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Linh vue k§ thuit dwoc dé cip

Giai phap hiru ich d& xuét quy trinh san xuit mau ngoai kiém vi sinh, cu
thé 1a quy trinh san xudt mau lame va mau bénh phdm ding dé phuc vu cho cong
tac kiém tra chit lugng xét nghiém vi sinh 14m sang/chuong trinh ngoai kiém tra
chét lugng vi sinh.

Tinh trang ky thuét ctia gidi phap hiru ich

Mau ngoai kiém vi sinh 14 cac loai miu st dung trong céc chwong trinh
ngoai kiém (EQAs) vi sinh 1am sang ma phong xét nghiém nhén dugc khi tham
gia, c6 thé 13 mau bénh phim ldm sang that, cic ching vi sinh vét duéi dang
dong kho hodc 1a cac bénh phém gia dinh da duoc chuén bi ddc biét mo phong
bénh phim lam sang.

Ngoai kiém tra duoc sir dung nhu 1 mot phwong phap khao sat va hudéng
cac phong xét nghiém nang cao chit lwong. Trong linh vuc ngoai kiém tra vi
sinh, n6 con 14 cong cu dé cho phong xét nghiém nang cao k¥ thuét xét nghiém
dé két qua chinh xac, giam chi phi xét nghiém, tranh nhitng kién tung trong linh
vucy té.

Xét nghiém vi sinh 1am sang 1a mot trong céc linh vuc xét nghiém co ban
va trong yéu trong cac xét nghiém cin l1am sang, 1a cin ct trong viéc dua ra
quyét dinh vé phuong huéng diéu tri 14m sang, chi dinh khéng sinh, phat hién va
kiém soat dich bénh trong cong dong, vi vy doi héi xét nghiém vi sinh tai céc
bénh vién, phong xét nghiém phai tin cay, chinh xac. Nhiing yéu tb tac dong
quyét dinh két qué xét nghiém bao g@)m nhén sy, diéu kién moi truong lam viéce,
ky thuat xét nghiém, phuong phap xét nghiém, trang thiét bi, v.v. Do d6, can phai
thuc hién kiém soat, kiém tra chét lugng xét nghiém nhim dam bao duge su tin
cdy cta cac két qua, tir d6 gitip cho cong tic diéu tri, du phong, dugc tdt, gop
phan chim séc va bao vé stic khoe ngudi bénh, vi vay doi hoi két qua xét nghiém

vi sinh tai cadc bénh vién, phong xét nghiém phai tin cdy. Mot trong nhitng cong
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cu dé danh gia do tin cdy cla xét nghiém 1a ngoai kiém tra chat lugng, can phai
¢6 cac miu kiém chuén.

Theo d6, chuong trinh ngoai kiém tra chét luong xét nghiém cin co cac
mau ngoai kiém c6 chit luong déng nhét, bao quan lau, thuan tién van chuyén,
tiét kiém chi phi phuc vu cong tac kiém tra chat luong xét nghiém xét nghiém vi
sinh gitp kiém tra nang luc va gitip nang cao chét luong, kha ning xét nghiém
ctia phong xét nghiém; nang cao chét luong phong xét nghiém, gitp két qua xét
nghiém vi sinh 14m sang tin cdy; tin twdng va thira nhan két qua 1an nhau giita
cac phong xét nghiém, gitp tiét kiém chi phi va thoi gian cho nguoi bénh; ludn
trong tinh trang san sang Gng pho véi cac dich bénh nguy hiém cho cong dong;
cung cip dit liéu tham muu cho co quan quan ly trong viéc xdy dung céc tiéu
chudn, quy chudn chét luong xét nghiém.

Do do, viéc nghién ciru san xuat cac mAu vi sinh gid dinh thudng gip phuc
vu cho cong tac kiém tra chit lwong xét nghiém vi sinh 14m sang 1 v6 cling cap
thiét.

Két qua xét nghiém vi sinh ¢6 ¥ nghia quan trong trong cong tac chuén
doan va 1a can cir d dua ra cac quyét dinh vé phuong huéng diéu tri bénh, chi
dinh khéng sinh.

& Viét Nam, xét nghiém vi sinh dd dugc trién khai phd bién véi cac
phuong phép vi sinh co ban nhu nhudm soi (phwong phép thi cong), nudi chy
(phuong phép thu cong hodc tu dong) dén cac phuong phap ky thuat cao nhu
sinh hoc phéan t& (nhu dung cac thiét bi phén tich gene), nhung hién van chua c6
chuong trinh ngoai kiém tra xét nghiém vi sinh, do do, két qua xét nghiém vi sinh
& cac phong xét nghiém van chua duge kiém so4t chit luong chit ché.

Trén thé gidi, chuong trinh ngoai kiém tra vi sinh 14m sang va cung cép
cp mau cho chuong trinh dugc thuc hién tai hau hét cac nude trén thé gisi véi
nhiéu mirc dd khac nhau tir so bd cho dén rét chuyén biét. Tai chau Phi, cac bénh
truyén nhiém tao thanh mot van dé y té cong cong rat quan trong va sy bung phat
de doa nghiém trong dén stic khoe. Cac bénh nay anh hudng rat 16n dén nén kinh
té va xa hoi va can duoc nhdm muc tiéu thong qua kiém soat dich bénh tich cuc,

