong sé giit dude mau tim.

- Cdng thde:

+ lod metinie 1g

+ Kali iodua (KI) 28

+ Nudc cit 100ml
- Céch pha:

Cho KI va nude vao lg, lic cho tdi khi KI duge hoa tan hoan toan, sau dé
cho iod metinic va dé ti &m qua dém cho tan hoan toin. Bao quan trong lo
thiy tinh.

1.3. Chat tAy mau

Mue dich eha chit tdy man 568, hay mantim géntian & vi khudn Gram.
fim, vi khudn Gram-dudng vin g dugde mau tim gentian.
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— Tay cham: sit dung eén ethanol 95% (thuing si dung nhit).
~ Tdy trung binh: sit dung efin ethanol + aceton {ty 1& 1:1).
— Tdy nhanh: st dung aceton.

1.4, Dung dich fuchsin

Nhuém dung dich fuchsin d& vi khudn Gram-4m sau khi bi mit mau d
giai doan tdy mau =& bit mau do fuchsin.

- Cang thde:

+ Fuchsin kiém (base fuchsin) 0,2g

+ Eﬁl_'l _Ethatml 95% ~ 10ml

+ A.cid'.p:l.:énic Iml

+ Nude cit . 100ml
- Cach pha:

Cho fuchsin va ethanol vio lo, ldc cho téi khi fuchsin dude hoa tan hoan
toian, sau dé cho acid phenic, cudl cung cho nude cdt va lic trin déu. Loc dung
dich bang gidy loc. Bao quan trong lo thiy tinh.

2. KY THUAT PHA DUNG DICH NHUQM GRAM (CUA HUCKER CAI
TIEN NAM 1921)

2.1. Dung dich tim gentian

2.1.1. Dung dich me tim gentian

— Cong thdc:

+ Tim gentian 10 g

+ Con ethanol $5% 100m]
-~ Cach pha:

Cho tim gentian va ethanc] vio lo, lie cho tdi khi tim gentian duge hoa
tan hoan toan. BA¢ quin'trong 1o thiy tinh, dé dung dich & nhiét do phong, cé
thé sit dung dugc trong véng 1 ndm. '

2.1.2. Dung dich amonium oxalat 1%

— Céng thic: B
+ Amonium oxalat — 4o
+ Nudc cét , AD0m]
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- Cach pha:

Choe amonium oxalat vao lo, 1ic cho té1 khi amonium oxalat dude hoa tan
hoan toan. Bao quan trong lo thiy tinh, dé dung dich & nhiét déi phémg, cd thé
s dung duge trong véng 1 nam.

2.1.3. Dung djch tim gentien dé rhudm

- Cing thic:
+ Dung dich tim pentian me 10ml
+ Dung dich amonium oxalat (I%) 40ml
— Cach pha:

Loc tim gentian me vao mdt lo thay tinh, sau khi loc xong thi loc tiép
dung dich amonium oxalat vae, lJac déu.

2.2, Dung dich lugol
22,1, Dung dich fugol me

- Cong thic:

+ Tod tinh thé (lodine) 5g

+ Kaliodua {KI) 10g

+ Nuldc cit 100ml
- (ach pha:

Cho tdt ci céc thanhk phin vie lo thiy tinh mau néu, e cho i khi cac
thanh phan dude hoa tan hoAn toan.

2.2.2. Dung dich natri bicarbonat - NaHCO, 5%

— Cing thie:

+ Matri bicarbonat Sg

+ Nude cat 100ml
— Cach pha:

Cho cic thanh phin vae lo thay tinh, 1dc cho tdi khi natri bicarbonat tan
hoian toan.

2.2.3. Dung dich {ugol d€ nhudém

- Cong thie:
+ Dung dich lugel me J0ml
+ MNatel bicarbonat 5% BOml
+ MNude ciit 100mil
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2.3. Chét tiy mau d oW i
~ T4y cham : ¢bn ethanol 95%.
— Tdy trung binh: cfn ethanol + aceton ity 1& 1:1) .
~ Tay nhanh: aceton.

2.4, Dung dichh.fiu::.ﬁ sin

— Cong thiic:
+ Fuchsin kiém 0.2e
+ Con ethanol 95% 10ml
+ Aecid phenic Sml
+ Nude cit 95ml
~ Cach pha: '

+ Cho fuchsin kiém vi cén ethanol vao lo thiy tinh, lic cho téi khi
fuchsin tan hoan toan.

+ Cho acid phenie vi nude cit vao lo thiy tinh lic tofn déu.

+ Trén 2 dung dich trén vdi nhau, D€ 1-2 ngay o nhiét dé phong sau dé
loc va sit dung.

3. KY THUAT PHA CAC DUNG DICH NHUOM ZIEHL - NEELSEN

K¢ thuat nhudém Ziehl-Neelsen duge sl dung dé phat hién cae vi khudn
thuge he Mycobacteriaceae (cém goi 13 vi khuin khang cén, khing acid, vi
ching c6 thé tén tai trong méi trutng o6 néng d6 cén va acid nhat dinh ma
khong bi mft mau khi tiy blng cin va acid trong k¥ thuat nhuém Ziehl-
Neelsen).

3.1. Dung dich fuchsin

Ehi nhudm vi khuin bing dung dich fuchsin céc vi khuin thude ho
Mycobacteriaceae vi céc vi khuin khic déu bit mau 46 fuchsin.

- Cong thic;
+ Fuchsin kiém g
+ Cdn ethanol 95% 10ml
+ Acid phenic Aml
+ Nude cét 100m]
- Cach pha:
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Cho fuchsin va cén ethanol vao lo thay tinh, lic che tﬁirkhi fuchsin tan
hoin toan, sau dé cho acid phenic, cudi ciing cho nuée it va lde trin déu.

3.2, Chat tiy mau (edn + acid)

Khi tiy mau bang cdn va acid, efc vi khuin thuge he Mycobacteriaceae
van gidl duge mau dé fuchsin edn cde vi khudn khac bi mat mau do fuchsin,

— Cang thie:
+ Cin ethanol 95% 97ml
+ Acid phenic . 3ml

Hoc: Cdn ethanol 95% + acid HC) 3%, ty 16 1:1
Hodc: Con ethanol 95% 97ml+ acid H,80, 3ml

= Cach pha:
Cho ti tir acid vao con ethanol, vita cho via liic nhe.

4.3. Dung dich xanh methylen

Nhuém dung dich xanh methylen dé cée vi khuin bi mét mau khi tav,
qua bude nay &8 cd man xanh. © . .

- Cong thic:
+ Xanh methylen. . .. - . 2g
+ .Con ethanal 95% 10ml
| N Acid phunir «® . 2ml
* Nitdeoft © 1001
— Cach phﬂ ARSI, SRS S B

Cho xanh methylen va eén ethanol vio lo Lhi:f.r tinh, Mic cho tdi khi xanh
methylen tan hoan toan, sau dé cho acid phenic, cufi eing cho nuée e&t, lic
trin déu. ; =

4. KY THU;aT PHA DUNG DJCH NHUOM XANH METHYLEN KIEM
(BASE METHYLEN BLUE )
Dung dich xanh methvlen }:1@111 ngody muc dich dﬂng dé nhudm ddn,

nhuém nén sau khi nhuém vi khufn khang acid, eon sd dung &é n]:mum phat
hién vi khuén bach héu - Corynebacterium diphterice.

Dung dich xanh methylen kiém:

Khi nhuém dung digh 2anhk methylen ¥idm cic vi khuén déu bdt may
xanh, hat nhiém sdc bt maw xarh sam hon.

36



= Céng thice:

Dung dich A:

+ Xanh m_e]tlliylen-: r 0,38

+ Cén ethanol 85% 30ml
Dung d_i.-:h-_ﬂ: . |

+ Dung dich KOH 0,01% 100ml

Trin 2 dung dich A va B, chita trong chai sAm méau.

5. KY THUAT PHA DUNG DICH THU- PHAT HIEN INDOL

Indol 14 san phdm duge chuyén héa tir tryptophan. Cac vi khuin cé
enzym tryptophanase va vdi sy cé mit cha coenzym pvndnxal phr:rsphat s
chu}ren hoa dudc tryptophan tao thinh indol, acid pyruvic v ammonia. Indol
néu cé trong mdi trudng, két hop viéi dung dich Kovaes tao thanh phitc hop
méiu hong, ndi trén mat méi trudng.

5.1. Dung dich thit¥ Kovacs

— Cong thire:
+ Para-dimethylaminobenzaldehyd  10g
+ Cén isoamyljc 150ml
+ Acid hydrochloric dam dac (HCL) 50mil
- Cach pha:

Cho con isoamylic vao lo thiy tinh mau ndu, sau d6 cho i tir para-
dimethylaminobenzaldehyd viao cdn iscamylic, l4c¢ cho t8i khi para-
dimethylaminobenzaldehyd tan hoan toan. Cudi cing cho titng giot acid HCI
vao hén dich trén, cho dén khi dung dich c¢6 mau vang la duge. Khi cho acid
HCI vao hon dich, nén dat lo vao chin nude lanh, 48 tranh va lo.

~ Bao quan:

Dung dich thi Kovacs bio quan 8 4°C, sit dung dude trong véng 1 nim.
(Néu cho HCI qua nhiéu thi dung dich 58 o6 mau ndu nhu vay 13 dung dich
pha khéng dat yvéu ciu, khéng st dung duge).

5.2. Dung dich thi Ehrlich

— Cong thic:
+ Céon ethanol 95% 95ml
+ Para.dimethylaminobenzaldehvd lg
+ Acid hydrochloric Z0ml
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— Céach pha va bao quan:
Thye hién nhu d8i véi dung dich thit Kovacs (xem mue 5.1).

6. KY THUAT PHA DUNG DICH THU - PHAT HIEN NITRIT

Mue dich: phat hién mit s8 vi khuin c6 khd ning chuvén hod nitrat
thanh nitrit. Néu ¢6, nitrit két hgp véi thude thit tao ra sin phim mau db,

— Cong thic:

Pung dich A:

v Acid sulfanilic . B

+ Acid acetic 5M 1000hm ]

Diung dich B:

+ ¢t - naphthylamin og

+ Acid acetic 5M 1000ml

Khi thu, trén dung dich A va B,

- Bao quan:

Dung dich dude bio quan & nhidt df 4-22°C, c6 thé s dung trong véng

1 ndm.

7. PHA DUNG DICH THU NGHIEM DO METHYL VA VP (VOGES-PROSKAUER)
Thi nghiém do methyl va VP kifm tra sy o6 mat cta sin phim lén men
dudng glucose ginh acid va chuvén hoa dufing tao acetylmethylearbinol (acetain),
- Cdng thic dung dich thia do methyl:
+ Bacto methyl red 0,1p
+ (Cdn ethanol 95% : 300ml
Trén d8u va b sung thém nude eit vita da 500ml, Gid trong chail niu.

Ehi thii nghiém: cho 0,5ml thudc thi vao dng canh thang da nudi ciy vi
khuin 2,5ml; néu chi thi mau chuyén da la dudng tinh (tao acid vdi pH < 6,0),
chuyén mau vang 14 &m tinh (pH > 6,0).

— Céng thitc dung dich thit VP {(Voges-Proskauer):

Dung dich A:
+ o - naphthaol g
+ Cén ethanol tuyét d&i - 100ml

Hoa tan a - naphthol frebg mgt 76060 Vika W ao Bng dong, rét edn vita di
100ml. Cét & chai niu, trong ta lank.
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Dhung dich B:
+ Hydroxyd kali (EOH) 40g
+ Nudecst "+ ' 100ml

Cén KOH nhanh; cho vao binh nude (<=100ml) dit trong chiu nude lanh;
rit sang éng dong, cho nude vira da 100mi.

KEhi thit nghi%m: cho dung dich A trude (vi du 0,6ml vae Efng canh thang
dd nudi cdy vi khuin 2,5ml), sau dé cho dung dich B (0,2ml). Néu c6 mau hing
la duong tinh (66 acetoin); khing mau hode ving 13 dm tinh (khing cé acetoin).

T LUQNG GIA
1. Ligt k& cac dung dich nhuém va dung dich thit thuéng dude st dung
trong phing xét nghiém vi sinh?

2. K& cac dung dich cha by nhugm Gram, nhuém Zieh!-Neelzen va dung
dich thit Kovacs. Néu ¥ nghia cia ting loai dung dich.

3. Néu ning dp cac dung dich nhuém Gram dude pha dae hdn hosic lodng
hon so v6i cong thite ma qui trinh nhudm khéng thay déi thi tinh chat bit mau
cita vi khudn s bj aAnh hudng nhyu thé nao?
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1. TAM QUAN TRONG CUA MOI TRUONG

Muén nudi edy vi khudn gy bénh treng phéng thi nghiém cdn phai c6 cac
mibi trudng du chit dinh dufng: 46 ia hén hop céc chit dam, dutng, mudi khoing
vi cie vitamin thich hop nhim dam bdo cho sy phat trifn eia vi khudn.

Viée pha ché cie loal méi trudng dinh dudng 14 mét trong nhing khéu
quan trong nhit trong céng tic xét nghiém vi khuan, vi néu méi trudng khéng
dim bao chit lugng s& cho nhiing kéi qua sai léch trong chin doan xac dinh
cic vi khudn giy bénh. Vi viy, d8 dam bao chét lugng cua méi triong, viéc
pha ché méi trudng phai duge tién hanh mét cach than trong,

2, CAC LOAI MOI TRUGNG

C6 nhidu cich phin loai mai truing. Nhing cach phan loai thutmg dude
sit dung 14 dua vao thanh phan, trang thai vat ly va edng dung,

2.1. Dia vao thanh phin

Méi trucng dude chia thanh 2 loal: méi trudng tu nhién va méi trudng
tong hap.

— M#i trudng tu nhién 13 méi trubng dude difu ché tif cac sdn phim cd
nguin ghe déng vit hofic thue vat, vi du méi trudng khoal LAy, méi trudng
nude mach nha.

— Méi truéng tdng Hop 5 ahiing mol frudng duge diegu ché ti ede chat hoa
hoe tinh khiét, xac dinb va dude [&v vl nhing nong &6 cho trde
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2.2. Dua vio trang-thdi vt 1y -

M1 trdgng duge ¢hia ra 3 loai:
— Mai trueng léng, vi du méi trudng canh thang.
- Mia truﬁng. .nll;.t.a long nua dac, vi dy moi trugng thach mém.
- Mé&i trudng dde, vi du mai trudng thach thudng.

