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131 PHEP THU HISTAMIN

Dung chubt lang ndng 250 g dén 350 g. D6 chudt nhin doi
trong 24 h, cho uéng nuwéc theo nhu cau cua chudt. Giét
chuot dot ngdt bang maot ci danh manh vao dau chudt.

M& bung chudt, ding kep, kep vao manh trang, nang ién
va kéo ra phia trudc, sé thay hoi tranti ndi vao manh trang,
cét l&y mot doan hdi trang dai khoang 2 cm, cho vao khay
dung dung dich B (néu lam cham phai suc khi carbogen).
Loai bo cac chat cén trong doan rudt bang cach dung mot
pipet c6 dung dich R 16ng vao dau doan rudt roi dé cho
dung dich B trong pipct chay tv nhién qua doan rudt, can
dé pipcl & tv the nghiéng sao cho mat thoang clia dung
dich B khéng cao qua 2 cm so v&i doan rudt trona khay.
Thay dung dich B méi vao khay. Budc vao moéi dau cla
doan rudt mot sgi chi manh va rach mot dudng ngang nhd
& gilra doan rudt.

Cho doan rudt vao binh nubi co quan c6 lap cé dung tich
10 ml d@én 20 ml, chtta dung dich B, va git & nhiét d6 hang
dinh 34 °c dén 36cc. Suc mot hon hop khi co 95 thé tich
oxygen va 5 thé tich carbon dioxyd qua binh nudi. M6t dau
sgi chi budc vao gan day binh nudi, dau kia noi véi dau
ghi cia mdt kymograph hodc thiét bi thich hop dé ghi s
co hop clia rudt. Neu dung but ghi trén gidy thi diéu chinh
sao cho bicn dd co thé khuéch dai 1én khoang 20 lan. Stic
cdng cla rudt nén vao khoadng 9,8 mN va diéu chinh theo
do nhay cua rudt.

Thay dung dich B trong binh nudi co quan. Bé yén 70 min.
Tiép tuc thay dung dich B 2 den 3 lan nhw vay nita.

Them vao binh nudi co quan, chinh xac khoang 0,2 ml dén
0,5 ml dung dich histamin dihydroeiorid c6 néng do nhét
dinh de gay nén mot dap (ing gan téi da cd thé lap lai duoc.
Liéu nay goi la ligu "cao".

Thay dung dich B & binh nudi 3 Ian treéc méi i4n thém
histamin. Non them histamin vao nhung khoang thoi gian
céch déu dé rudt gidn hoan toan gitra cac 1an thém (khoang
2 min).

Tuong ty, them nhiing th tich bang nhau clia dung dich
¢6 ndng dd hisiamin thap dé cho dap (rng cd bién do bang
khodng mot nlra bién do cla liéu "cao" va c6 thd lap lai
dwoc. Liéu nay goi la liéu "thap".

Tiép tuc thém déu dan cac lieu "cao" va lieu "thap"
histamin nhu da néu & trén va xen ké thém cung mot thé
tich dung dich pha tir mau thr. Diéu chinh do pha lodng
cla dung dich thlr dc cho stic co cta rudt nhé hon stc co
cua liéu "cao".

Kiém tra xem strc co cua dung dich thir c6 13p lai khéng va
xem dép (ng vai liéu cao va liéu thap cé nhuw trede khong.
Tinh hoat lire ctia chat thtr ra microgam histamin base can
clr vao dod pha lodng da xac dinh ¢ trén. Lwong histamin
xac dinh duwoc khong duoc vuot qua lugng ghi trong
chuyén luén.