phong ngira va cac hoat dong giam sat. Do d6 vao ndm 2002, 36 phong xét



3572

nghiém thudc 29 qudc gia chau Phi tham gia vao chuong trinh ngoai kiém vi sinh
do WHO trién khai nhim danh gia kha nang chan doan vi khuin gy bénh c¢6
nguy co tiém 4n trong cac bénh viém ndo, tiéu chdy va dich bénh. Ngoai ra, 43
qudc gia va Tiéu vuong qudc thude khu vire Trung Pong ciing thuc hién ngoai
kiém tra vi sinh v6i muc do phirc tap bang cach thém vao danh gia chan doan
bénh sbt rét va lao. Thang 10 nam 2007, hdi thao tai Manila (do WHO chu tri),
gdm 17 nuée khu vue chau A v& Dam bao chét lugng xét nghiém y khoa két ludn
can phai mo rong EQAs vi sinh 14m sang. Thai Lan la qudc gia trong khu vuc lan
can Viét Nam, c6 trién khai ngoai kiém tra tuong d6i déy da cac linh vuc xét
nghiém, riéng linh vuc vi sinh chi ¢ mc phét nhudém lame xac dinh vi khuén
Gram (+/-) va AFB. Tai Vuong quéc Anh, chuong trinh ngoai kiém tra vi sinh
1am sang cha yéu xac dinh vi sinh vét trong moi truong nudi cdy, phan lap va
dinh danh vi sinh vt trong mAau bénh phém gia dinh (dam, phan, dich hong va
vét thuong), xac dinh do nhay khang sinh, huyét thanh hoc va xac dinh ndng do
khang thé trong huyét thanh.

Tai Viét Nam, chuong trinh ngoai kiém tra 1a mot cong cu rat hitu ich
trong so sanh lién phong xét nghiém, cling nhu néng cao chét lugng xét nghiém.
Viéc cung cAp mau vi sinh phuc vu cho chuong trinh ngoai kiém, hién tai & Viét
nam chua c6 td chitc hay don vi nao san xuit mau do viéc san xuét con ton tai
mot sb van dé nhu su on dinh va déng nhéit vé mau, tac dong cia moi truong
trong qua trinh van chuyén mau dén phong xét nghiém can phai dugc nghién ctu
thém nita. Chuong trinh ngoai kiém vi sinh ctia Vwong qudc Anh (NEQAS) ciing
gip phai van dé tuong tu.

Pbi véi mau lame: Véan dé dang gap phai 1a tiy thudc vao ting chung vi
khuin ma kha ning bam dinh trén lame kinh khac nhau, nén do bam dinh cua vi
khudn 1én bé mat lame sau san xuit phu thudc nhiéu vao ching vi khuan, huyén
dich vi khudn. Bén cach d6 mat do vi khudn quéa nhiéu hogc qué it ciing khong
quan sat dugc hinh théi vi khuén.

Giai phap hiru ich giai quyét vén dé trén bang cach dua ra cong thic phbi

tron huyén dich vi khuan va co chat sao cho khi dan trai trén lame kinh, mat do
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vi khuén vira du dé quan sat va vi khuan bam dinh trén bé mit lame, khong bi rira
troi.

Dbi v6i mau bénh pham:

Vén @& dang gip phai 12 vi khuan sdng s6t trong dng bénh pham c¢6 moi
truong dinh dudng chua phil hgp din dén viée vi khuén s& kém phat trién hoic
chét.

Giai phap hitu ich giai quyét van dé trén bang cach dua ra cong thic pha
ché miu bénh phdm gia dinh véi thanh phan, ndng do, thé tich phu hop cho vi
khudn phat trién t5t nhat.

Ban chit k§ thuat cia giai phap hiru ich

Muc dich cuia giai phap hiru ich la dé xuit quy trinh san xuét mau ngoai
kiém vi sinh, cu thé 12 mAu lame va miu bénh phim c6 chét lugng ddng nhat, bao
quan 14y, thuén tién van chuyén, tiét kiém chi phi.

Pé dat dugc cac muc dich trén, giai phap hiru ich dé xuét quy trinh san
xuét mau ngoai kiém vi sinh bao gdm mAau lame va miu bénh pham.

Quy trinh san xuat mau ngoai kiém vi sinh bao gdm méu lame bao gdm
cac cong doan: chudn bi huyén dich vi khuan va hdn hop tao do bam dinh;
kiém tra chit lwong huyén dich vi khuan va hdn hgp tao do bam dinh; phéi
tron huyén dich vi khuan va hdn hop tao do bam dinh; chuyén hén hop
huyén dich vi khudn va hdn hop tao d6 bam dinh thanh mau vi sinh lam
mau ngoai kiém vi sinh; kiém tra chat luong mau lame c6 chira vi khuin dé
dam bao do ddng nhat, én dinh, loai vi khudn va bao quan.

Quy trinh san xuat mau ngoai kiém vi sinh bao gbm mau bénh pham bao
gbm cac cong doan: chudn bi huyén dich vi khudn va mdi trudong dinh
dudng; kiém tra huyén dich vi khuan va moi truong dinh dudng; phdi tron
huyén dich vi khudn va moi truong dinh dudng; chuyén hdn hop huyén dich
vi khudn va méi truong dinh dudng thanh mau ngoai kiém vi sinh; kiém tra
chét luong hop huyén dich vi khuén va moi truong dinh dudng.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1 12 hinh v& dang so dd thé hién quy trinh san xuit mau ngoai
kiém vi sinh theo phuwong 4n stt dung mau lame dé thuc hién giai phap hitu
ich.

Hinh 2 12 hinh v& dang so d6 thé hién quy trinh sin xuit mau ngoai
kiém vi sinh theo phuong an s dung mau bénh phdm thuc hién giai phéap
httu ich.