2.3. Dya vao cing dung

Dhga vio cong dung, mdi trudng dude chia thanh § loai;
2.3.1. Mdi truong cd ban

Mai trudng cd bin 14 nhidng mbi trudng ma phin lén cie vi khudn cd thé
phit tridn trong mdi trudng nay va 14 nguyén liéu co ban d€ difu ché cic mabi
trudng khae Mai trudng eo ban hay duge st dyng nhit 1a thach thudng va
canh thang.

2.3.2. Mii trudng vdn r.-.huyé'h wi bdo qudn bénh phidm

Trong nhiing trudng hop: sau khi 13y bénh phim khéng o6 didu kién cdy
ngay vao moi trudng nudi cdy thich hgp ma phm vin ehu;.rf!:n di xa vdi mol Lhai
gian nhit dinh, bénh phdm phai dude bdo quén trong mdi trudng van chuyén
dé chuvén vé phing xét nghiém, Mét trong nhiing méi trudng van chuvén hay
dude s dyng déi voi vi khudn dudng rudt 1ad méi trudng Cary-Blair,

2,3.5. Méi trudmg tdng sinh

Mai trudng ting sinh dude st dung trong mét s§ trddng hop: vi khudn
trong bénh phim qua it, ching te cdn lam ting s ludng trude khi civ vao méi
truong phin lap, nhy méi trudng Mueller- Kauffman.

2.3.4. M6i truémg phén ldp

Phéin lip nhim muc dich tach vi khufn cdn tim fa khdi bénh phim oo
lin cac tap khudn. Vi vay, trong méi truong phin lap ngoai chat dinh dudng
eon b che chit dim bio sy phat trién vu the cho mét lodi hodc mét nhem vi
sinh vat nac dd, nhung dong thoi lai o6 ede chit han ché hoae e ché su phat
trién chia nhiing loai vi sinh viat khac (mdi trudng Gc ché chon loe), Do dd méi
loai hode méi nhém vi khuén =8 cb méi trugng phan lap khac nhau. Vi dy mai
truimg Endo, MLCGI‘JJ-LE}’, DCL... s dung dé phan lap vi khudn dudng ruét;
mbl Lrudng If"huj}man dé phian ddp Li,t gy i ruing Schoer dé phén lép »
khufin bach hiu, .
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2.3.5. Moi trudng xdc dinh tinh chdt sinh vdt hod hoc

Diy la méi trudng st dung 48 phiin biét gita lodi vi khudn nay vl loai vi
khuén khéc, Vi vy thanh phan cac mbi trudng nay ngodi chat dinh duﬁng con
cd cac hod chit dac biét dé phat.hién khi ning chuyén hoa hodc sin phim
chuyén hoa ela loai vi khudn cén dinh danh.

3. CAC BUGC PHA CHE MOI TRUGNG TU CAC HOA CHAT RIENG L
3.1. Chudn bi dung cu va hoa chit

— Dung ey ding dé pha ché mai tru‘ung phai bing men s hode I:.I:l.u}r tinh.
Dung tich binh cin ldn gép 461 thé tich méi trudng dinh pha dé cé thé
lie k§.

— Dung ey phai dude ria sach, khing 1in cée chit khie va phai duge sdy hap
vh triang. _
- Hod chit ding dé pha ché méi truong phai tinh khiét va dim bao chél
Iugng, kho khéng vén cue, khing déi mau.
3.2, Can dong

Phai edn chinh xée, ddc bigt nhilng hoa chit gy dc ché vi khudn phai
ding cin chinh xac tdl miligam.

3.3. Hoa tan

Phai cl-:mg nude cdt 2 lan hodc nude khit khoang dé pha ché. Tuy theo
tinh ¢hét ctia hod chit ma hod tan ¢ nhiét 46 néng hote lanh Céan luu ¥, moi
mii truding cé thé thay 46i chit lugng néu dun néng qua sy cin thidt.

3.4. Diéu chinh pH ¢ha moi trudng
— Mai loai vi khudn chi phat trién 81 vu § 6 pH nhat dinh, v vay khi didu
ché& méi trudng phai diéu chinh pH thich hdp.

~ Viée didu chinh pH cda méi trudng duge tién hinh ¢ nhiét do 45.50°C
nham mue dich: pH méi trudng sau khi hap va dé ngudi khéng b thay
ddi nhiéu.
Hoé chit sl dyng dé didu chinh pH I dung dich natri hydroxyd (NatQH)
10-12% va dung dich acid hydreeclorie (HCY) 10-12%,

3.5. Lam trong mbi truting
Mai trueng phai duge lim ﬁrﬂng & aflquidishl sy phat trifn cia vi khudn,
— Déi vdi méi trudng lén lecqua vai'miirhoac gidy loc.
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- Dé1 vdi méi trudng cd nude thit: musn maéi trudng duge trong sudt phaii
ding dung dich NaOH ‘#iéu chinh pH = 7,8- 8 va hip ling cin & 120°C
trong 30 phiit, dé ling ciin réi loc qua 2 1dn gidy loc.

~ Phudng phap lam sang mau: mjt 5§ mbi trudng cé mau sim cé thé dang
than hoat dé loai mau. Tuy theo méi trudng ¢é miu sm nhiéu hay it ma
cd thé dang 5-10g than hoat cho mdt lit méi truong (dun séi 10 phat réi
loe qua gidy loe hode vai day).

3.6. Ding mdi trudng vao 6ng hoéic binh nho

Tuj theo yéu cdu si dung, cé thé déng méi trudng vao dng nghiém hodc
vao binh.

3.7. Tiét trang mol trudng

- Pl}ﬁ.i tiét tring neay sau khi déng méi trucng vao dng hodc vao binh, vi
néu dé 1au, cic tap khudn gip nhiét dé thich hop sé phat trién lam anh
hudng dén chit lugng méi truongs.

- Cac mbi trudng b urd, hyposul{it dé bi phin huy béi nhiét d6 cae, phai
tigt trung bang loe Seitz hode hip cach thuy d nhiét dd 60-70°C.

- Cac mé1 truong thing thudng khac thudng dude tiét tring o nhiét da
110°C trong 30 phit.

Sau khi tiét tring, 4p suit trong 16 giam xudng (0) thi chuyén méi trudng
ra khdi 16, khéng nén 48 méi trudng him néng liu trong 16, cang khéng nén dé
mai trudng qua dém trong 16, vi nhy vy méi trudng sé bi sim mau va kém
chat Iugng.

3.8. Dia mdi trudng

Sau khi hﬂi}p tiét triing, d€ nhidt dd xudng dén 45-50°C, dd mai trﬁf:lng vao
dia Petri (hép 1ong). K§ ning 46 tit sé duge dia méi trudng ob d6 day ding,
déu, mat méi trudng phing va khéng cé bot khi,

3.9. Kiém tra vb tring

Mai truong dude dé vao th &m qua dém dé kiém tra v6 tring (3-5% s6
lugng da san xudt).

3.10. Bao quan méi trudng

Néu méi trudng chua sl dung, ching ta c6 thé bio quan trong tii chit
déo dé & nhiét di 4-10°C va diing din trong véng 1 dén 2 thang (néu d nhiét da
phéng thi chi dé dude 1 d&n 2 tuin). '

Ngoai cie méi trudng dudge difu ché tit héa chit don lé, hién nay trén thi
trudng cd rit nhifu loai mol tedgng ting han, kbl difu ché phai thue hién ding
hufng din clia hang san x0&t, ghi trén' +& hdp 4 tién hanh theo cac bude nhu
pha ch& méi trudng tit hop chEEdor 12 (nldng bo bude 3.4 va 3.5).
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4. K¥ THUAT FHA CHE MOI TRUONG CO BAN
4.1, Pha ch& mbi truttng canh thang thaing

4.1.1. Pha ché tif nude thit 1
+ Nude l:h.it. B 1000 ml
+ Pepton 10g
"+ Mufh tinh khig (NaC 5g
— Quy trinh:

+ Pun néng, khuiy déu cho tan hét mudi va pepton.

4 EnéuchinhpH="78-8

+ Hdp & nhiét dé 120°C trong 30 phit va &8 ngudi cho ldng cin.

+ Chit l&y phén nude trong, chinh pH = 7.4 - 7.6

+ Loe gqua gidy loc.

+ Déng dog tuj theo mue dich st dung va hip tiét trinp ¢ nhiét do
110°C trong 30 phut.

4.1.2. Pha ché tit cao thit

- Thanh phiin:

+ Cao thit S5g

+ Pepton 10g
.+ Mudi tinh khigt (NaCl) : &g

+ Nude cit 1000 ml
- Guy trinh:

+ Dun néng, khuiy déu che tan hét cac hoa chat.
+ Didu chinh pH = 7.4 - 7,6 rii loc qua gidy loc. :
+ Déng dng, hip tiét tring o nhiét dd 110°C trong 30 phut.
4.2. Pha ché médi trudng thach thudong
4.2.1. Pha ché tit nude thit

1fib=- Thanh phén:
374 Nuge thit 100 841
+ Pepton 10g
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+ Mudi tinh khigt (NaCl D
+ Thach sgi . 28-30g
— Quy trinh: :
+ Pun néng nude thit, pepton, mudi ¢hoe tan.:
+ Phéy chinh'pH =78 - &.
+ Thach da riia sach v cit nhb cho vilo hén hop trén.
+ Hip & nhiét 45 120°C trong fm phat.
+ Dé nguﬁlﬂhn ling can, Nl

+ Cét l&y phin thach trong phia t.rEn phén phm vao cac binh cdu hoac
dun néng chay va déng ong tuy mue dich sit dung.

+ Hap tiét trong d nhiét dd 110°C trong 30 phut.
4.2.2. Pha ché tit cao thit
— Thanh phin:

¢ Cao thit Bg

+ Pepton 10g

+ Muéi tinh khiét (NaCl) bg

+ Thach =g 28-30g,

+ Nudc cit 1000 ml.
— Quy trinh:

+ Pun sbi cho hoa chit tan hoan toan, chi ¥ khuiy déu dé thach khéng
bi chay.

+ Diéu chinh pH= 7,4 - 7.6,
+ Péng ong tuy myuc dich sd dung,
+ Hap tiét trang d nhiét 46 110°C trong 30 phit. -

4.3. Méi trudng nitrat

-~ Kali nitrat (KNO3 ) 0.2g
— Pepton og
- Nude ciit 1000 ml

Péng mbi teudng vad Srg rghidnr v tigt trime finhigt dé 121°C trong 15
phiat. '
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TY LUCONG GIA

1. K& tén ba cach phin loai méi trudng nudi cdly vi khufn.

2. Dya vao cong dung, méi tritng nudi cdy vi khudn dude chia thanh
may leal? Cho bidétl cdng dung cua moi loai. -

3. Ligt ké cdc bude diéu ché mai trudng Ly hod chat don 1é va cho biét N
dung chinh trong méi bude.

4. Trinh bay cac bude didu ché mbi trudng canh thang tif cao thit.
5, Trinh biy cac bude diéa ché mi trudng thach thudng ti cao thit.

46



C L BART

THAQ TAC VO TRUNG

1. KHAI NIEM VA TAM QUAN TRONG

1.1. Khai niém

Thao téc v6 tring la tét ca nhitag viée lam trong qud trinh thye hién mét
qui trinh k¥ thuat, khéng dé cho vi sinh vat t& méi trudng hode til nguoi thye
hién nhiém vao déi tudng, vit Lién xét nghiém va nguge lai.

1.2. Tim gquan trong

Thao tie vb tring thufc vio nhilng thao tic co ban nhét treng phing
xét nghiém vi sinh vat, Néu khéng thyc hién ding thao tic vo tring ct thé
din dén nhitng hiu qua sau:

— Hong vat lidu xét nghidm: Méi trudng nudi cdy vi sinh vat n&u bi bai
nhiém va khéng ddge bao quan trong lanh thi 8 nhanh chéog b hing.
T&t ca cic mbi trudng nudi cdy déu ddi héi phai v tring. Trong qua
trink san xuft méi trudng cé mdt 56 khau khéng déi hoi vd tring tuyét

' déi, nhung cudl cUng méi truéng déu phai duge hip vd tring. Khi nhitng
méi trudng 44 hdp v8 tring nay duge phén phéi ra cée dia petri hay céc
éng nghiém déi koi phai thue hién thao téce vé trang nghidm ngit. Npoai
méi truong nudi cdy, cde sinh phim nhu khing huyét thanh, khing
nguyén, bénh phim va mﬁt 8d hod chit... cing ob da diéu kién cho vi sinh
vit bdi nhiém phat trién va lam hong.

- F{hung dinh g4 duqa.kél tﬁuhﬁ&clﬁmsﬂ; lech két qua: Néu vat liéu xé,t
nghiém bi boi nhiém , _ﬂ_ hﬁmﬁngq:E!anm F—a phit hidn, hoae b b

nhidm trong qua trinh thue hién kj_‘tel@-‘- cé the Jam hing hodn todin xéL
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nghiém khong danh gia duge két qua. Su bdi ihifm ciing c6 thé lam sai
léch kétr qua ma ta khong biét. Khi ldy bénh ]:rharn hode trong qué trinh
phén 14p néu bi bii nhiém, vi sinh vat bji nhiém eé thé phat trién nhanh
chéng lin it vi sinh vat B ¢dn nguyén clia bénh nhidm tring. D& vai
nhﬂ‘ng vi sinh vat giy bénh co hii nhiéu khi rdt khé xac dinh w1 sinh vit
“bit" duge ¢ phai la cdn nEuyeén ha:,r chi 14 bdi nhidm. Néu méi trudng
xdc dinh tinh ehét hod sinh bi béi nhiém sé dfn d&n dinh danh sai, nhifu
khi lam cho két qua xéc dinh-nay khéng phi hgp véi mét vi sinh vat nio.
Pgng vat thi nghiém duge sit dung trong phéng nghién eitu vi sinh véi
nhifu muc dich khée nhau: phén ldp vi sinh vat, nghién ctu kha nang
giy bénh cia vi sinh vat, thi nghiém mét sinh phim mdi duge san
xudt... Néu ddng vat bi nhiém tring do bii nhim trong qua trinh tiém
truyén thi két qua =& khéng thé danh gia duge hodie bi danh gia sai léch.