P1i11T.UCI3

Neu chét thtr khéng gay co bop rudt, pha mét dung dich
khac va cho thém mot lwgng histamin t6i da dung nap
dwoc ghi trong chuyén luan va thr véi dung dich nay. Theo
ddi xem sv co co cla dung dich nay c6 twong (ng Vvéi
luvgng histatnin d& them khong. Neu dung dich nay khéng
gav ra sy co co twong (*ng hodc sy co clia dung dich thr
khong 13p lai duoc, hodc sau khi thir chat thé roi, thir lai
vGi histamin chuan liéu "cao" va lieu "thdp" ma dap (rng
c6 giam di thi két qua thir la khong c6 gia tri va phai thi
chat ha ap clia thudc theo chuyén luan "Phép thlr cac chat
ha ap, Phu luc 13.3".

Dung dich A:

Natri clorid 160 g
Kali elorid 409

Calci clorid khan 204¢

Magnesi clorid khan 109¢g

Dinatri hydrophosphat 50 mg

Nuwéc cét pha tiém vira di 1000 ml

Dung dich B:

Dung dich A 50 mi
Atropin Sulfat 0,5 mg
Natri hydrocarbonat 10¢g
D - glucose 0549

Nuéc cét pha tiém vira dd 1000 ml
Dung dich B chi pha ngay trudc khi dung va phai dung trong
vong 24 h.

132 PHEP THU NOI BOC TO VI KHUAN

Phép thir ndi doc t6 vi khuan dlng dé phat hién hoéc dinh
lvong ndi doc t6 clia vi khudn gram am c6 trong mau thir
can kiém tra. Phuong phap st dung thudc thir lysat la dich
phan gidi t€ bao dang amip c6 trong mau mot loai sam
bién, Limuius poiyphemus hodc Tachypieus Tridentatus.
Hién nay cé 3 phrong phap dé thuc hién phép thir nay:
Phwong phap tao gel dwa trén sy tao thanh gel khi cho
thudc thr vao dung dich c6 chira néi doc t6; phwong phéap
do dd duc, dya vao su thay doi dd duc clia thudc thir lysat
khi tao gci; phuong phap do mau duva trén si thay déi mau
cla phirc hgp mau - peptid.

Tuy theo diéu kién va tinh chat clia mau thu, co thé ap
dung mot trong cac kv thuat thich hop dé thuc hién phép
thir. Tuy nhién, khi c6 nghi ngo hodc tranh chap, k6t luan
cubi cung sé dya vao phwong phap tao gc! triv khi c6 chi
dan khéac.

Phép thirduge thuc hién trong diéu kién tranh nhiern khuén.
Thiét bi va dung cu:

Téat cd dung cu dung trong phép thir nay déu phai khong co
chtra ndi doc t6.

V6i nhitng dung cu thdy tinh hodc bang chét liéu chiu
duoc nhiét, loai chat gay sot bang cach sdy Ir 250 °c trong
it nhat 30 min. Neu dung cac dung cu la chat déo, niur cac
dau hat ctia micropipet hay cac kiiav 16 dé 1am phan tng.
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chi dung cac loai c6 chat liéu khéng anh huong téi phép
thr va khong c¢é chira ndi doc to.

Nwdc dé thir ndi doc to (nuwde BET): La nwdc cét pha tiém
cho két qua am tinh trong phép thir ndi ddc to & digu kién
quy dinh. C6 thé dung nudc cat 3 1an hodc mot loai nwdc
cdt pha tiém thu dugc bang phwong phap thich hop khac
dat yéu cau trén.

Néu khong c6 chi dan gi khac, ding nwéc BET lam dung
moi dé pha tat ca cac dung dich dung trong phép thi.
Dung dich acid hydrocioric 0,i M BET va natri hydroxvd
0,1 M BET: La dung dich dugc pha tir acid hydrocioric
(T1) hodc natri hydroxvd (TT) v&i nwéc BLT trong mét
dung cu khéng c6 chira ndi doc t6. Cac dung dich nay dat
yéu cau néu sau khi diéu chinh dén pH 6,0 dén 8,0, cho két
gua am tinh trong diéu kién cua phép tht.