MO ta chi tiét phwong an thwe hién giai phap hitu ich

Nhu duoc thé hién trén Hinh 1, trong mdt phuong 4n wu tién thuc hién
giai phap hiru ich, quy trinh san xuit mau ngoai kiém vi sinh bang mau lame bao
gbm cac cong doan sau:

chuin bi huyén dich vi khuan va hdn hop tao do bam dinh bang cach
pha hdn hop long trang trang véi nude cit tiét trung theo ty 18 1/32 (1 phan
long trang tring va 32 phan nudc cét tiét trung theo thé tich);

kiém tra chat luong huyén dich vi khuin va hdon hop tao do bam
dinh;

phdi tron huyén dich vi khudn va hén hop tao do bam dinh; chuyén
hdn hop huyén dich vi khudn va hén hop tao do bam dinh thanh mau vi
sinh 1am miu ngoai kiém vi sinh bao gdm céac codng doan: lic dao déu
huyén dich vi khudn va hdn hop tao do bam dinh; hat tir 20pl dén 25pl va
trai déu dung dich vao vong tron c6 kich thudc 2cm vE san trén mau lame;
dat mau lame c6 dung dich trén mat phing dé kho tu nhién trong nhiét do
phong tir 15 — 20 phat; sau d6 ho nhe qua ngon Ita den cdn 3-4 lan dé cd
dinh vi khuan trén mau trén lame;

kidm tra chit lwong mAu lame c6 chira vi khuén d& dam bao do dong
nhat, 6n dinh, loai vi khudn va bao quan, bao gém cac cong doan: kiém tra
cam quan, kiém tra hinh dang vi khuén, kiém tra do déng nhat va 6n dinh
va bdo quan.

Pé st dung trong quy trinh, nguyén liéu phai liy tir ching vi khuan da
duoc dinh danh tir nha cung cip ma khong phai thu thip tir méi trudng ty nhién.
Céc vi khudn sau khi dwoc mua tir nha cung cap s& tao huyén dich vi khuén bing

cach cAy nudi cdy trén moéi trudong dinh dudng phi hop (goi 1a BA) dé vi khuan
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sinh san va tang s lugng. Sau khi nudi cdy dé tang sb luong vi khudn, tiép tuc
tao huyén dich bang cach ding dung cu 14y mAu vi khuin vao éng nghiém v
tring ¢6 chira dung dich NaCl 0,85% va lic dao tron déu. Sau do, tién hanh do
mat do quang OD ctia dung dich dé dat ndéng dd 0,5 McFarland & budc séng
650nm.

Tiép tuc tao hdn hop tao dd bam dinh bang cach pha hdn hop long trang
trémg v6i nudce cat tiét tring theo ty 18 thé tich 1a 1/32 (1 phan long trang trimg va
32 phan nuéc cit tiét trung). Ly tdm hdn hop long tring trimg va nudc cét tiét
trung, dung dung cu hut dé thu phan dich 16ng va bd lai cn protein cua long
tring trimg (albumin). Tiép tuc, loai bd cin lin hai bang cach loc hdon hop thu
dugc qua loc syringe ti€t trung c6 kich thudc 16 0,45mm.

Kiém tra nguyén liéu: nguyén liéu huyén dich vi khuén va hdn hop tao do
bam dinh s dung san xuit mau ngoai kiém vi sinh phai c6 dd bam dinh va
khong chtra céc vi khuén khac. Tiéu chudn ndy nhim ngin ngira sai l&ch trong
két qua phén tich va dénh gia mau sic va hinh dang cua vi khuan khi nhudm.
Viéc kiém tra s& cin cr trén do bit mau cia vi khuan khi nhudm Gram. Mau
huyén dich vi khudn va hén hop tao d6 bam dinh dat tiéu chuén s& ti€p tuc duge
str dung dé san xuat.

Phuong phap thong dung kiém tra huyén dich vi khuén va hén hop tao do
bam dinh 1a phuong phap nhudém Gram (la mot phuong phap thyc nghiém nhuém
mau nham phan biét cac loai vi khudn thanh 2 nhém vi khuan Gram 4m va Gram
duong dua trén cac ddc tinh sinh hoc cua thanh té bao vi khuan). Phuong phap
nay duge thuc hién dua trén k§ thudt xem hinh dang vi khuin duoc phéng dai
qua kinh hién vi 100 lan.

Panh gia hinh dang, mau sic theo tiéu chuan phuwong phip nhuém Gram
thurce hién nhu sau:

Mau Gram (-): Nhém truc khuin (vi khuin hinh que) sé& bat mau
hdng va ddng nhit trén toan mau lame.

Mau Gram (+): Nhom cdu khudn (vi khuan hinh ciu) s& bit mau tim

va dong nhat trén toan mau lame.
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Sau cong doan kiém tra chat luong huyén dich vi khudn va hon hop tao do
bam dinh, tién hanh cong doan phéi tron huyén dich vi khuén va hdn hop tao do
bam dinh, sau d6 chuyén hdn hop huyén dich vi khuan va hén hop tao do
bam dinh thanh mau vi sinh 1am mau ngoai kiém vi sinh. Cong doan nay
dugc thuc hién béng cach phéi tron, cu thé cach thuc hién nhu sau:

ldc dao déu huyén dich vi khuin va hén hop tao dd bam dinh;

dung pipet da tiét trung hut tir 20pl dén 25ul va trai déu dung dich
vao vong tron c6 kich thuéc 2cm vE sin trén mau lame;

dit mau lame c6 dung dich trén mat phéng dé khé ty nhién trong
nhiét d¢ phong tu 15 — 20 phut;

sau d6 ho nhe qua ngon Ira dén con 3-4 lan dé cb dinh vi khuan trén
mau trén lame.

O cong doan lic dao déu huyén dich vi khuan va hdn hop tao do bam dinh
d8 tao su dong nhit. Phuong phap lic dao déu tao dung dich dugc bang tay.

Tiép theo, phan phéi 20ul dén 25ul huyén dich vi khuan va hon hop
tao d6 bam dinh va trai déu vao vong tron v& sin trén phién lame. Phuong phap
dugc thuc hién nhu sau:

dung mau lame da duoc tiét tring bang con 70°

dung but 16ng v& 1én lame vong tron cé kich thudc duong kinh la
2cm

dung pipet da tiét trung hut tir 20ul dén 25ul dung dich chira huyén
dich vi khudn va hén hop tao dd bam dinh va nho vao gifta vong tron da
duoc v& sén trén mau lame

dung que cay trai déu dung dich chura huyén dich vi khuin va hén
hop tao do bam dinh trong vong tron trén mau lame.