— Lam mat hege bifn 481 vi sinh vat dang luu giit: Mét trong cde phuong
phap luu gild vi sinh vit 1a edy vi sinh vit vao méi trudng thich hop, sau
khi vi sinh vat phat trién thi giit trong lanh va duge edy chuyén dinh ky
sang maol truﬁng mdi, Qud trinh cay J:hu}rein phai bao dﬂ.m v triing. Néu
b b nhiém, ching dang luu giji co thé bi lan at mét han hodc co sy trao
déi vat lidu di truyén véi chiing béi nhiém.

- O nhiém méi trudng: Vi sinh vil séng tit bénh phdm, tif méi trudng nubi
cly e6 thé giy nhiém phing xét nghiém, tir 46 ¢6 thé gdy nhidm ra méi
truong song bén ngodi.

- Géy nhiém tring cho can bi y t& v bénh nhéin: Khéng thyc hién ding
thao tac vé tring khi tién hanh k¥ thuat, ngudi lam xét nghiém cé thé bi
nhiém trang. Khéng thyc hién dung thao téc vé tring khi liy miu xét
nghiém cé thé gy nhifm tring cho bénh nhin,

2, PIEU KIEN THUC HIEN THAO TAC VO TRUNG
2.1. Phong xét nghiém

- Khit triing: Phong xét nghiém phai dude vé sinh sach sé. Ban lam viéc
duge lau bang hoa chit sat trang thich hop. Chiéu tia cur tim trudic khi
tién hanh xét nghifm (xem bai "Cdc bién phdp tiét trang va khi
triung". _

— Khéng e6 lubng gié luu thong: Khi dang lam viée tat ca cac cia déu phai
duge déng kin va khéng sit dung quat.

2.2 Cac bic vo t..:lfu"lg | .- ;

- 8@ dung khi phing thinghiénr khéingthat bis dam vé tring hodc khi déi
hoi mie dé vo tring nghiém ngat.:
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2.2.1. Loai béc nhd don gidn - ..

La loai bée nha cb i(huac _ﬂ.m di ring dé méat (hodc 2 ngusi) dua tay vao
thye hién cac k¥ thuit. Béc duge khit tring béng cich xéng hod chit thich hgp
hode chidu tia ede tim.

2.2.2. Bic hién dai (Laminar)

La bdc c6 mang loc tao ludng khi vé tring ddy nhe lién tuc tif phia
trong bie ra phia ngudi lam xét nghiém.

2.5. Pén dé khit trang

Dén efn hodic dén hoi (dé don gidn, trong cie phin sau chi néi dén con) &
phudng tién khing bao gio duge thidu trong cde phing xét nghiém vi sinh vat.
Ngon dén phai di lén va chay déu (khing bap bung).

2.4, Cac dung cu vo trung
Céc dung cu =it dung trong phéng xét nghiém vi sinh nhu dia petri, dng
nghiém, binh clu, pipet ... déu phai duge tidt trang.
2.5. Trang bi cho ngudi lam xét nghiém
. Nguii lam xét nghiém phii mée 4o chodng, dbi mi va deo khiu trang.

3. MOT SO THAO TAC VO TRUNG

Khéng phai tit ca céce kf thudt tién hanh trong phong xét nghiém vi sinh
ddu déi hél thao tae vi tring. Mot sd k¥ thuat tién hanh nhanh, doc két qua
sau mot thoi gian ngin va st dung céc vit liéu khéng gy nhiém tring thi
khing déi hdi thao tic vo tring. Sau ddy mé ta mdt s6 thao tac vo tring co
ban thuong ding trong phéng xét nghiém vi sinh vat.

3.1. Tiét trang que ciy

—
—

\'

(a} = %)
Hinh 7.1. D&t gue c3y tréil Aion Ia dan con
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— Tiét tring que cdy trade khi 18y miu xét nghiém: Trude tién que edy
duge git diing thing, d& cho vong tron ddu kim loai “chim” trong ntia
trén ela ngon dén (Hinh 7.1a), khi diu que néng 46 thi cho que cfy nim
ngang rii ddy que ciy dé ti@t triing ti€p phin thin kim loai (Hinh 7.1k).

— Tiét trang que ciay zau khi s dung: Sau khi s dung que céy phai duge
khi tring ngay tru‘ﬁn: khi cdm 1&n gia. DPéng tic gidng nhu d6t gue EEF
trude khi I8y vi khuin. Dua_u gque cdy duge dot phm cao hon phﬁn que ciy
da dua vio trong long éng nghidm, vi cd thé bi cham vao phia trong
miéng fing nghidém.

3.2, Qui trinh thao tie v6 tring voi ng nghiém
3.2.1. Cém Gng nghiém khi md niit

Tride khi md nut (hofic md nip, dé don gidn trong cic phin sau chi noi
niit), dep nghiém phai duoe cim nehigng mét goc nho hon 45 48 =0 vl mat
phiing ngang (Hinh 7.22). T4 thé nay dude duy tri trong suét quéa trinh thao
tac, cho dén khi éng nghiém d3 duge ot lai. Néu dng nphiém md d tu thé
ditng thang hofc nghiéng mét gée 18n (Hinh 7.2b va 7.2¢) bui 88 rai vho trong
léng éng. Khi nghiéng goe oho, bul cling cé thé rdi vao phia trong nhung =@
bam ¢ phdn thanh gdn miéng dng va s& duce khi trang trude khi nic dng
nghigm {xem muye 4.2.2.),

(a) (b} (=)
Hinh 7.2. Tu thé cdm dng nghiém khi md non (a) ding; (b) va (o) sai.
3.2.2. Tiét tring miéng éng nghiém

Ngav sau khi md va tride khi nit, éng nghiém phai duge ho trén ngon
Iia dén con. Ha '[II.iE:DE dng nghitm nhim mue dich tiéu diét cic vi sinh vat
bam & miéng vi phan thanh Hng sit miéng. Ho phai dl néng, vida hd vita xoay
dé toan hd miéng dng dide néng déu. Ho néng gqué s& lam nit éog thuv tinh
hode lam méo dng nhua.

8.2.%. Léy vi khuén tit 6ng nghiém.

Prige thue hign tudn g ohi sau:
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- Tay trai (md ta cho ngudi thuin tay phéi): Ding ngén tré va ngin cia
cdm dng nghi¢m, day dng duge d4t vio hdm gida 2 ngén. Cim nhu viy
vita chic chén, vita ¢d thé nhin rd toan bj dng nghiém.

— Tay phai: Ding ngﬁn _4:&1, ngdén tro va ngon gilta cdm que ciy; ngoén it
kep nut béng, vita rit vita xeay, Nit dng nghiém khéng dude dé xudng
mat ban, luén luén duge gid@ trén tay, phin nit trong long dng khéng
dude cham vao da tay hodc bat ky vat dung gi khace,

- Tigt triing miéng dng nghiém ngay sau khi md niit (xem muc 3.2.2).

- Dua que edy vao dng nghigm 18y vi khufn. Véi méi trudng léng thi nhing
déu que efly vao huyén dich rbi kéo nhe lén sao cho dude mit ving ming.
Vii thach nghiéng thi cho ddu que cr&:,r cham vao khuin lac cdn ldy, Khi dua
que cdy ra khdi dng nghiém khéng dé ddu que cidy cham vio thanh fng,

= Tiét trang miéng dng nghiém {xem muc 3.2.2), roi nit béng, vita nit vita
xoay. Trong khi 46 tay phai vin git yén que cay khong dé cham vao bat
ky vat gi va khéng dé vi khudn bin ra ngeal.

— Tay trii l&y dung cu edn thiét (phién kinh, dia méi truong...) dé lam tiép
cong viée,

- Tiét tring que ciy (xem muc 3.1) rdi cAm vao gia.
3.3, Thao tac vi trang vdi cdc binh

Cach cim binh khi md mit va cach ho dé khit tring migng binh eo ban
gibng thao tie déi vdi & dng nghiém.

3.4. Thao tac vo trong vdi dia petri
3.4.1. Cdch cdm dia petri khi md ndp

Khi md nAp dia petri, dé ndp uﬁm ngang, nua dudi md tao vi ndp mit
goc khoang 30°, nhu vdy hinh chiéu cua nép sé che kin mit dia (Hinh 7.3a).
Néu hinh chiéu cia nip khéng che kin mat dia, bui ¢6 thé rdi vio méi trudng
nudi civ giy bdi nhiém (Hinh 7.3b).

(a) ()

Hinh 7.3. Bia petri khi mandp ding (a).va khimd ndp sai (b)
{Cac mai tan/ehi diggng bui rekhl kheing khi finh)
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8.4.2. Cdch dé dia petri trén bdin

~ Khi dia petri khéng dude gbi dé trén ban thi nip phai & trén (Hioh 7.4a).
Néu dé dia lat ngude (Hinh 7.4h} bui s€ rdi vao khe gitia nﬁ_p v dia, rdi co thé
roil vBg mdl trudng nudl cdy khi dia duge dit xudd trd lai.

(a) | (b)
Hinh 7.4. Ba petri 34t @ trén ban O tu thé ddng (a) va sai (b)
(Cac miji t8n chi duing bui ral khi khdng khi finh)

3.4.3. Cach dé dia petri trong ti Gm

Sau khi dd civ vi khuin hofc da lam khéng sinh dé, dia petri duoc dit
nguge trong tu dm (niap 0 phia dudi) dé han ché sy bay hoi nude tit méi trtong
thach.

TIf LUGNG GIA
1. Hay liét ké v& 1§ giai nhitng hau qua do khéng thue hién ding thao tic
vh triing trong %6t nghidm vi sinh?

2. Dé co thé thue hién duge thao the v tring trong %6t nghiém vi sinh
edn phai dam bao nhiing diéu kién cd ban gi?

3. Hay md ta céch tigt tring que cdly, miéng dng nghiém hodc binh ¢iu?

4. Hay md ta tu thé'rdﬁng eaa dng nghiém va binh efu khi md nat, dia
petri khi md va khi day ndp? Giai thich 1§ do?

Tu hoc tai phong xét nghiém

Ty thye hign céc thao tiac vo tring sau dé doc lai tai libu, d61 chifu dé
phat hién ding sai; ¢ sy quan siat danh gid cha ban khie cang 18t



Bai 8 +

CAY VI KHUAN VAO CAC LOAI MOI TRUONG

Cay vi ]a:hu.ﬁ.u la k¥ thuat dua vi khudn vao méi trutng nudi ciy dé cho
ching phét trién nhiam mue dich phin lap, xic dinh tinh chit, lam ting s
lugng, iu gii vi khuan...

1. CAY VI KHUAN VAO MOI TRUGNG DAC
L.1. Ciy phin ving trén méi trudng phan lap

Phin lap mét loai vi khudn 13 k7 thuit nhim tach vi khudn 86 tir mét
méiu xét nghiém o6 thé ¢6 nhidu loai vi khudn khéc nhan. Két qua cia qua
trinh nay la eé duge vi khudn thuin nhit. Méi trudng dé phén 1ap vi khudn 6
thé chia thanh 2 loai: c6 va khéng c6 chét e ché chon loe.

K# thudt edy phin ving dude thute hién theo trinh ty sau (Hinh 8.1):

- Liy miu cén phin lap vi khuin dua vao méi truing: Diung que cdy vé
tring 14y méiu 44t vio mdt vi tri gln ria dia méi truong - néu mau xét
nghiém & thé léng va méi trudng phén lap cé chit ic ché chon lpe thi nén
lay 2 hodic 3 quai cdy (vong d dau que cdy) hoic diing pipet Pasteur nhd 1
giot — sau d6 dan thanh mét dim nhdé khodng 1 em® Néu bénh phim da
dugde 14y bdng tam béng thi lin ddu tam bong trén mét dién tich méi
trudng khoang 1 em®.

— Tao vang thi nhit: Ding que cdy da tiét tring ria qua ndi d3 dat miu
xét nghiém tgo thanh mét vang chidm khodng 1/4 dién tich dia moi
tridng.

- Tao vang thi hai: B§
hai. Nhitng dutng ria

-'"-"-‘-";\ ﬂ.ﬂ;&\wm sau do ria j:lé tao ving ﬂ:lﬂ.
fnitign cit yaoomot diu cic dudng ria cudi cla
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vilng thi nhit. Dién tich viing thi hai chiém khoang gin 1/3 dién tich
dia mdi truong.

MEu xét nghigm

Yung thir hai

Viing thir ba

Hinh 8.1. Sa dé cdy phan viing trén dia méi trudng phan lap.

- Tao ving thid ba: Do mit que cdy rii ria tao ving thi ba, cich lam
tudng ty nhu ria tac ving tha hai. Dign tich ving thit ba ciing chiém
khoang 1/3 dién tich dia méi trudng.

Thuing ria ciy tao thanh 3 vang la du. Ciing o6 thé tao thém ving thi
tu. T4t nhién d€ tao 4 vang thi dién tich mdi viing chi chigm khodng gin 1/4
dién tich dia mdi truong.

Lueu ¥: Cac dudng ria cdy edng xit nhau cang tan dung duge dién tich bé
mit méi trdng dé din mong mau xét nghiém.

1.2, CAy vi khuiin 1&n méi truding thach nghiéng

Mai trudng dic dude dun néng hoa long, 46 vao dng nghiém, gid dng & o
thé nghiéng thich hdp, chd thach ddc lai s& duge 6ng thach nghiéng, Thach
nghiéng cé mdt mat theang nghiéng hinh bdu due, Thach nghiéng thudng dude
sit dung dé kiém tra do thudn nhit clia mit mdu vi khudn, né thuing cé trong
cdc bd xdc dinh tinh chit sinh vat hoa hoe cvia vi khuén. Thach nghiéng ciing
thudng dude sif dung 48 giid chiing trong mét théi gian ngdn. Ngodi ra, mét s6
méi trudng d€ xie djnh tinh chit hod sinh ctia vi khudn ciing duge lam dudi
dang thach nghiéng.

K# thuat edy trén thach nghiéng dude thuc hién theo trinh tu sau:

- Ding que ciy vi tring ldy vi khudn, néu 13 huyén djch thi |y mét quai
ciy, néu la khudn lac thi cham diu gue ey l&n mit khudn lae 1a di.

— Mgd niit dng méi Lru g, Kbt tron gladidngag, rdi dat ddu que ciy da ldy
vi khudn vae chd thip nhit ela ma thich, ria di ria lai nhifu lin, sau
dd vita ria vita dua din.que ciy lén cao dén-hét.mat thach (Hinh 8.2).

54



- Khif khuin miéng éng réi mit éng mbi trudng. Khit khufin que cfiy dat
lén gia. Dat 6ng mbi truong di ria cdy vao ta dm.

Hinh 8.2. Ria cdy vi khudn l&n mét thach nghiéng.

(=) {b)

Hinh B.3. C&y vi khudn vio 8ng thach nghigng, ¢b ¢ phén ding (a)

Biéi vdi méi truding xdc dinh tinh chit sinh vat hoa hoe clia vi khudn, éng
méi trudng cé thé cé ca phén ding va phin nghiéng (Hinh 8,3), ddu tién vi
khudn dude cdm sfiu vao phin ding, sau d6 kéo que ciy l&n ria trén bé mat
phin nghiéng,

1.5, Ciy vio mbi trudng thach siu

Muc niy mé td k¥ thuat ciy mau xét nghigm vao thach éng, chi co phan
ding, khéng 6 phin nghiéng. Thudng dé nudi ciy vi khufin sinh nha bao va
higu ky khi tuy ngt. Trinh tu thuc hién k§ thudt nay nhu sau:

— Pun néng lam 1éng hoin toin méi trudng, sau dé dé nhiét 46 ha xudng
50°C (mbi trudng vin com o trang thai long).

— Diing pipet Pasteur v& trang ldy khodng 1 giot huyén dich vi khuin Ma
niit éng mél trudng, khi khudn miéng 8ng roi dua ddu nhon cua pipet da
lay vi khuin xudng téi day ong, sau dé vira khuay vita tif tif rmit pipet lén,

— Bé pipet vao binh dung dung djch sit khudn. Khi khufin miéng éng mbi
trufing, nut éng réi nhiing vao nude lanh cho méi trudng nhanh dac lai,
sau d6 dat vio to &m.

2. CAY VI KHUAN VAO MOI TRUONG LONG

Méi trudng léng duge ding dé ting sd hugng vi khudn hode xac dinh tinh
chit sinh vat hoa hoc cua vi khudn, K thuat ciy vi khudn vio méi trudng
long duge thue hién theo trightgsau:

_ Diing pipet (hofic que Sy} ¥o trung Li)y) hoyén dich vi khudn,
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— Md nitl Sog méi trudng, kb khudn miéng dng, rii nhé mét giot huyén
dich vi khufn (hose khua diu que ciy) vio dng mai trudog.

— Bo pipst viie binh I:hing clu.ug adich sat khufn (hoae khu khuan gue cay
dat lén gia). Khu khu#in miéng dng mabi trudngr nit :‘fing. lie cho vi khuin
phin bd déu rdi dar vao ta m.

3, CAY VI KHUAN VAO MOI TRUONG THACH MEM

Thach mém la méi trudng ob ty 1& thach thip hon méi truong dic nhung
chua ¢ trang thai long, Mé brading nay thuéng dung d€ xae dinh tinb chit di
ding cua vi khuin, déi khi ciing duge ding dé gitt ching trong mét thai gian
ngin, K§ thuat cdy i khudn vao thach mém dude thue hién theo trinh tu sau:
- Diing que cdy thing (khéng o6 vong J ddu) vo tring chim vio vi khuin..
— Md mit #ng nghiém, khi khuin miéng dng, rbi cAm ddu que ely vao
chinh giita, sfu xudng tél day dng, sau d6 Mt que ciy ra sao cho duiing
cily cAng gon cing tot.

— Khii khuéin miéng dng, nit dng mdi rudng. Khit khudn que ciy dit 1én

gid. Pat dng md trudng vao ta dm,

TU LUJNG GIA
1. Hay nén muc dich v mé ta ki thuit cdy phin ving trén mai trudng
phan lap?

2. Theo sy suv ludn eta bon (dua trén mue dich vA s méd ta k¥ thuat),
két qua c&y phin ving nhu thé nao la dep, dat va khéng dat?

3. Hay néu muc dich vA md t4 k§ thudt cdy vi khudn vio mdi truing
thach nghiéng, thach siu, thach mém va méi trudng long?

il



Bai 9

PHA HUYEN DICH VA CAY DEM VI KHUAN

Méit =& xét nghigm vi sinh cin phai xdc dinh s& lugng vi khuan cé trong
bénh phim hofe trong huvén dich vi khudn da nudi edy. Muén vay, cfin phai
pha lodng bénh phdm hodc huyén dich thanh nhifu néng dé khéc nhau. Sau
khi pha loding, huyén dich 6 thé dinh lugng duge biing cach do dé duc hoac
nufi ey dém khudn lac {cAy dém). D§ due o6 thé do duge biing quang phé ké
(bude sémg T00nm) hodc so sanh véi do due chufin da biét.

1. PHA HUYEN DICH VI KHUAN

Huyén dich géc c6 thé la canh thang nudi ciy vi khudn (canh khudn)
hode huyén dich vi khudn sdn xudt tif khufn lac trén méi trudng dic hodic cd
thé 1 bénh phim, vi dy dijch nhiy ty héu.

L.1. Pha lodng

M3i lin e6 thé pha lodng duge 10 lin hoge 100 lin; dung dich dang dé pha
lofing e6 thé 14 nutde mudi sinh ly (NaCl 0,9%) ho#c méi trudng canh thang.

- lP‘lr_m lodng 10 1dn {107"): 14y 0,5 m] huyén dich gde + 4,5 ml dung dich pha
lodng.
— Pha lodng 100 lin (10%): 14y 0,1 ml huyén dich gic + 9,9 ml dung dich
pha lodng. .

1.2. Pha huyén dich vi khudn che khéng sinh dé

Pé thuc hién ki thuat khang sinh dé, huyén djch khéng dude phép cd
qué nhidu hofic qua it vi khudn; vi 5:3- lugng vi khuﬁ'_u trl:mg huyﬁ'n djch e6 anh
hudng truc tiép dén két qtm:ét ehifrr=dfnhaycdm cia vi khudn vdi khang
sinh. Huvén dich mét =8 1r' . nTﬂﬂlHl & i da 10° vi khufin/ml. Dé dat
muc dich 46, ta ti#n hanh .ﬁ sau; HUBT
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- Nhit w1 khuin ti 5-1{ khuan lac hoa vao 1-2 m] dung dich nude mudi
sinh Iy (WMEL = NaCl 0,9%).

Nghién va lée cho vi khudn duge pha déu,
- 5o sanh vdi 48 duc chuin McFarland 0.5. Bd duc nay tuong ducng vl

huyén dich e6 10° vi khuin/ml (goi la HD1). Néu diec hon thi cho thém
NMSL, néu loAng hon thi nhat thém vi khuan.

- Muén ¢ huyén dich 10°vi khuin/ml ta phai pha loAng bang cach:
+ Liv 0.5 ml HD1 + 4,5 ml NMSL ta o6 HD2 (107 vi khudn/ml)
+ Léy 0,5 ml HD2 + 4,5 ml NMSL ta ¢6 HD3 {10° vi khudn/ml)

Néu mudn 6 ning d8 vi khuin thip hdn cho nhitng mue dich klw.f.. ta
phii pha lofing tiép tue, vi du;

+ LAv 0.5 ml1 HD2 + 4 5 ml NMSL ta 06 HD4 {10* vi khudn/ml)
+ Liy 0,5 ml HDM + 4,5 ml NMSL ta e6 HDE (10" vi khudn/ml)
— B due chudn McFarland 0,5 pha bing cich:

Liy 0,6 ml dung dich 1% BaCL.2H O (10g/lit) cho vao 6ng dong (loai
100ml); sau d6 dd ddy 100ml bing dung dich 1% H,80, (10ml H.80, d:.ic.flitj-
Phin phéi vio méi fng nghiém (trong, sach) khoang 6ml; nén chon nhitng & dng
nghiém cf dudng kinh tu-:lng dudng vél cae dng nghu%m sau ndy sé ding dé
pha huyén :.‘]4:“11 vi khudn, Ong nghiém chita d duc chudn nay dude hin kin.
Néu bao gquan ¢ nal tranh anh sang, dng b {Ia due chuiin nay ed thé luu tri
ducie trong 6 thang.

2. CAY DEM

Cdy dém la phucng phap nudi cdy nhim xie dinh a8 higng vi khuén ed
kha ning sinh san {don vi tao khudn lac- colony forming units — eofu) trong mat
bénh pham hodc mét canh khuin/méi trm:rng long di cd vi khuin phat trién.
Trong nghién citu, ey dém dude Ap dung dé xde dinh Anh hudng ciia diéu kién
nudi cdy (vi du thanh phin cia méi trudng) tdi su phat trién cua vi khuén:
mufn vAy ngudi ta phii xae dinh sd lugng vi khuin sau nhitng théi gian nudi
cdy nhit dinh, Ngoai ra, ciy dém con dude ip dyng ¢8 tim ra tic nhan giy
nhiém khuin dutng hé hip, do nhidu vi khudn ¢6 khi nang ghv bénh co hi
ciing tdn tai trong bénh phﬁm.

Nguyén the ciy dém:

— Trudc hét phal pha canh khufdn hoéc bénh phim thianh nhitng huyén
dich cé dé pha lodng khac nhau: 10, 10* 109

~ M&i néng d6 pha lofng 18y 0,107 WhE MohE thach; mbi ndng 48 nén ciy
2 dia.
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— Dung gue thuy tinh (di uén cong thanh hinh tam gide va duge tiét trang)
dian dau.
U & gua dém.. . - -

— DEm &6 higng khufn lac moe trén dia thach; ldvy trung binh: v tinh
trung binh tir it nhét 14 2 ning dd pha loing, ta s& cf dude =8 luong vi
khudn eé trong canh khudn (bénh phdm). Chi nén ldy két qua & ndong 44
pha lofing tao duge 210 dé€n khodng 500 khuin lac trén mét dia thach dé
tinh todn; néu st dung sf ligu <10 hotie >500 khufin lac/ dia sé cho saj a4
1dn hdn. a,

Vi dy: Mgt canh khudn dude nubi edy & didu kién nhét dinh, sau 16 gid,

T'.gl.i*uﬂug di pha lodang 107 Dla thd nhit ed 98 khudn lac; dia thit hai o6
102 khuan lac; trung binh la 100.

Tai néng 44 pha loang 10™ Dia thit nhat c6 15 khudn lac; dia thit hai &b
13 kEhuin lae; trung binh 14 14,

56 luong vi khuén trong 1 ml canh khudn 36 58 13;
(100 % 108 2 10+ 14 x 10" x 10) : 2 = 1,2 x16°

TU LUCONG GIA

1. Pha huyén dich vi khudn nhim mye dich gi?

2. E_{ing cich nio o6 thé xac dinh duge mat 6 (s6 luong vi khufn trong
den vi thé tich) cia mot huvén dich vi khuan?

3. Tai sac khi ciy d&m vi khudn lai cdn hai dia thach cho méi di pha
loGng?

4. Tai sac khi cay d&m chi doc k&t qua d nhilng dia thach tao dude ti 10

dén 500 khudn lac?

5, List ké t&t ¢ nhiing sai sot c6 thé lam sai léch két qui xéc dinh mat
déy vi khuin trong mét huyén dich. Giai thich r6 mdi sai s6t 46 dnh hudng nhu
thé nao,



faop. " ) Bai 10

LAY, XU LY VA BAO QUAN HUYET THANH

(L]

Néu dé miu déng tu nhién thi huyét thanh la phin dich tist ra khi man
da hinh thanh cue déng va co lai.

Huyét thanh nguti ding dé lam cac phan (ng huyét thanh hoc trong
chin doén bénh, san xuit globulin mién dich v& trong céc nghién ciu khoa
hoc khae.

Mt miu huyét thanh tét 14 miu v6 tring, trong sudt, khéng déng va
khing e6 hemoglobin (khéng va héng cdu).

1. CACH LAY VA XU LY MAU
— Bénh nhén nhin &n trudc khi 18y mau.

— Ly mau tinh mach mét cich v trang (theo diing ky thujt trong Didu
deedng hoe)d, cho vio dng nghiém khé, vo trimg. Khi bom m&u vio ang,
phai bdm tif tit vao thanh éng d& tranh v3 héng cdu. C6 thé 4é éng mau
nghigng vi nhu vay sé tao didu kién tiét huyét thanh tét hon.

- Pé mau déng tu nhién.

~ Khi mau da co thanh cuc thi diing mét que thuy tinh nhé tiach chin cuc
mau ra khdi thanh Eng Déng tac nay phai lam nhe nhing dé tranh vd
héng ciu.

- Ly tam (2000 ‘I.l'ﬁl.'l,ﬂfphl:lt tr-nng 5 phait).

— Hiit ldy dich trong suc

Chi 3: dé chat duo
khéng lam van ti dudi 1

hiém méi, khé va vé trimg.

ippet Pasteur, hit nhe,
r sudt, mau vang chanh

TAI LIEU PHUC VU THAM KHAO NOIBO
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{néu thay cd mau do la mau da bi vd hong cdu), khéng lin t& bio mau (néu
thdy duc 1 con lan t€ bao miu). Trén thye t&, 48 dam bdo cho cac miu huyét
thanh du chit [ugng, nguoi ta thudng phai ly tdm va chdt lai mét lan nia,

2. CACH BAO QUAN

Méu huyét thanh dude diing ngay trong vong 3 ngay thi pilt d nhiét dé
4°C; néu diang trong véng 1 tudin thi gid trong ngin 44 ta lanh, néu ldu hon
thi phai giit d nhidét dd lanh sfiu (Am 20°C tré xudng; cing lanh sdu, huvét
thanh cing gidt duge ldu hon).

TU LUJNG GIA

1. Trinh bay cach ldy, xii I mau va chit huyét thanh?
2. Néu céc tinh chit eta mit miu huyét thanh da dude iy ding kv thuat?
3. Trinh bay cich bao quan huvét thanh?
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Bai 11

LAY MAU THO

Mau thé thuing duge diang dé bd sung vao cic méi trudng nudl edy vi
khuin nhim l4m tang cac chit dinh dudng cin thiét va dé tang kha ning phat
hién mjt s dac tinh cia vi khudn {tan mau, bién dfi mau). C6 thé st dung mau
thé todn phin (ding lam thach méau, thach chocolate) hode huyét thanh (méi
trifdng nudi ciy leptospira) hodc huyét tuong (phdn iing coagulase).