Sau khi da phan phdi va trai déu vao vong tron vé san trén phién lame,
tiép tuc dat phién lame trén mat phing dé kho tu nhién trong nhiét do phong, tir
15 — 20 phat. Phuong phéap duogc thuc hién bing tay va dé kho tw nhién, khong c6
su tdc dong ctia tac nhan khéc.

Luu ¥ rang dé kho tw nhién trong nhiét do phong khong qué 28°C.
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Sau khi phién lame da dwgc khd tu nhién, tién hanh ho nhe qua ngon lra
den con 3-4 14n dé ¢ dinh phién phét trén lame.

Muc dich cua cong doan nay nhim cb dinh vi khuén.

Kiém tra chét luong mAu lame c6 chira vi sinh & dam bao d dong nhat,
4n dinh, loai vi sinh va bao quan. Cong doan nay bao gdm céac cong doan nhod
sau: kiém tra cam quan; kiém tra hinh dang vi khudn; kiém tra do déng nhét va
dn dinh; bao quan.

Kiém tra cam quan: thyuc hién bang phuong phap quan sat v6i cac tiéu chi
mau lame phai nguyén ven, khong bi v&; dugc dan dung loai nhan c6 ky hiéu ma
s mau, dung dich gdm huyén dich vi khuan va hdn hop tao d6 bam dinh déu va
nim trong vong tron ¢6 dinh trén mau lame.

Kiém tra hinh dang vi khudn bang viéc ddnh gia hinh dang vi khuan nham
x4ac dinh vi khudn trén lame dung véi vi khuan dugc ding 1am nguyén lidu. Viéc
kiém tra duogc thuc hién bang phuong phap nhudm Gram twong tu vdi thao tac
kiém tra nguyén liéu dau vao.

Kiém tra do déng nhét va én dinh: trong do do déng nhét duoc xac dinh
bing chi tiéu phat hién/khong phat hién loai vi khudn ban dau. Viéc kiém tra
duoc thue hién bing cach ldy 5% maiu lame cta tdng sd lugng mau lame dugc
san Xuét dé kiém tra theo phuong phdp nhuém Gram, quan sat dudi kinh hién vi

ngay sau khi san xuat, cu thé nhu sau:

Tiéu chi | Két qua kiém tra | Tiéu chi chap nhan

Loai -

L kiém Dat Khong dat

mau

- tra

Lame | Vi Tim hoac | Mau khéc Toan b mau lame duoc

Gram | khuan xanh dam / kidm tra phai phu hop két
bit mau | Hong  hoic qua ban dau.
thudc hong dam Néu c6 1 mau lame khong
nhudm théa didu kién thi kiém tra

lai toan bo mau lame da
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Hinh
dang vi

khuan

Theo tinh chét

vi khuan

Khéc véi tinh
chat cua vi

khuan

duge chon dé kiém tra 1an
2.

Néu van phét hién 1 miu
lame khéng dat tiéu chuan

thi san xuat lai 16 méi.

Sau khi da kiém tra do dong nhat, tiép tuc kiém tra do 6n dinh sau khi gti

mau dén cac phong xét nghiém dén luc két thuc chuong trinh ngoai ki€ém cua cac

phong xét nghiém nay bang cach xac dinh bang chi tiéu phat hién/khong phat

hién loai vi khudn ban dau. Viéc kiém tra duoc thuc hién bé‘mg cach 1éy 5% mau

lame cua téng s6 lwong miu lame duoc san xuét dé kiém tra theo phuong phap

nhudm Gram, quan sat dudi kinh hién vi, cu thé nhu sau:

Két qua kiém tra

Tiéu chi chap

Loai | Tiéu chi -
. . . Dat Khong dat nhan
mau | kiém tra
Lame | Vi khudn bat | Tim hodc xanh | Mau khéc Toan bd mau
Gram |mau thubc | ddm / Hong lame duoc kiém

nhudm

hoac héng dam

tra phai phu hop

két qua ban dau.

Hinh dang vi

khuan

Theo tinh chét | Khac véi

vi khuan

Néu c6 1 mau
lame khong thda
didu  kién  thi
kiém tra lai toan
bo mau lame da

tinh chét | dugc  chon dé

cua vi khuan kiém tra lan 2.

Néu van phat
hién 1 mau lame
khong dat tiéu
chudn thi san

xuat lai 16 moi.

-10-
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Néu mAu khong dat chi tiéu 6n dinh va dong nhat thi san xuét lai tir dau.

MAu lame ¢6 vi khudn thu duoc duge déng géi. Phuong phap duge thuc
hién nhu sau:

G6i mAu lame bang gidy thdm c6 kich thudc phu hop.

Bao quan ¢ nhiét d0 moi truong.

Nhu dugc thé hién trén Hinh 2, trong mot phuong 4n uu tién thuc hién
giai phap httu ich, quy trinh san xuAt miu ngoai kiém vi sinh bang miu bénh
phdm bao gbm cac cong doan sau:

chuén bi huyén dich vi khuén va méi truong dinh dudng gdm 6 loai co
chét c6 thanh phin nhu sau: Mau: gdm mau (1%), stuart amies (3ml); Dam
gdbm dung dich BHI (1%), stuart amies (3ml), agar (Iml); Nudc tidu: gém 2
thanh phén bao gébm dung dich BHI (5%), nude cAt vo trung (2,5ml); Mu
gdm stuart amies (2ml), agar (1ml); Dich gdm dung dich BHI (1%), stuart
amies (1ml), agar (1ml), nudc cét vo trung (1ml); Phan gdm dung dich BHI
(1%), stuart amies (2ml), agar (1ml);

kiém tra huyén dich vi khudn va méi trudong dinh dudng;

phéi trén huyén dich vi khuin va moi truong dinh dudng: dung dung cu
hat huyén dich vi khuan cho vao moi trudng dinh dudng duoc chia san trong
dung cu chtra dd dugc vd trung sao cho dat ty 1€ 10% huyén dich vi khuan va
90% moi truong dinh dudng tinh theo thé tich; sau d6, thuc hién thao téc lic déu
hédn hop cho dén khi dat d6 dong nhat;

chuyén hon hop huyén dich vi khuin va mdi truong dinh dudng thanh
mau ngoai kiém vi sinh: ding pipet v trung hut va phan phéi 3ml hon hop
huyén dich vi khuan va mdi truong dinh dudng sang bng v6 trung c6 thé tich
Sml.