K¥ thudt xit 1§ va bao quin mau thé vi cdc sdn phim cia né (huyét
tudng, huyét thanh) efing tudng tu nhu cach lam ddi véi mau ngudi. Nguyén
tdc cd ban clia k§ thudt 18y mau thé 12 phii dim bio cho méu vi triing.

Néu cdn it méu thi ldy mau d tinh mach tai thé, néu cdn nhifu thi phii
liy mdu & tim, Bai ndy chi trinh bay k¥ thuat |8y mau tim thd.
1. CHON THO

— Chon nhiing con thé khoé manh, ning > 2 kg, dang duge nudi dudng tét.
Néu tho nudi dé ldy mau nhifu ldn thi mdi con chi 18y mau 1 lin/tudin dé
dam bao chét lugng ciia mau va sitc khoé cia thé.

— Nhiing con thé e6 bidu hién bénh 1 nhu kém n, y&u ét, nhifm tring da
(loét, mun, ghé ...} thi khing dige ding dé 18y méu,
2. PHONG LAY MAU

- Phéng liy mau phai tach biét khoi noi nuéi thé va dude thiét ké nhu mét
phéong vi trang.

~ Phai duogc trang bi ba ‘n

TAI LIEU PHUC VU THAM KHAO NOI18O
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~ Phai lam v& sinh thudng xuyén, bao gom lau san nha bang thudc sat
tring, lau byi trén tudng; mat ban da, mat ban 1ay mau phai duge lau ky
bang xa phing va thude st trang trude khi tién hanh 1y mau.

3. NGUGI LAY MAU
~ M#c quin 4o riéng (vl tring) ciia budng 14y mau.
— Beo khiu trang, ma.

— I gang tay vi trimg,
4, K¥ THUAT LAY MAU |

Thuje hién 1an lugt cde bude sau day:

— Bit thd tit chudng nubi vio phéng trude cta budng 1y mau (budng iy
mau dude ngin thinh hai phéng, phong trudc va phong sau).

— Mic quan aoc v trang.

— Mang tho vio phing sau.

~ Budc thé lén ban 18y mau chuvén dung.

- (Cét long tho ving trude tim.

— 8at trung viing da vita cdl Iéng vA ving léng xung quanh.

— 1 ging tay v triang.

— Phu khin v triing trim 1&n todn bé tho (khin 43 e 16 thung trdde ving
tim).

— Sat tring lai vang da 16 ra.

- Chuiin bi bom tiém: 13y bom tiém v& tring, dung tich 10 ml, lip kim. Néu
ciin mau toan phan thi 18y 1ml chit ching déng (natri citrate 3,8%).

— Diing ngdn tro (hin tay tria) tim mdm tim (ndi cf tiéng dap ré nhit dudi
ngén tay), tay phdi ding bom tiém choe thing vi diit khoat mii kim
viio budng tim rii kéo piténg dé hit mau vao bom tidm. Néu choc khéng
diat khoat va khong di dé sfiu, ddu mii kim ndm trong od tim thi ed tim
o6 thé bi xé riach (do tim dang co bép) nén tho dé bj chét trude khi lay
dudge maun.

- Khi da dd 10 m] mau thi rit kim ra, kéo piténg xudng thém mdt doan rii
lfe lén, lic xudng vai ldn dé trin déu chit chéng déng (chi ¥, lc nhe
nhang dé tranh vd hing ciu). Sau dé, bom miu vie dng nghiém vé tring
(c6 thé trang chit ching domg trede) JKhickorn, phai bem tir ti vao thanh
fng ¢& tranh v3 hénglefin. Lie nhe fng mdu (hodc xoa trong 1ong hai ban
Eay) dé tranh déng day
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- Sat tring ving da vita diing.
5. BAO QUAN MAU

Mau 1§y xong, néu chua ding ngay, phai bao quin trong ti lanh (4-8°C),
khéng duge dé trong ngdn dd. Miu bas quin trong ti lanh cé the ding dvige
trong vang 1 tudn.

6. XU LY THO SAU KHI LAY MAU

Nifu tho cin phai giif lai d 14y méau nhigu lan thi sau méi lan &y mau, tiém
10 m] glucose 10% {vé tring) vao tinh mach vanh tai hode tiém vao cd dil tho da
tha hii phuc nhanh han. Sau khi tigm, 48 tho ném nghi 15 phiit trén ban; sau 46
thao diy bude, mang thi nhe nhang va cdn thin tra lai chudng nudi.

TY LUCJNG GIA

1. Néu nhitng diéu kién ey thé vé thd, phéng ldy mau va trang bi cia
nguel livy mau the?

2. Mé& td gui trinh liy mau tit tim thé va cich bao quan mau tha?
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Bai 12

TIEM TRUYEN SUC VAT THi NGHIEM

Tidm truyén sic vat thi nghiém nhdm mue dich xéc dinh kha niéng giy
bénh hode tim dée lue cua vi sinh vat. Ddi khi ngudi ta cén ding déng vit
thich hgp d€ phin lap vi khufin tir nhitng bénh phim béi nhiém (phé ciu-
chugt nhde tring, leptospira-chuét lang). Trong sdn xuit cac ché phim sinh
hoe (vacein, huyél thanh mién dich), nguéi ta cfing thutng xuyén phai tiém
truyén sic vat.

Rt nhifu sic vat thi nghiém duge sit dung trong vi sinh vit hoc nhung
thing thuong nhit 1a thé, chuft nhat trAng va chudt lang; ngodi ra, tuy then
muec dich st dung, ngudi ta c6 thé diing ngua, ciru hotic dé. Céc duing tiém cho
stic vit thi nghigém la dudng trong da, dudi da, bdp thit, tinh mach, & bung
hedec nio.

Biii nay mé ta tém tdt cie k§ thudt tiém truyén trén thé, chudt nhit
tring va chuét lang. '

1. TIEM TRONG DA

Tiém trong da nhidm mue dich phat hién cfc phan dng cda déng vat vai
chét tiém vao (vi khudn, san phiim chuyén hoa hotc dic td clia né).

K§# thuat tiém: gifng nhu tiém “Mantoux™ & nguai.

Sat tring ving tiém. Ding bom tiém 1 ml, kim nhé v& ngén, tiém
khoang 0,1 ml vao tron . fng hat ddu xanh 13 dudc,
néu khéng thiy phing la i iEm v ag didi\dd: Sau khi rdt kim ra, sat tring
L ving da. &5 LusT |

‘ TAI LIEU PHUC VU THAM KHAO NO18O
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2. TTEM DUGI DA

Sat tring da. Ding ogdn trd va ngdn cat bin tay trai kéo da 1én, tay phai
cim bdm tiém dé tHdi bénh pham. Sat trﬂn{.{ lat sau khi tiém.

Al

3. TIEM BAP TH]T

Thudng tigm vao din sau. K¥ thuat tiém gitmg nhu ném bap d ngudi.

4. TIEM TINH MACH

- Thuing p dung d&i vdi the, rat khé doi véi chudt lang.
Ky thudt tiém:

Ngi tiém t5t nhit va thuin loi nhét 1a tinh mach vanh tai thé (tinh mach
vanh tai i1 di ding hon nhitng tinh mach khae).

Cé dinh thd vao bin chuyén dung (nhu trong phin 1y mau thé), Lam
cho tinh mach din ra bang cich ning nhe hodc ding aceton béi vio tal tho,
Diang tay trdi nang tai thd 1&n vi tri thudn 1di dé nhm rd tinh mach vanh tai.
Tﬂ:.f phai cam bom tiém, choe kim vao tinh mach rai tiém o tir. Néu kim di
nim trong tinh mafh thi khi ti#m, tinh mach trang ra do chit tiém vae da day
m#u chay di; néu thiy tinh mach viin d6 thi nghia la kim chua vioe ding long
tinh mach. Khi tiém xong, phii sat tring can than ving vira tiém. Néu méu
viin chiy ra thi bitt mét it 16ng dip vio, méu & cAm nhanh han.

5. TIEM O BUNG

Thuong duge ap dung déi vai chudét lang va chuét nhat tring.

K5 thudt tiém:

Bai vdi chudt lpng: Cdm hai chan sau, uén cong chudit vé phia trude dé
don rudc vé phn cd hoinh. 5at tring ndi tiém, diung hai ngon tay keo da bung
lén va cAm thing kim tiém vao & hung Kiém tra vi tri cia ddu kim bdng cach
xoay tir tif bom tiém xem ed thiy t6 chifc nao di déng theo hay khing, Néu
théy b td chite di déng theo ddu kim tiém thi phai rit bdt dau kim l&n cho dén
khi nio thiv né di déng die lap. Khi chac chan 13 ddu kim khéng ndm trong
tang nio thi bom bénh phém vao.

Dt piodi chudt nhdt trdng: Ding tav phaa cAm dudi dé cho chudt bd trén
mit gia 4. Tay tra) tim lay géy chudt, &t ngda chuét 16n, kep dudi vao ké cac
ngon tay lam sao cho byng chudt ﬁﬂt;lt: bie 1§ cang ro. Tiém lim hai thi:

+Thi 1; Choc kim qua da & tu thé ng#ng,

Thi 2: Dhyng ditng bam tigm s Tié 44 Mang bung. Néu thay ché tiém
khfng phong lén 1§ duge.
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6. TIEM VAD NAO
Thuimg dp dung ddi véi chuit nhat trang va chuét 4.

B)a1 va1 chudt nhét ll:-r..arj.;g1 gay mé F:raf-mg ether. Sat tring so. Ding bam
tiém nho, choe kim gba #dong so vao thing trong ndo réi tifm tir o Tiém
xong phai sit tring lai.

TU LUGNG GIA

1. Ké cie mue dich tiém truyén ede vit thi nghiém trong phing xét
nghiém vi sinh? .
2, Ligt ké eac duong giy bénh thue nghigm trén sic vat?

3. Trinh bay cich Liém vi sinh vat hofc bfnh phim vaoe sic vat thi
nghiém theo cac duong trong da, dudi da, bip thit, tinh mach vi nfo?



Bai 13

NHUNG KHAI NIEM CO BAN VE DAM BAO
CHAT LUONG XET NGHIEM VI SINH

1. DINH NGHIA CHAT LUONG XET NGHIEM VI SINH

Chdt lugng xét nghiém vi sinh ¥ hoe bao gom su hodn thién vé ky thuat

(tinh chinh xé¢ vé Linh Mp la) va gid tr] phae vy cho cdng tie phong bénh,
chita bénh, nghién cinu khoa hec (tinh xél; dang, dd nhay, df déc hiéu, gia
thanh, mie dé dé kho va thii gian tra 161 két qua),

Tinh tin eiyftinh chinh xac (reliability/accuracy): 13 mie 46 gin nhau
gilia kit qua xét nghiém thu duge va gia tri dich thye (e6 thé so sinh nhu
mite d6 gdn tAm bia khi bdn sing — gié tri dich thue 14 didm 10).

Tinh lap lai (reproducibility): cho thiy mitc dg gan nhau cua cac két gqua
khi xét nghiém duge lam lai nhiéu lin (cé thé so sinh nhy mide dé chum
khi biin sting). Tinh lap lai ¢6 I:hi:e cao lrong khi tinh chinh xac lai thidp
(nhir bin chum nhung diém thap),

B nhay (zensitivity): D6 nhay clia mit phuong %hép la ty 1& (%) cho két
qua dudng tinh khi xét nghiém cac méu dugng bing phudng phap dé.
D& dac hiéu (specifity): D6 dic hidu cua mét phudng phap la ty 1é (%) cho
ket qua dm tinh khi xét nghiém cic miu Am béng phudng phap dé.

Gié thanh: Gia chi tra cho xét nghiém va t§ 1& chi phi trén lgi ich thue t&
ma xét nghiém mang lai.

Mite d6 dé kha: K¢
Thol pan tinh: Xét

TAI LIEU PHUC VU THAM KHAO NOIBO




2. CAC YEU TO ANH HUONG PEN CHAT LUQGNG XET NGHIEM

Cé rdt nhiéu yE‘u td anh hudng dén chit luong xét nghiém vi sinh, cd
thé chia thanh 2 nhém: nhém thi nhit gém nhing véu t& thude vé ban chit
tua phudng phap x6t nghiém, nhém thi hai gdm cac didu kidn cu thé trong d6
xét nghiém duge thye hién (Hinh 13.1).

May mbc, | Mgudithuc | MBitrudng Naguydnly | Vat fidy Qui trink
dung cu hign l&am viés '
Biéu kign xét nghigm Phuong phap xét nghiém
L i
¥
Tinh tin Tinh l4p .
ey la B nhay
| |
£5ia trj chan doan
Gia thanh -
] ‘
" Thai gian tra lai 4 ‘
—_— M 48 di khé =
 » Chat lugng

Hirnh 13.1. Cac v8u 13 dnh hudng dé&n chit lugng x&1 nghiém

3. QUI TRINH XET NGHIEM VI SINH

3.1. Qui trinh chin deén true tiép

Chan doan truic ti#p la phudng phap chin dadn h&nh nhiém trung bang
cich xac dmh tryc t18p su co-mat cua, ¥l sinhaidt hay san phim ciha né trong
bénh phim. Ba 48 duei day (Hinh) 17 2 gifi thitu khai quat qui trinh chin
doan trge tiép thudng duge st dung trodggds phong xét nghiém vi sinh.
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Béi tuang

xet nghiém
Ldy bénh phdm
Bénh phdm
Van chuydnl Bio quan
Quan sat Xac dinh khang nguyén
trufc tigp { PCR tnic tiép
Soitugi, | ‘ .t Tra léd két
nhudm soi | qudsobd

—-b-! Nudi céy |  Khang sinh dé

‘__b T
; Tré 16 két qua

- chinh thirc

Hinh 13.2. Qui trinh chan doan truc tiép

3.2. Qui trinh chin doan gian tiép

Chén doan gian tiép la phudng phip chiin dodn bénh nhiém tring bing
cach xae dinh sy c6 mat cua khing thé dac hiéu chéng lai vi sinh vat trong
dich sinh hoc liy tif bénh nhén, l;hu'-.mg 14 husret thanh, vi vy cin gI:Il la chan
doin huyét thanh hoc. Ihia vao két qua xét nghiém khang thé - 13 san phim
cua cd thé — ta “g'tan Llﬁ'p xée dinh o6 gqua trinh nhiém tring da hodc dang
dién ra, S0 dé dudi day (Hinh 13.3) gidi thiéu khai quat gui trinh xac dinh
khang thé trong huyét thanh.
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' DG tugng
xét nghiém

Ti&n hanh khi cin,
[ saulEn 1t 7 dén

Laymaulin1 [* 10 ngay
l » LAy mau ln 2
|—Hu1rél: thanh lan 1 l
l Huydt thanh idn 2
Higu gia KT I3n 1 _ l
f i Higu gia KT I5n 2
Bdng lue KT l
¥ I

Tra i két qua

Hinh 13.3. Qui trinh chin doan gian tiép

4. CAC TIEU CHUAN CUA CHAT LUQONG XET NGHIEM VI SINH

4.1. Tinh xac dang

Mot xét nghwm vi sinh eb tinh xic ding phai nhim dap ing mue tidu
phl,;c vu cho chén doan, chiia bénh va phﬂng bénh nhiém tritng. Piv 1a tiéu
chudn phai duge xem xét ddu tién. P& dat duge tidu chudn nay, ngudi lam
trong phong xét nghiém phai cé théng tin day 40 ti phia cac thay thude lam
sdng hodc Ui cde can bj cong tic d cdng dong.