kiém tra chat lwvong hop huyén dich vi khuan va moi truong dinh dudng:
dé dam bao bao bi, dong goi; chat lrong moi trudng sdng cta vi khuan; sy phat
trién cta vi khudn va khong tap nhiém cac vi khuén khac tir moi trudng bén
ngoai, do dong nhat, én dinh, bao gém cac cong doan: kiém tra cam quan, kiém

tra kha nang ting sinh v sy tap nhidm, kiém tra 4o dong nhat va 6n dinh.
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bé st dung trong quy trinh, nguyén liéu phai liy tir chung vi khuan da
duoc dinh danh tir nha cung cdp ma khong phai thu thap tir moi truong ty nhién.
Céc vi khuan sau khi dugc mua tir nha cung cip sé tao huyén dich vi khuin bang
cach cAy nudi cdy trén moi truong dinh dudng phi hop (goi 1a BA) dé vi khuan
sinh san va tang sé luong. Sau khi nudi ciy dé tang sb luong vi khuén, tiép tuc
tao huyén dich bang cach dung dung cu 14y mau vi khudn vao éng nghiém vo
tring co chura dung dich NaCl 0,85% va l¢c dao tron déu. Sau do, tién hanh do
mat do quang OD cua dung dich dé dat néng d6 0,5 McFarland & budc song
650nm.

Tiép tuc tao moi trudng dinh dudng bang cach pha 6 loai co chét, mdi co
chit c6 thanh phan nhu sau:

Mau: gdm 2 thanh phén bao gdm mau (1%), stuart amies (3ml);

Pam: gdm 3 thanh phan bao gdm dung dich BHI (1%), stuart amies (3ml),
agar (1ml);

Nudc tiéu: gdbm 2 thanh phan bao gdém dung dich BHI (5%), nudc cit vO
trung (2.5ml);

Mu: gdm 2 thanh phan bao gbm stuart amies (2ml), agar (1ml);

Dich: gdbm 5 thanh phan bao gébm dung dich BHI (1%), stuart amies (1ml),
agar (1ml), nudc cit vo tring (1ml);

Phan: chon co chéat gdm 3 thanh phan bao gdm dung dich BHI (1%), stuart
amies (2ml), agar (1ml);

Sau do, thuc hién cong doan kiém tra nguyén liéu: nguyén liu huyén dich
vi khuan va mdi trudng dinh dudng phai ddm bao dugc kha ning phat trién va
sinh san cta loai vi khuan duge nudi céy ban dau. Viéc kiém tra s& duoc cin ctr
trén kha ning tang sinh va tap nhiém vi sinh vat khéac, do b4t mau ctia vi khuan
khi nhuém Gram va dic tinh sinh hoa cta vi khudn. Miu bénh phém dat ti€u
chuén sé tiép tuc dugc st dung dé san xuét.

Phuong phap kiém tra kha nang tang sinh va tap nhiém: chuyén vi khuén
vio méi trudong dinh dudng phu hop (mdi truong BA) dé vi khuan phat trién va

sinh san (tao cac khuan lac), sau d6 quan sat bang mat thuong dé danh gia vé
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hinh dang cta khuén lac roi. Viéc kiém tra nhdm dam bao vi khudn phat trién tt
Vékhéngcésutap[ﬂﬂénlcﬁacécloaivikhuénkhéa

Phuong phap nhuém Gram (1a mét phuong phap thuc nghiém nhuém mau
nham phan biét cac loai vi khudn thanh 2 nhém vi khudn Gram 4m va Gram
duong dua trén cac dac tinh sinh hoc cua thanh té bao vi khuan). Phuong phép
nay dugc thuc hién dua uén,kythuétxenllﬂnh.dang‘vikhuén.duqc phong dai
qua kinh hién vi 100 lan.

Panh gia hinh dang, mau sic theo tiéu chudn phuong phap nhuém Gram
thuc hién nhu sau:

MAu Gram (-): Nhom truc khudn (vi khudn hinh que) s& bat mau
hdng va ddéng nhét trén toan mau lame.

MaAu Gram (+): Nhom cdu khuan (vi khuédn hinh cdu) s& bat mau tim
va ddng nhat trén toan mau lame.

Phuong phap kiém tra dic tinh sinh héa cua vi khuin nham danh gia vi
khun da nuéi cdy ban dau. Trong qué trinh sinh sin va phat trién cta vi
khudn, tuy theo tirng dic tinh cda ting loai vi khuén sé& c6 nhitng phan tng
sinh hoa tiéu biéu gitra vi khuan véi mdi trudng sinh séng. Vi vay dé kiém
tra c6 ding 1a loai vi khudn ban diu hay khong, s& dung huyén dich vi
khuén cho vao cac bd hoa chat thuong mai gobm nhiéu thanh phan hoa chat
khéc nhau.Sau.khiphén‘&ng,néu.kétqué4phén.ﬁng phu hop v6i ddc tinh
ctia loai vi khudn thi s& x4c dinh dugc dung loai vi khuan dé.