Dudi diy 14 mdt =6 vi du minh hoa cho tinh sat hgp lam sang {clinical
relevance),

— Khi phén lap duge Streplococeus pragpnes. viee lam khang sinh do la
khéng sat hop lam sang, bdi vi trén in vifro benzylpenicillin 1a khang
ginh ludn ludn c6 hign hietat vai vi KhiTah nay
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— Viée xée dinh typ huyét thanh ela eic chung Eseherichia coli phén lap
tif cic truong hop tiéu chay tan phéat 1 khéng sat hgp lam sang, bdi vi
khéng eé méi lién quan rd rang giffa typ huyét thanh va kha nang giy
bénh.

— Khi edy dém nude tiéu_ gitta dong cho két qua £ 10" vi khudn trong 1ml,
vige dinh danh vi khuin va lam khang sinh 46 13 khong xie dang, béi vi
trudng hgp dé khing bi nhidm khudn dudng tiét nidu,

4.2, Tinh tin edy (dd dang)

Tinh tin edy cho thiy mie tuong guan giiia gia tr1 xét nghiém duge va
gia tri dich thye cua 451 tudng cdn xéac dinh. Véi xét nghiém dinh ludng mit
chit nao d6, tinh tin cdy dude do bing mite 46 gin giita két qua thu duge véi
nong dé dich thuc ena chit d6 trong maiu xét nghiém. .

Dudi day la mit o8 vi dy vE cae xét nghiém loai nay.

— Xée dinh su phan bd vé ty 1& cde loal cidn nguyén giy ra mdt bénh nhidm
tring. #

— Xac dinh hiéu gia khang thé trong huyét thanh bénh nhin.

— Xée dinh mite d§ nhay cidm vdi khéng sinh clla vi khuin bing phudng
phép khoanh gidy khuéch tan hoéic bang phuong phip xdac dinh néng dé
iie ché t8i thidu (MIC),

C6 hai didu thiét yéu can phai quan tim khi xem xét tinh tin cay. Thii
nhat, phai théng nhit v& mat thuit ngit va phai 58t dung danh phap qudc té.
Thit hai, phuong phéip duge si dung phai dng nhit. Khéng 6 hai diéu nay sé
khing thé o6 ti€ng néi chung. Tinh tin ciy dude so sanh véi két qua bén bia,
cang ghn tAm bia (diém 10) tinh tip cdy cang cao (Hinh 13.4),

4.3. Tinh lap lai

Tinh lép lai duge xdc dinh biing cich lam lai xét nghiém nhiéu lin béing
cung mét qui trinh k¥ thuat. Tinh Mp lai s& cao khi ¢6 sy déng nhat vé miu
xét nghiém (bénh phiim), dung cu vt lidu xét nghiém, didu kién méi trudng vi
k¥ ning cia ngud thyc hién.

Hai nguyén nhén thuéng gip trong chin dofn tric tiép co thé lam giam
tinh lap lai 1a:

— WVii ciing mét loai bénh phim &y tif cling mét bénh nhin nhung nudi cly
phin lép lai c6 the cho két qua khac nhau vi trong bénh phim dé cé thé

o mét =8 loai can npuvén khie nhau.

— Trong théi gian bao guirwbénk phim, tic 38 thfl ciia cac loai vi sinh vit
khéc nhau vi viy nuaiesy phian TépUadamimit thai gian o6 thé cho két
qua khaé nhau (vé loai wi sinh vt phAdEp dioc hodie mat 46 ella ching),
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Céan phai luu ¥ ridng, nhiing sai s6t hé thong eé thé lam cho két qudi eai
léch di rit nhifdu (khéng con dam bao tinh tin ¢iy), nhung tinh 1ap lai van c6
thé rit cao, tham chi vdn c6 thé dat duge dén mite tuvét ddi. Vi du: Khi xac
dinh d& nhay cAm cta vi khuin véi khéng sinh bdng phudng phip khoanh
gifiv khuéeh tan. Khi khoanh gidv khang sinh bi giam hoat lue, lam lai nhiéu
lin dudng kinh ving e ché vin gidng nhau (tinh l4p lai cao), nhung nho hdn
gia trj dich thue (tinh tin cdy thip).Tinh lip lai duge so sdnh v “dd chum”
khi bian bia (Hinh 13.4).

_ o
o
' v )\
(a) () (c)

Hinh 13.4. Tinh tin cay va tinh [&p lai duge so sanh vai diém dat duge va “dd
chym” trong bén bia: (&) tinh tin cay va tinh 13p lai déu cao, (k) tinh 13p fai cao,
tinh tin céy thap, (c) tinh tin céy va tinh l&p lai d8u thip

4.4. B9 nhay

D& nhay cho thiy kha néing phat hién déi tudng xét nghiém — Dé nhay
ctia mit phudgng phiap ty 1& nghich véi mat déméng dé tfi thidu cla 4 tuong
can tim ma phudng phap dé cin phat hién dude. D6 nhay eua mét phudng
phiap dude tinh bing ty 1& phin tram cho két qua duong tinh khi xét nghigm
béng phuong phap dé déi vai ludng di 1én nhitng miu di duoe xac dinh chie
chén dudng tinh.

D& nhay cing cao thi cang it trudng hop dm linh g1d. Néu dd nhay 1a
100% thi s& khéng c6 4m tinh gia. Tuy nhién dudng tinh gid van c6 thé gap d
cac phudng phip xét nghiém vdi bit kv do6 nhay nae, néu d6 dac hidu khéng
phai 14 100%,

Phudng phap c6 di nhay cao thuong dude su dung trong cac diéu tra
nghién ciu sing loe, nhim han ché tdi mie thip nhit Am tinh gia nhung chip
nhin dudng tinh gia (nhim con hdn bo s6t). Sau dé nhitng trudng hop ducng
tinh gia =& duge loai trit béng phudng phap cé do dic éu cao.

Céng thie tinh dd nhay va d§ diac hidu:

B K&t qua Mau dugng M&au am
Durgng tinh 3 4]

[ Am tinh : 3 d

| Cang Yy -a-*-f;_ ; b+d
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N{%) = X100 N = 1% nhay
a+e b = béd dac hagu
* a = {+) tinh that

d ‘ b = (+) tinh gia

P%) = x 100 ¢ = (-} tinh gia
b+d d ={-) tinh that

4.5. P& dic hidu

ha dae hidu cha mit phuong phap la kha nang ding vé mit dinh tinh déi
tugng xét nghiém. D6 dac hidu cla mit phucng phap duge tinh bing ty 1&
phan trim cho k&t qua d4m tinh khi xét nghiém bing phudng phap d6 dé v
htdng 411 1én nhidng miu di dude xac dinh chac chin dm.

bé dac hiéu cang cao thi cang it trudng hop dudng tinh gia. Néu d6 dae
hi¢u la 1064 thi s& khéng cd dueng tinh gia, Tuy nhién dm tinh gia van co thé
gdp ¢ cac phudng phap xé6t nghiém vé bat ky dé dac hiéu nao, néu dg nhay
khéng phai la 100%.

Npudi ta thuong chon phuong phap ¢d di dac higu cac dé kidm tra 1aa
nhitng mau thu thip duge tir cde difu tra nghién ety sang loc dé loai tri
nhiing méu duvong tinh gia.

Cén Ity ¥ ring, cang mat phuong phap k§ thuat khi duge st dung dé xét
nehidm cde loat bénh phim khéc nhau =8 of dé déc hiéu khae nhau Vi du
Phudng phap nhuim Ziehl-Neelsen ¢6 &8 dac hidu cao khi nhudm dim tim v
khudn lao dé& chén doan lao phdi, vi chi cd it trudng hop cho k&t qui dudng
tinh gia. Nguge lai, néu phudng phap nay dude si dung nhudém cin nude tiéu
dé chiin dodn lao duing tidt niéu thi cé tinh dac hiéu thip, bdi vi cé rit nhidu
trudng hdp dudng tinh gia do cac ching Mycobaeterium khéng dién hinh
{Atypical mycobacteria).

5. HAI LOAL KIEM TRA CHAT LUGNG

H 1. Nai kiem (Internal guality control)

Néi kiém la chuang trinh tu kiém tra cua chinh cd sé xét nghiém. Tride
hét né khing dinh han thin phing xét nghiém mong mudn hoat déng vél chit
luging tét. Thit hai, vide ty kiém tra thuing xuvén cé tAm quan trong dic biégt
trong duy tri va ndng cao chat ltone xét nphidm.



5.1.1. Nguyén tdc chung

Ni kiém phéi 6 tinh thye ti#n, c6 tinh kinh t& va c6 kha nang thue thi,
Mét chudng trinh néi kidm khéng thé danh gia moi qui trinh, trang bi,

vit ligu phue vy cho xét nghiém hang ngay. Phdi chon lya uu tién danh gia
mfit 56 qui trinh, m8i truong, thube thil... cin mvﬁu ké hogch lam vige va tdm
quan trong cia mﬁl vn d& dii voi chit lugng cia xét nghidm.

5.1.2. N6i dung néi kiém

N#i kidm bao ghm 8 muc; cde mue nay duge phin tich k¥ trong bai "Bdm

bao chal luong xét nghigm: gidm sdf chal ludng - ndi kidm™.

(1) Kiém tra thutng qui lam viée

{2} Kifm tra viée bao quan va sit dung trang thiét bi
{3) Kiém tra méi trutng nudi cdy,

(4) Ki€m tra thude thit, thude nhuém.

(5) Kidm tra khang nguyén va khang huyét thanh.
(6) Kigm tra val liéu lam khang sinh dé.

(7) Lty gild chang.

(3) Chung mau.

5.2, Ngoai kifm (External guality assessment)

Hgnm 1-;1em {danh gid chit lugng tir bén ngoai) 14 sy danh gia khach

guan ¢ita cée to chitc khac — “bén ngoai” phong xét nghiém. Ngoai kiém nhim
cac mige dich sau:

Dam bao w6l cac thay thufc ldm sang vA cing déng vé chit ludng clia cae
kit qua xét nghiém.

Panh gii va so sanh tinh tin cdy cia két gud xét nghiém trén chudn mue
quie gia (hay quic té).

Fhat hién ra ¢dc sai sét thudng mic phai.
Khuyén khich viée sif dung cic qui trinh théing nhét,

Khuyén khich viége sit dung cic méi trutng, hoa chit, sinh phim dat tiéuw
chufn quéc gia hay quie t&

Khich 18 viée thuc hién chuang trinh kiém tra ehit haong tir bén trong.
Branh gia cac labo khi cln xem xét cdp gify chimg nhan hanh nghé,
Chuong trinh ngoai kigm bap gom nhung eude didy tra bing cich g1l cde

mau ¥ét nghiém duge ma hios dén cic lahdtHA T gia chudng trinh, yéu cdu xét
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nghiém theo thudng qui dang sif dung va tri ldi két qua trong mot khoang
thoi gian nhit dinh.

Theo khuyén cio clia Té chite Y t& Thé gidi, nhiing cude didu tra trong
chudng trinh npoai kifm nén dat dude cac diém san:

— Téi thiu tién hanh 4 1in trong 1 nam, (61 ih#l 14 mdi thang 1 l4n.
- M&i ldn gdn t61 thifu 3 miu cdn xét nghidm.

— Khodng th#i gian nép bio cio cin phai du ngin, khoang 1 tudn ké tif khi
nhin dude mau xét nghiém.

— Méi lan didu tra déu phai pii kém 181 chi di3n va mau bao cio (2 ban —
mit ban gul di, mdt ban luu i@ Lai phong x8t nghiém).

Mgay sau khi nhén duge tat ca cic bdo cao (hodc sau tho han cudl cung
nhan bao céo), phii gifi dap an va su phin bd diém cho titca cic labo tham
gia difu tra. Trong khoang 1 thang tiép theo phai gui tdi cic labo i dung
phiin tich cu thé cde kifn thite lién quan true tiép dén két qua xét nghidm. MoL
labo c6 mét mat ma riéng vi vy chi bift ré di#m cia minh vi su phin bd diém
chung cla tat ca cdc labo nip bao céo.

T LUDNG GIA

1. Trink bay dinh nghia chat Iugng xét nghiém vi sinh? ¥ nio trong dinh
nghia gy dn tugng manh nhit &6 vdi ban, tai sac?

2. V& va giai thich so do vé cac y&u td anh hudng dén xét nghiém vi sinh?

3, V& va gial thich s¢ 48 qui trinh chan dodn trye tiép va gian tiép?

4. Phan tich cac tiéu chudin ¢d bdn cua chit ludng xét nghiém vi sinh?

5. Gidi thich khai niém néi kidm va ngoai kiém? Cho biét ¥ nghia clia hai
loai kiém tra danh gia chit lugng 467



Bai 14

DAM BAO CHAT _Lut;i,ué_ TRONG XET NGHIEM Vi SINH
GIAM SAT CHAT LUONG - NOI KIEM
(INTERNAL QUALITY CONTROL)

M3 DAU

Két qua xét nghiém cd chat luong t8t 13 két qua xét nghidm &6 hf tro
duigie cho diéu tri hodc hd trg dude cho céng tac dd phéng. Ddm bio chit lugng
la tap hgp tét cd nhiing hoat déng ciia phing xét nghiém (labo) dé dim bio
riing: két qua xét nghidm cd chdt higng tot.

Pam bao chit lugng gdm 2 khéi cing viée: hén trong va bén ngodi labo.
Céng viée bén trong labo - internal guality control goi la: glam sat chik lugng,
ct the goi tht 14 ndi kidm. Cong viée bén ngodi labo - external guality control
goi 1a: danh gid chit ludng, o6 thé goi tdt 1 ngoai kidm.

Cong viée giam sat chit lugng - ndi kidm phai dat 3 véu edu: Thigt thue,
kha thi va kinh té. N& phii duge tién hanh hang ngiy. Dua vae tim quan
trong cia titng thinh phin 461 vai chit lugng cia todn b6 x&t nghiém ma phii
danh gid xem qui trinh xét nghigm, cac thude thit, méi trudng nudi cdy ... eb
phit hdp vdi cong viée thue té khing,

Céng vife giam adt chit lugng bao gom 6 thanh phian: mét 1a thudng qui
lam viéc trong labo; hai la biao dufng méay, thiét bi: ba 14 méi truong nudi ciy;
bén 13 thudc nhudm va thufe thi; nim )3 khing nguvén chin doan va khang
huy#t thanh; siu la khang sinh d6. Mhim b tre v4 hoan thién vige giam sit
chét hidng, muc (7) va (8) gid ve i M*fu'ﬂung vi labo chudn thie,

&2  HUBT
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1. THUONG QUI LAM VIEC TRONG LABO VI SINH

Nhiing qui dinh chung cho tée phong lam Vlgl trong labo vi sinh phai
duge tudn thu nghiém chinh (xem bay “Qui dinh vé lam vige trong phong xet
nghigm vi sinkh” cua hoc phﬁ.u K}r thudt xét rtghmm cd ban). Nhim danh gm
f'h?’itdldr‘ing labo vi sinh con phai eé gui dinh cho nhing céng viéc cu thé
sau day:

L]

1. £6 gui dinh vé vg sinh ﬂau chii sach s8) chd lam viéc ; vé zinh ca
nhén; ché in nghi tich hin ché lam vige,

2 C6é thudng qui vé bao dudng may, thiét bi.

3 Co qui dinh ro trong vige thu nhan bénh phiim ; vao s6 diy du théng
tin elia ngwdt bénh; loai bé banh phim khang dat véu ciu,

4. Cd qui trinh xét nghi#m ting loai bénh phim va duge cap nhat thudng
Xuyen,

5. Cé qui dinh vé viéc vio 28 (ghi chép) cao két qua xﬂt nghiém.
6. Co qui dinh vé vide bio cdo két qua xét nehigm.
7. Ci qui dinh vé quan 1y v kiém soat tai liéu, 58 sach cua labo,

Nhitng qui dinh nay phai duge thye hién diy da, ra soat lai déu dan va
cap nhat thudng xuvén.

2, BAO DUGNG MAY, THIET BI

Chat lugng xét nghiém khong thé tach rai chat lugng cla may, thiét bi.
Do vy, tung loai thift bi phai duge bio duing thudng xuyén, duge giam sit
hoat déng va diide bao tri, thanh tra k§ thuft dinh ky. Riéng t0 &m cdn phai
theo ddi nhiét do hing ngay va hang tufin wdi th lank. Nhiing qui dinh nay
duge ting hyp trong bang 14.1 va bang 14.2 dudi déy,

Bang 14.1. Kigm tra chét lugng may, tiét bj

Tén méy Bdo duBng | Giam st Bio tri va
thuding xuyan [ thanh tra ki thuit
|- Kifm wa & b8 sung
La hap Lam sach wa thay | hutc trufBc khi bat 16,
nudc hang thang - M&i 1&n van hanh ghi { § thang mét 130
chép thél glan hép, nhiét {hﬁﬂg cac théng a8 Ky
do & ap suit thudt).

- Kiém tra bing chi didm
hod hoec mdi l@n hdp va i
bing chi didm sinh hoc

L NErd N |

- | _—==phanglyap, ) N
Tasdy . [Lam sach bén(freng | Ghi chép Indi glan, nhigt | 8 thang mét 1dn bing
héang théng, a6 mdi ldn'sdy. | nhiét ki chusn,
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Bang 14.1. (Tigp)
TO dm | Lot gach thanh bén | Ghi chép nhiét 46 mdi | 6 thang mot 14n béng |
trong v& <CAC ngin | ngay (cho phép 35 + 2°C). | nhigt ké chudn,
| hang thang. .
T lanh Lam sach va x3 da 2 | Ghi chép nhigt 46 vao | 6 thang mdt [En bang
thang 1 i&n va khi bi | ngay dau win (nhiét 44 | nhist k& chudn,
mél dién. cho phép 2 - B°C).
Kinh hnvi | Ching bui khi H‘;_ﬁﬁng Hang nam
sif dung. Lau cac thau | Cha bui, chéng &m,
kinh  béng  khan .c..ﬁ? méc.
chuyén dung mdi khi |
| sif dumg xong. i
[ Lau chdi thanh bén | Rotor khé. sach & ludn | Hang ndm
| May li tam | rong bang dung dich | A0 cac su 16t day dng K
i sat khudn hang twdn | tam.
| hodc khi dng nghiém |
L bi v hodc danh ﬂﬁ.__, I §

Bang 14.2. Bang theo di nhiét do cla thiét bi

T PTG - it St e i

Nhigt do: ........

Fhang sd ...
Ngay | Thang | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 'E_T'E_ﬁ*_ﬁh ETH
1 |
|
1 | 1
2 ] 2
3 ' I
4 | 4
5 ] 5 I
: | | 6 |
7 ' 7|
- . J |
ﬂ I N N N
: , T“ = 1 1 g |
10 1_ f ?_ L i I 3 I 0 |
] - |
- J i ] '
28 B | B | I 28
29 1 Bl | =
30 | __'i - ' a0
: @ et
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3. MOIL TRUGNG NUOI E}i‘r s

Méi truﬁni nuﬂa. cdy, Vi "khudin c6 thé ty sin xuft Lif cac hod chit don 18
hodc dﬁng 94 n ph&m ﬂmr.mg mai — bbt pha san,

NI !

3.1. Lya eh'&ﬂintrdﬁ'ug

Nén ding mét méi truong co ban dé difu ché nhing méi truing khac
nhau, vi dy dilng méi truéng ¢g bin dé difu ché mbi trudng thach mau, mai
trudng sdcdla vA mél triong phan lap. Néu mudn phin lap duge vi khuan giy
bénh tit bénh phdm lin tap nén ding méi trudng c6 kha ndng tach dude vi
khudn cdn tim t6t nhit; v{ du née tim vi khuin thudng hin trong phin nén
chon méi truong DCA (Deoxycholate Citrate Agar) hofic méi trudng S8
{Saimonella - Shigella), '

3.2, Bio quin mbi trudng bot pha sdn

~ Chi nén mua =6 ladgng di ding trong 6 thang hotic tdi da 132 1 nam.

~ Hép méi trudng méi mua phii eon nguyén véng bao hiém.

~ Viét ngay thang tiép nhin lén v hop.

— Pé & nai thoang, mat, tranh anh sang.

— Khi md hop dé sit dung phai ghi ngay thing mo hap lén va,

Chat v: Méi trudng hij:t pha aﬁr- hit nudc trong khéng khi nén khi méa

trudng dong vén hode chuyén mau sam thi phai loai bo.
3.3. Pha ché mii trudng

— Thue hién ding nhu hudng dan cia hang san xult.

- 511 dung hét khai lugng trude khi hét han.

3.4. Luvu trit méi trudng da pha ché

~ Tranh nhiét dd cao. Méi truong cdé mau hofic chit hitu ¢d khac hay m
trudng ci khéAng sinh phai cdt trong ta lanh.

- Dix ¢6 luu trit diing qui dinh, mdi trudng dd pha ché ciing chi con tot
~ trong mt thoi gian nhat dinh, ey thé:
_ + Trong §ng nghiém niit béng: 3 tufn
;..I.-L- Trong lo cﬁ nuit xody: 3 théng
+ Trong dia petri, néu dé tran @ tdipldétié dong kin: 4 tudn,

&0



3.5. Kiém tra chit lugng méi truing da pha ché
3.5.1. Kiém tra d pH

NEu san xudt ti bit pha sdn va cic bude lam chinh xée thi khéng cér
kiém tra d§ pH thudng xuyén. Msi truding sAn xuét tit hoa chét dan 1é thi car
kidm tra khi méi tewing 43 npudi. Mbi trudng cé thach thi kiém tra sau kh
hia déu trong nude cit. Néu pH sai lgch nhiéu hon 0.2 ddn vi so vdi qui djol
(chudn) thi phai cho thém hofic dung dich NaOH ho#c dung dich acid hod
pha lai mé khic (xem thém bai Diéu chié moi tru'ong nubi cdy vi khudn).
3.5.2. Kiém tra vé tring

Lay 3-5% =8 mbi trudng mdél mé sin xuit, 4 &m ¢ nhidt 45 35°C tron
2 ngay; chd con lai edt trong ta lanh. Néu cé =2 khudn lael dia phai huy bd e
me mdi truong.

— Kiém tra chit ludng méi trutng: .

Mai labo phai b mit b chiang mau dé kiém tra chat lugng mdi truong
Nhiing ching nay cf thé nhin i hing san xuit, ti labo chudn hodc tif ngir
hang gen hay 13 ching do laboe ty phin lap vit 43 dude dinh danh chinh xéc.

t Pha huyén dich vi khuian miu cé dd duc MceFarland 0,5

+ Liy 1 "#ng” cdy lén méi trudng.

+ Thdi glan 0 am tuy theo véu cdu ¢d1 vdi ting loai.

+ Chi chép két qua.

Nhitng ching vi khuén ding cho kiém tra chit huong cée logi mai trudng
v hudng din thit nghiém ddoe téng hop trong bing 14.3 va 14.4 dudi day.

Bang 14.3. Nhimg ching vi khudn dling cha kiém tra chat lugng
(Mdi Tabo c6 thé chon ra nhiing chiing minh thudng cin ding nhat)

Céu khuin Gram-duong Trfe khufin dudng rudt Gram-am

Emterococcus faecalis ATCC 28212 Citrabactar fraundii
hoac 33186 Enterobacier cloacae
Staphylococcus aureus ATCC 25823 Escherichia coll ATCC 25922
Staphylococcus epidermidis Kiebsiglla pneumanize
Streptococcus agalactiae Froteus mirabills
. olreptococcus mitls Salmoneda typlurmurism

Slreptococcus pnaumoniae Serralia marcescens
Sireplococcus progenas Shigela Maxners

Vi khuan Gram-am cdn nhu cdu dac biat |5 Yarzina enferocolifica

d@ phat trién

Branhamella catarrhalls Trye khudn Gram-am khac

Haemophilus influenzae typ'lh Acletobacter calcoacetiticus

- Bata-laclamase (-) Biowar fwaoffi

E1l



Haemophilus parainfluenzae
Neissenia gonorrhosas

- Bata-lactamase (+) B

Neisseria menngifids, ;.

_Iil'.l [

Feaudomonas as.rr,._@innlsa
ATCC 27853
Vibria cholerae non-01

Nim

i

S BT Y PR . O

Gan r:fr'a'a- afnica NS

i *H:inl; 14, -I- Mét 515' thit nghigm dé kiém tra méi iru'ﬁng thdng thuding

-

B2

ﬂ& \ﬂ:hmq Théi gian Ching miu ; Két qua mong doi
U &m | g
| Canh thang nitrat 24 gid E. cofi Duang tinh
riLate: N ER T A ol S iliaiy
Bd methyl | VP 48 gids E. coli Duong tinh / Am tink
{Voges-Proskauer) K. pnsumoniae Am tinh ¢ Dueing tinh
KIA (Kiigler ron agar) | 24 gia | C. freundi Mat nghidng acid, khi + H,S
{phdn cit thach: cao ft S. typhimurium | pMak nghigng kiém, khi + H,8
nhit 2.5 cm) .
5. Rexneri Mt nghigng kidm
) A. lwol Khing thay d6i
| McConkey cf tim linh | 24 gid E. coli Khusn lac mau 46
| thé E. faecalis Khiing moc
P. mirabills Khudn lac khéng mau (khéng
| lan tod)
[ Mol truding OF dextrose | 24 gict P. asruginoss | D:q-' hodé bé mat
(oxidation/fermentation) A Iwoff 1 Khng thay adi
(khéng co dau) i
M truang uré 24 gid E. coli Am tinh
| P. mirabilis Dugng tinh (héng dd)
Pepton (indol) 24gid | E coli Divang tinh
| K. pneumoniae Am tinh
TCBS {thicsulfate 24 gid Vibro spp non-01 | Khudn lac mau vang
citrale bill salts)
Thach aesculin - mudi i | 24 gid , E. faecaliz Co moe va mau den
ok Streptococcus | Khéng moc
tan mau anpha
Thach manitol mudi 24 gid 5. aureus H:hua'n lac mau vang
{Chapman) 5. epidermidis Khudn lac mau héng
E. coli kKhdng moo L
Thach méu L _ 24 gid, S. fPbgionag Vo va tan mau beta
III COsndni | o prepmdies l Moc va tan méu alpha




-‘Eirm 144, (tiép)

Thach Mueller-Hinton - 24 gt E. coli ATCC Ehﬂng_-I:.fnh vung ¢ ché nam '|
25922 treng khoang cho phép (xem |
5. aureus ATCC bang 14.7)
25923
P. agruginosa
ATCC 27853
Cho mdi dgt nhip moi | E. faecalis ATCC | Ving dc ch& rd rang (khéng
|. truemg mdi 29212 hoac 33186 | co khuan lac Il 1} vai dudng |
.- | va khoanh co- | kinh = 20 mm, |
| 4 | timoxazol S |
:| Thach Simon citrat | d8gia | E. coli Khéng moc 1
F; K. pneumoniae Cé moc, mau xanh
_:I'hach shodla *-1_24 gid, H. influenzae Cé moc
_| €O, e 1
Thach S5 (Salmonetla- | 24 gio E. cofi . Khong moc
Shigella Agar) S. typhimurium Khudn lae khiing mau
S. flexneri Hhuﬁruiﬂ:_hﬁng mau
Thach Thayer-Martin 24 gid, N. meningilidis Cé moc
CO; ' N. gonorrhoeae Cd moc
| Staphylococcus | Khong moc
il Khéng mac
! E-col Khéng moc
| C. albicans 1

L

4. THUOC NHUOM VA THUOGC THU

— 6 thé ty pha ché theo céng thic hofc mua dung dich da pha samn.
~ Khéng diung khi di qua han =1 dung cua nhi sdn xudt.
— Nhin thay ¢6 d&u hiéu hdng (dyc, van, 48 mau).