Sau d6 tién hanh tao mau bénh phém béng cach phéi tron huyén dich vi
khudn va mdi truong dinh dudng da duge tao ra theo ty 1€ 10% huyén dich vi
khuén hoa vao 90% méi trudng dinh dudng. Cong doan nay duge thuc hién bang
cach phéi tron, cu thé cach thuc hién nhu sau:

lic ddo déu huyén dich vi khuan;

dung dung cu hut huyén dich vi khuan cho vao mdi trudng dinh dudng
duoc chia san trong dung cu chtra da duge vo triung sao cho dat ty 16 10% huyén
dich vi khuén va 90% mdi truong dinh dudng;

thuc hién thao tac 14c déu hdn hop cho dén khi dat do dong nhat. Phuong
phap lic dao déu tao dung dich duoc bang tay.
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Sau cong doan phdi tron huyén dich vi khudn va méi truong dinh dudng,
tién hanh cong doan chuyén hdn hop huyén dich vi khuén va méi truong dinh
dudng thanh miu ngoai kiém vi sinh:

ldc ddo déu hdn hop huyén dich vi khuin va méi truong dinh dudng;

dung pipet vo0 trung hut va phan phéi 3ml hdn hop huyén dich vi khuan va
mdi treong dinh dudng sang dng vo tring c6 thé tich Sml;

dit mAu éng nghiém co6 chira huyén dich vi khuén va co chét thing
ding;

vin chat nip 6ng nghiém va quén parafilm quanh miéng dng nghiém;

déh nhén loai mau bénh phém;

cho 6ng nghiém chtra mau bénh pham vao bao zipper.

O cong doan lic dao déu huyén dich vi khudn va co chit dé tao sy dong
nhat. Phuong phap lic dao déu tao dung dich dugc bang tay.

Tiép tuc kiém tra chét luong mau bénh phim: dé ddm bao bao bi, dong
g261; chét lugng moi truong séng cua vi khuén; su phat trién cla vi khuan va
khong tap nhiém cédc vi khuin khac tr méi truong bén ngoai; do ddng nhat,
4n dinh, bao gém cac cong doan: kiém tra cam quan, kiém tra kha ning
tang sinh va su tap nhiém, kiém tra d6 dong nhét va 6n dinh

Phuong phap kiém tra cam quan: thyc hién bing phuong phép quan sat
bing mit thuong dé dam bao viéc bao bi, dong goi ding ky thuat, c6 ddy du
nhan, thong tin theo yéu cau.

Phuong phép kiém tra kha nang ting sinh va tap nhiém: chuyén vi khuan
vao mdi trudng dinh dudng phu hop (mdi truong BA) dé vi khuén phat trién va
sinh san (khudn lac roi), sau d6 quan sat bing mét thuong dé danh gid vé hinh
dang cua khuan lac roi. Viée kiém tra nhim dam béo vi khuin phat trién binh
thuong va khong cé sur tap nhiém cta céac loai vi khuan khac.

Kiém tra d6 déng nhit va on dinh: trong d6 do ddng nhit duge xic dinh
bang chi tiéu phat hién/khong phat hién loai vi khuin ban ddu ngay sau khi san
xuét mau bénh phém. Viéc kiém tra dugc thuc hién bé‘tng cach léy 5% mau bénh
phim cua tong s6 lwong méu bénh pham dugc san xuét dé kiém tra theo 03 tiéu

chi theo bang sau:
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Tiéu chi Két qua kiém tra Tiéu chi chip nhin
STT | kiém Pat Khéng dat Sau san xut
tra (D6 ddng nhat)

Kha phat trién Khong  phat | 100% 6ng kiém tra phai
nang trién dat yéu cau.
phat Néu viéc phat hién 1
trién cta mau khéng dat yéu cau
vi khuin thi phai san xuat lai.
dich
trén moi
truong
sdng

1Su tap | Khéng c6 tap | Co tap nhiém
nhiém nhiém

| Khang | Vong kinh v6 | Vong kinh vo
sinh @0 |khudn sau khi | khuan sau khi

vi khudn tiép
xtc voi khang
sinh dat tiéu
chuin duoc
cong bd bai
Vién Tiéu
chuén 14m sang
va Phong thi
nghiém (CLSI)
clia vi

khuin

loai
tuong

ung

vi khuén tiép
xtc voi khang
sinh khong dat
tiéu chuin
duoc cong bd
bdi Vién Tiéu
chuén l4m sang
va Phong thi
nghiém (CLSI)
vi

cua loai

khuin  twong

ung

Sau khi d4 kiém tra do ddng nhét, tiép tuc kiém tra do 6n dinh sau khi gui

mau dén cac phong xét nghiém dén luc két thiic chuong trinh ngoai ki€ém cua cac
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phong xét nghiém nay bing cach xac dinh bing chi tiéu phat hién/khong phat
hién loai vi khuin ban du. Viéc kiém tra dugc thuc hién b%mg cach léy 5% mau
bénh phém cua téllg sb luong mau bénh phém dugc san xuét dé kiém tra theo 03

tiéu chi theo bang sau:

Tiéu chi Két qua kiém tra Tiéu chi chdp nhin
STT | kiém |DPat Khong dat Sau giri mau
tra (D6 6n dinh)
Kha phat trién Khong  phét | 100% 6ng kiém tra phai
niang trién dat yéu cau.
phat Néu viéc phat hién 1

trién cua
vi khuan
dich

trén moi

vi khudn tiép
xuc voi khang
sinh dat tiéu
chuin duoc
cong bd béi
Vién Tiéu
chuan 1am sang
va Phong thi
nghiém (CLSI)
cuia loai i

khuan  tuong

truong

song

1Su tap |Khong co tap | C6 tap nhiém
nhiém nhiém

| Khang | Vong kinh v6 | Vong kinh vd
sinh @0 |khudn sau khi | khudn sau khi

vi khuén tiép
xic voi khang
sinh khong dat
tiéu chuan
duoc cong bd
boi Vién Tiéu
chuan 1am sang
va Phong thi
nghiém (CLSI)
cua

khuan

loai vi

tuong

mau khong dat yéu cau

thi phai san xuat lai
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ung ung

Néu mau khérig dat chi tiéu 6n dinh va ddn g nhét thi san xuét lai tir dau.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: San xudt mau ngoai kiém vi sinh bao gdm mau lame

San xuit 85 mau ngoai kiém vi sinh bao gém mau lame. Loai vi khuén 1a
Staphylococcus aureus.