Hudng din kiém tra chét ligng mit st thude thi dudc tﬁ’ng hogp trong
bang 14.5 va thude nhudm trong bang 14.6 dudi diy.

Bang 14.5. Kigm tra chat lugng mdt s& thudc thir thudng dang.

', Thudc thir Chiing vi khudn thir nghigm T M&i truritng |
| |
| (+) () | ]
— E— e r ~p———

Catalase” 5. sursus E. faecalis |- TSA (Tryplic soy agar) |
[ e TR 15, emdatmia dé cdy chuyén ching.

i_::?agulase | 8. aureus - epidermidis i

Oxidase" 1 P. aefiginosa ) ECol ) .

Khoanh bacitracin | 5. pyodenes E. faacalls Thach mau

(e ving To-ché) o

e

B
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! Bing t4.5. {Tiép)
| Khoanh oplochin . 5. pheumoniae . | 5. mitis Thach méu
| o viing itc ché) i
iKhoanh teliuri E. fascafis (khong cb | S. agalactiae (cfi | Thach mau
| wiing (c ché) viing Ut ché)
: Khoanh V-lactor H. parainfluenzas M. influenzae [54 )
ilf.hoai‘h XV-facior H. influenzae ° ’ TSA ol

Ghi chii: * cach thite tién hanh kidm tra duoe hudng din ew thé khi thue hanh,

Bang 14.6. Kiém fra chit Uong thude nhudm thusng ding.

Thude nhudm Chiing vi khuin thir nghlém Bién phap kigém ira
i+ (-}
Thuéc nhudm Staphylococcus Escherichia coll Trén hai loai wi khudn, dan
Gram i M il A2 L tidu ban, nhudm. i
Thude nhubm Mycobacterium Tap khudn khong | Dan tigu ban ddm bénh
Ziehl-Neelsen fuberctloss khding efin- acid | nhin lao ob vi khudn lao
mau hing mau xanh {+++), ¢ dinh, dang gbi
: ' I I,

5. KHANG NGUYEN CHAN POAN VA KHANG HUYET THANH

Pé két qua chdn dodn (xac dinh khing nguvén hoae khang thé) chinh xac

phai chua ¥

24

Thyic higén ding hidng din cila nhi sén xait.

Luu trii & nhiét di da khuyén cao; c6 mét sd sinh phim khéng duge 4€
khoang da.

Tranh déng bing vi lam tan da nhidu lin, Trude khi 48 déng bing, chia khing
huyét thanh thinh nhimg ludng nhé di ding cho mét 8 it that nghiém.

Loai bo khi gqué han su dung.

Khang huyét thanh ding cheo phan iing ngung két cin phai thia v
chiing vi khudn thufin nhit va méi cly chuyén,

Lutn phai thit song song vdi huy€t thanh (+) va (-} miu dé ddi ching;
huyét thanh nay cf thé mua tit hing sén xuit nhung cing c6 thé ding
huyét thanh bénh nhin da duge xac dinh trude d6.

Néu et thé thi huyét thaniiehing (contrel cian bit rd hiéu lye (potency)
duge tinh bing TTVmi (international usit-per mililit),



Mét 28 trudng hdp phai tha v miu huyét thanh kép trong ciing mit
digu kién thi nghiém.

M&i bé (kit) chén doén huyét thanh hoc phai gém cé:

+ 1 huyél Lhanh Am tinh ll'_kiém tra db dac higu).

+ 1 huyét thanh duong tinh yéu (ki€ém tra do nhay),

+ 1 huyét thanh dudng tinh maoh (kiém tra dinh lugng).

Ghi chép tét cd hidu gid eda cde huyét thanh kifm tra.

8. KHANG SINH DO

K&t qua ea ki thuit khang sinh db cai tién theo Kirby-Bauer bi chi phéa

boi nhiéu véu td k¥ thuat (xem thém bai Khdng sinh d9 lrong Gido trinh
Thute tép Vi sinh vdt ¥ hoe, Dai hoc Y Ha Néi, 2007 }. D& tranh sai sot ket
qua can chd ¥:

Khoanh gidy khang sinh phai ¢ hidu lue, him lugng chinh xic.

Luu trit ldu phdi déng bing (3 -20°C).

Nhimg khoanh gify diing hiing ngay dé d td lanh (2-8°C), khéng qua 1 thang.
Chi dang md truong Mueller-Hinton.

pH mdi trudng = 7,2 - 7.4,

Huvén dich vi khudn phai ding so véi d6 duc chuin dé dim bao mat dé
khuén lac moc trén dia thi nghidm.

Po dudng kinh ving e ché chinh xae.

Ba ching chuan 1a E. coli ATCC 25922, 5. aureus ATCC 25827 va P
aeruginosa ATOC 27833 ; dudng kinh vang dc ché (DKVUC) phii nam
trong khodng cho phép {:-:em bang 14.7).

Mit khi DPKVUC niim ngoai khoang cho phép, phai tim sai sit dé khéc

phiie: ¢6 thé do 181 k¥ thudt hode ob thé do hod chat (méi trudng, khoanh giay
khang =inh, ...).

- Cdn thit nghiém vdi 3 ching chuin khi:

+ Mdi dot nhip hofe bat ddu su dyng mot 16 khoanh gidy mdi.
+ Méi dot nhap hode dua vao sit dung 16 mél truong mdi.
+ M&i tuan mét lin song seng 9icdochong cin thit nghiém.

Theo déi, danh gia chat hedng binghida o,



Bang 14.7. Gidii han duing kinh viing ¢ ché cho 3 ching chudn theo
L5I - Clinical and Laboratory Standards Institute, 2006.

; Bwdng Kinh vang de ché {mm}
Khing sinh ::‘:l:#;tg; B S aUreus E. coli P. aeruginosa
ATCC 25923 | ATCC 25922 | ATCC 27853 |
| Amikacin 30 pg 20-26 19-26 1826 |
 Amoxilclav® 20M0ug | 28-36 19-25 .
| Ampicillin 10 pg 27-35 16-22 -
Bezylpenicillin 10 1U 26-37 ; ) .
Gefalotin } 30 g 29.37 15.21 a !
| Cefazidim I 16--20 2532 22.29
Catolaxirh 30 g | 2531 2035 | 1822
Cefirlazon 30ug | 22.28 29.35 17-23
Cefuroxim 30 ug 27-35 20-26 iey
Cloramphenicol 30 pg 19-25 . 21-27 P -
Ciprofloxacin | 5pg 2230 30-40 25.33
_ C:I.inda;yc-in 2 ug o 24-30 -~ - - - II
| Co-trimoxazol 25 ug 24-32 | 2432 - |
Erythromyein 15 ug 22-30 [-
Gentamicin 10 g 19-27 1926 821
 Nalidixic acid 30 ug. - 22.28 « |
Nitrofurantoin 300 g 1s-22 | 2025 o
Marfloxacin 10 po 17-28 2B-35 22-29
Oxacillin 1 ug | 18-24 ; .
 Piperacillin 100 pg . 24-30 25-33
| Tetracyclin 30 pg 24-30 18-25 -
Tobramycin 10 pg o 19-29 18-26 19-25
I_"frimathnprjm 5ug 19-26 21-28 -
Vancomiycin -étl ug 17-21 - e

* Amoxicillin/ acid elavulanic (chit dc ehé beta-lactamase).

Lizu ¥: khi thit nghiém vdi cic khang sinh eé chat (¢ ch& beta-laclamase
cén kifm tra bing chimp chudn F. coli ATCC 35218 va dudng kinh ving dc
ché ¢6 gidi han rigng.



7. GIU CHUNG
7.1. Luru trir cho thei gian dai

Luu trit cho théi gian dai 14 sau khoang thii gian nhidu thing hodc
nhiéu ndm mdi phai ciy chuyén. Bién phap tdt nhit 13 dong khd hodc o nhiét
dé dm siu (-70°C hodc thip hon) trong th chay dién hay tronpg binh nitd long.

Dudi diy, chiing téi giéi thitu mét sd bién phap git ching khac 4 ban
doc tham khao, tuy theo kha ning sin cé va véu edu oy thé ma ap dung.

7.1.1. Glycerol g -20°C

- Cdy ehing thudn trén méi trudng dae.
— Khi vi khuin da phat trién tét. 15y 1 quai ciy.
- Hod vao glycerol trung tinh d3 tiét trang.
Chia vao lo hodc 6ng nghiém cd nap xoay, méi lo 1-2ml.
- Cat d nhigt 45 —20°C,
— Tranh lip la1 déng béng va tan da.
C#y chuyén sau 12-18 thing.

7.1.2. Cdm ching d nhiét dé phong: chi ap dung duge cho nhing chilng dé
moc, ¥i du tu cdu, trdec khuin dudng rudt.

Pé méi trudng thach §ng didng, nén ding TSA (tryptic sov agar).

— CAy vi khudn bing cdch cfim mdt dudng thing ding vao giita cot thach.
U &m & nhiét dé 35°C qua dém.

Déng kin bang nut bac hodc nip xoay.
Nhiing phin o6 nép (niit) vao parafin néng chay 48 han kin,
Giit d nhiét &5 phong.

Cdy chuyén sau 1 nim.

7.1.3. Cdy cam trong CTA (cystein trypticase agar) cho cic neisseria v streptococn
— Dé dng méi tl;uﬁng CTA.
- Cily cim vi khudn vio méi trutng: § &m 4 nhiét &6 36°C qua dém,
— Péng kin bng mit bic holie nit xody,
Nhing phin nip vao-parafin-néng chav-dé-han kin.

— Vdi neisseria gia d @hist 48 \35°C v’ ey chuyén 2 tudn mot lén; vai
streptococci dé & nhict dé phéng, cdvdhbiién 1 thang mat 1dn.
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7.2, Luu trit trong thdi gian ngin

Nhiing ching miu cdn ding hang ngay, luu tril nhy sau:

7.2.1. Vi vi khudn phdt trién nhanh

]

Cé&y trén thach nghiéng TSA trong 6ng nghiém c6 nit xody.
U &m d nhiét 45 35°C qua dém.
— Cit trong tu lanh.

1

— Hai tuén ciy chuyén mét ldn,

7.2.2. Vi streptococci

- Céy trén 6ng thach miu nghiéng cé nit X0ay.
U dm & nhidt da 35°C qua dém.
- Git d nhiét d§ phong.

— 2 tuan ciy chuyén mét lan.

7.2.3. Vai mang nao cdwu va H. influenzae
— C#y trén thach sécdla.
- U 4m & nhigt 43 35°C qua dém.
- 1@ d nhiét dd phdng.
- Hai tudin ciy chuyén mét ldn.
7.2.4. Vi ldu cdu
— Cay trén thach sbedla; 0 va gid d nhiét d6 35°C qua dém.
— Hai ngay ciy chuyén mét lin.

- Béi chiing cho kiém tra chét lugng khi phéin lap duge chiing méi.

8. LABO CHUAN THUC

Labo chudn thite (reference laboratory) la phéng thi nghiém cé kha ndng
cung cip nhiing ching miu (cho viée kifm tra chit lugng va t8 chic tap hudn
khi ¢6 nhu cfu), cung cip huyét thanh chuin va thude thit chufn nhim so

sanh vdi cie sinh phiam dang =i dyng tai céc labo thanh vién.

0 Viét Nam, mét labo ehusin vé #ét nghagm vi sinh dang duge Bé Y té xét

duvét dé hinh thanh.
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Néu khéng cd cac chuong trinh danh gia chét lugng ¢ bén ngoai thi labo
chudn nén cung cdp bénh phim hotc ching vi khuin mio d3 dude ghi ma =6
cho cdc labo thanh vién dé ho ta kiém tra kha néing phén lap va dinh danh.

Nhizng bénh phdm yéu edu phdi chuyén cho labe chudn la:

- Nhiing bénh pham it gap hoic cdn nhiing thi nghiém dic hidu cao; vi dy
xét nghidm virus, chdn dodn huyét thanh bénh nhiém ky sinh trung.

— Mgt 88 trudng hgp phai ldy dip bénh phiam (2 bénh phim cing mét Iuc):
mét dé gui di labo chufin; mét dé ty xéL nghiém nhim kifm tra két qua.

- Nhilng bénh phim céin xac dinh ki cang hon vé tac nhan gay bénh vi kha
nang giy bénh thanh dich, vi du thuong han, ly, ta, phé cdu, mang nio
cdu ... .

T LUGNG GIA

1. Liét ké 6 thanh phén cla céng viéc giam sat chit lugng (IQC - internal
Quality Control) nhim dam bao chit lugng xét nghiém vi sinh.

2. Liét k& 7 qui dinh caa thudng qui lam viée trong labo vi sinh.
3. Trinh bay nhitng qui dinh vé béo dudng may, thiét bi trong labo vi sinh.

4, Trinh bdy nhiing qui dinh nhim dam bio chit lugng méi trudng nudi
cfiy vi khuan.

5. Trinh bay cac thii nghiém kiém tra chét ludng thude thit va thude nhudm,

i, Trinh bay nhing qui dinh vé dam bao chét lugng khing nguvén va
khing huyét thanh trong chin doan vi sinh.

7. Trinh bay nhing qui dinh nhim dim bao chit htong khang sinh dé.
8. Néu tém tat cdch hiu gitt ching trong thii gian dai va théi gian ngén.
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