Truge hét, chudn bi vi khudn ban dau 1a 1 6ng vi khudn c6 tén
Staphylococcus aureus.

Chuén bi cac dung cu bao g61n: 108 tém lame (bao gém: 85 lame gui mau,
23 lame (kiém tra chit luong, luu kho)). Kich thuéc lame: hinh chit nhat kich
thude (24x75 mm); 2 dia (dudong kinh 90mm) dia moi truong BA 90.

Tao huyén dich vi khuan Staphylococcus aureus bang cach hut 4ml dung
dich NaCl 0,85% vao dng nghiém v triing ¢ thé tich Sml. Sau d6 dung dung cu
14y mau vi khuan vao dng nghiém vé tring c¢6 chira dung dich NaCl 0,85% va lic
déo tron déu. Sau do, tién hanh do mat d6 quang OD cua dung dich dé dat néng
do6 0,5 McFarland & budc song 650nm.

Tiép do, tao hdn hop tao do bam dinh bang cach pha hdn hop 1mi long
trdng trimg ga va 32 ml nuée vo trung. Ly tdm hon hop long tring tring va nudc
cit tiét trang, dung dung cu hit dé thu phan dich 1éng va b lai cin protein cla
long trang trimg (albumin). Tiép tuc, loai bd cin l4n hai bang cach loc hdon hop
thu duoc qua loc syringe tiét tring c6 kich thuéc 16 0,45mm.

Tiép tuc phdi tron huyén dich vi khudn Staphylococcus aureus va hdn hop
tao d6 bam dinh vao v6i nhau sau d6 lic dao déu tao 7ml mAu vi sinh [am mau
ngoai kiém vi sinh. ,

Dung pipet da tiét trung hut tir 20ul dén 25ul va trai déu dung dich
vao vong tron cé kich thude 2cm vé san trén mau lame.

Tiép theo, dat phién 108 lame c6 dung dich vi khuan Staphylococcus
aureus trén mit phing dé kho tu nhién trong nhiét do phong, tir 15 — 20 phut, sau
d6 ho nhe qua ngon Itra den cdn 3-4 1an dé ¢b dinh vi khudn trén maiu trén

lame.
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Tiép theo, kiém tra kiém tra cdm quan, kiém tra hinh dang vi sinh, kiém
tra do ddng nhit va 6n dinh.

Cudi cung 1a déng goi san pham, dan nhan, cb dinh va bé gidy.
Vidu2:San xuit mau ngoai kiém vi sinh bao gém mau bénh phém

San xuét 85 miu ngoai kiém vi sinh bao gdbm mau bénh pham (mau). Loai
vi khuén 14 Escherichia coli.

Trudc hét, chudn bi vi khudn ban diu 12 1 éng vi khuan c6 tén Escherichia
coli.

Chuan bi céc dung cu bao gém: 108 bng nghiém c6 thé tich 5ml (bao
gbm: 85 6ng nghiém giri mau, 23 éng nghiém (kiém tra chét luong, luu kho)).

Chuén bi thanh phan dé tao méi truong dinh dudng mau gom méu (1%),
stuart amies (3ml).

Tao huyén dich vi khudn Escherichia coli bang cach cay nudi chy trén moi
trrong dinh dudng phu hgp d vi khudn Escherichia coli sinh san va ting sb
lwong. Sau khi nudi cdy dé tang sb luong vi khuln Escherichia coli, tiép tuc tao
huyén dich bang cach dung dung cu 14y mau vi khuan Escherichia coli vao éng
nghiém vo tring c6 chira dung dich NaCl 0,85% va lac dao tron déu. Sau do, tién
hanh do mat d6 quang OD cua dung dich dé dat néng d6 0,5 McFarland & budce
song 650nm.

Tao moi truong dinh dudng mau bang cach phdi tron hdn hop gdm mau
(1%) va stuart amies (3ml).

Sau do, thuc hién cong doan kiém tra nguyén liéu thong qua 3 phuong
phép nhu sau:

+ Phuong phéap kiém tra kha ning ting sinh va tap nhidm: chuyén vi
khudn Escherichia coli vao mdi truong dinh dudng phu hop dé vi khuan
Escherichia coli phét trién va sinh san (khuén lac roi), sau d6 quan sat bang mit
thuong dé danh gid vé hinh dang cta khuan lac roi. Viée kiém tra nhdm dam béo
vi khudn Escherichia coli phat trién binh thuong va khong c6 su tap nhiém cua

cac loai vi khuan khac.
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Phuong phap nhuom Gram: tién hanh xem hinh dang vi khuin duoc
phong dai qua kinh hién vi 100 1an. Sau d6, tién hanh danh gid hinh dang, mau
sic theo tiéu chuin phuong phap nhuom Gram thyc hién nhu sau:

MAu Gram (-): Nhém truc khudn (vi khudn hinh que) s& bat mau
hdng va déng nhét trén toan miu lame.

Mau Gram (+): Nhom cau khuédn (vi khudn hinh ciu) s& bat mau tim
va ddng nhét trén toan mau lame.

Phuong phép kiém tra ddc tinh sinh hoa cta vi khudn: Dung huyén dich
vi khudn Escherichia coli cho vao céc bd hoa chét thuvong mai gdm nhiéu
thanh phan hoa chét khac nhau. Sau khi phan tng, néu két qua phén Ung
phu hop véi dac tinh cia loai vi khuéan Escherichia coli thi s& x4c dinh duoc
dung loai vi khuan dé.

Sau d6 tién hanh tao mAu bénh phim bing cach phdi tron huyén dich vi
khuén Escherichia coli va méi trudng dinh dudng di dugc tao ra theo ty 18 10%
huyén dich vi khuin Escherichia coli hda vao 90% moi truong dinh dudng mau
theo thé tich. Cong doan nay dugc thuc hién béng cach phéi tron, cu thé cach
thuc hién nhu sau:

l4c dao déu huyén dich vi khuin Escherichia coli;

dung dung cu hut huyén dich vi khuén Escherichia coli cho vao dung cu
duoc vO trung chira moi truong dinh dudng sao cho dat ty 1€ 10% huyén dich vi
khuan va 90% moi truong dinh dudng theo thé tich;

thuc hién thao tac lac déu hdn hop cho dén khi dat do ddng nhét. Phuong
phap lic dao déu tao dung dich dugc bang tay.

Sau cong doan phdi tron huyén dich vi khuan va moi trudng dinh dudng,
tién hanh coéng doan chuyén hdn hop huyén dich vi khuén va mai truong dinh
dudng thanh mau ngoai kiém vi sinh:

lic ddo déu bang tay hdn hop huyén dich vi khuin va mdi truong dinh
dudng;

dung pipet vo trung hut va phan phéi 3ml hén hop huyén dich vi khuan va

moi trrdong dinh dudng sang dng vo tring cé thé tich 5ml;
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dit miu dng nghiém c6 chua huyén dich vi khudn va co chat thang
ding;

vin chit ndp 6ng nghiém va quén parafilm quanh miéng 6ng nghiém:;

dan nhén loai mau bénh phém;

cho 6ng nghiém chira mau bénh pham vao bao zipper.

Tiép tuc kiém tra chat luong miu bénh phim bang phwong phip cam
quan, phuong phap kiém tra kha nang ting sinh va tap nhiém, phuong phép kiém
tra d6 dong nhét va 6n dinh.

Cic loi ich c6 thé dat dwoge

Viée st dung mau ngoai kiém vi sinh bao gém mau lame va mau bénh
phdm duge san xuét theo quy trinh ctia gidi phdp hitu ich ¢6 tinh méi va y nghia
khoa hoc va thyc tién nhu sau: Tao ra quy trinh k§ thuét ché tao mau bénh pham
gid dinh chua vi khudn phuc vu cong tac kiém tra chét lvong xét nghiém vi sinh
1am sang, cung voi tiéu chuan kiém nghiém, giam st toan bd cac cong doan cla
viée ché tao mAu, dam bao dd ddng nhat va do 6n dinh ciia mau; mAu bénh pham
gia dinh lan dau tién c6 quy mo6 nghién clru san xudt c6 hé théng 0 Viét Nam,
giup chui ddng céc muc tiéu va ké hoach trién khai kiém tra chit lugng xét
nghiém vi sinh lam sang; thong qua cong tac kiém tra chat lugng, két qua xét
nghiém vi sinh ngay cang tin cdy, ning cao chat lugng, tao sy thong nhét trong
xét nghiém, huéng dén su tin twong va thira nhan két qua 1an nhau gitta cac bénh

vién, phong xét nghiém. -
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh san xuit miu ngoai kiém vi sinh bao gém mau lame bao gdm céc
cong doan:

chuén bi huyén dich vi khuin va hdn hop tao d6 bam dinh gdm hén
hop long tring trimg v6i nuée cat tiét trung theo ty 1& 1/32 (1 phan long
tring tring va 32 phan nudc cét tiét trang tinh theo thé tich);

kiém tra chat luong huyén dich vi khuin va hon hop tao do bam
dinh;

.phéi tron huyén dich vi khuan va hon hop tao d6 bam dinh;

chuyén hdn hop huyén dich vi khuédn va hdn hop tao d6 bam dinh
thanh mau vi sinh 1am mau ngoai kiém vi sinh bao gém cic cong doan: lac
d4o déu huyén dich vi khudn va hdn hop tao d6 bam dinh, hut tir 20pl dén
25ul va trai déu dung dich vao vong tron c¢6 kich thude 2cm vE san trén
mAu lame, dit mAu lame c6 dung dich trén mat phing dé kho tu nhién trong
nhiét dé phong tir 15 — 20 phit, sau d6 ho nhe qua ngon Itra den con 3-4 lan
dé ¢ dinh vi khun trén mau trén lame;

kiém tra chit luong miu ngoai kiém vi sinh bao gom mau lame c6 chira
vi khuan dé dam bao do dong nhét, én dinh, loai vi khuin va bao quan, bao
gdm céc cong doan: kiém tra cam quan, kiém tra hinh dang vi khuan, kiém

tra d0 dong nhat va 6n dinh.
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1/2

Chudn bi huyén dich vi khuan va hdn
hop tac d¢ bam dinh

\ 4

Kiém tra chat lugng nguyén liéu

A

Phéi tron huyén dich vi khudn va hdn
hop tao d9 bam dinh

A

Chuyén hdn hop huyén dich vi khuin
va hon hop tao d6 bam dinh thanh mau
vi sinh 1am mau ngoai kiém vi sinh

A

Kiém tra chét lugng mau bénh phdm

Hinh 1
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2/2

Chuén bi huyén dich vi khuan va méi
truong dinh dudng

N

Kiém tra huyén dich vi khuén va moi
truong dinh dudng

1

Phoi trdn huyén dich vi khuan va mo1
truong dinh dudng

Chuyén hon hop huyén dich vi khuén
va moi truong dinh dudng thanh mau vi
sinh 1am mau ngoai kiém vi sinh

\4

‘kiém tra chét lugng hdn hop huyén dich
vi khuén va moéi truong dinh dudng

Hinh 2
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