NOi doc td chudn va dung dich chuadn gdéc: N6i doc to
chuin dwgc st dung trong phép thir nhw mét chat ddi
chiéu. Chuén (tugc thiét l1ap va danh gia theo ndi doc to
chuén qudc té. Hoat luc clia chudn dugc biéu thi theo don
vi qudc té qui dinh boi T6 chirc Y t€ Thé gidi (International
Unit - IU) hodc don vi ndi doc t6 (Endotoxin Unit - EU). 1
IU tvong duwong véi 1EU.

Dung dich chudn gbc ndi doc t6 dwoc pha theo quv dinh
déng goi clia tirng nha san xuét. Trén nhan va td hwdng dan
str dung kem theo ghi r6 cach pha, diéu kién bdo quan va
s6 don vi ndi doc to co trong dung dich chuén gbc sau khi
pha theo huéng dan.

Pha dung dich chudn: Pha dune dich chuin géc vi nudc
BET dé dwoc day chudn c6 nbng do thich hop. Trudc khi
pha, thwdng yéu cau lac manh dung dich chudn géc trong it
nhét 15 min, va moi lan pha lodng, tron cac dung dich pha
lodng it nhat 30 s. Duing cac dung dich chuan da pha loéng
cang sém cang 16t dé tranh mat hoat luc.

Dung dich thi:

Chuén bi dung dich thir bang cach hoa tan hodc pha lodng
mau thir véi nwéc BET dén do pha lodng thich hop. Mot s6
chét hodc ché pham c6 thé can phai hoa tan hodc pha loang
trong dung dich than nuéc khéac. pH clia hdn hop phan ting
phai nam trong khoang qui dinh cho moi loai thudc thir,
thong thurong trong khoadng 6,0 dén 8,0. Do vy, nén diéu
chinh pll clia dung dich thir cho phu hop bang céc dung
dich acid hydroclorie 0,1 M BIT, natri hvdroxyd 0,1 M
BET hodc mot dém thich hop theo khuyén céo clia nha san
xuat thudc the.

Phép thir khdng thich hgp voi mot s6 loai mau thir nhw cac
loai nhii dich, hén dich... Mt s6 chét c6 thé cho phan tng
duong tinh hodc am tinh gid v6i thube thir nhu cac ché
pham tir mau, polynucleotid; ché pham cé chira kim loai
nang, chat dién hoat, ndng dd ion cao. Do vay, can phai
khdo sét, tim phuorng phap xt ly v& danh gia trudc khi ap
dune phép thlr cho ché pham.

B0 pha loéng toi da:

D0 pha loéng t6i da (MVD) la hé s6 pha loang 16n nhét cho
phép dé thu dwgc dung dich thir cé chlra lwgng ndi doc to
co thé phat hién duoc.
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MVD dugc tinh nhw sau:

IyIY]} _ GIiEl han ndi doc t6 x ndng do dung dich thir

X

Trong do:
Gi6i han noi doc t6 (Endotoxin Limit - EL): Gi¢i han noi
doc t6 thuong duoc quy dinh trong cac chuyén luan ricng.
Ché pham dat yéu cau néu lvgng ndi doc td co trong ché
pham thdp hon giéi han qui dinh. Gigi han ndi doc to cla
cac ché phdm duoc tinh trén co s litu ding cho nguoi
theo cbng thirc sau:

EL = KIM

Trone do:

K la nguéng ndi doc t6 tinh cho 1kg can ndng co thd nguoi
c6 thé chiu dyng dugc ma khong xay ra phan (ng doc hai;
Gia tri K dugc tham khao trong Bang 13.2.1 dudi day;

M la liu toi da clia san phdm tinh cho 1kg can nang co thé
dung duwéi dang don liéu trong thoi gian khoang 1h. Ligu
nay duwoc hiéu la lvgng thudc t6i da cé thé dwgc diing trong
vong 1h. Voi cac loai thude tiém dudi da, tiém bap hodc
tiém tinh mach mot lan sé duoc coi nhw dung don ligu. Voi
céc dich truyén tinh mach trong thoi gian dai, tinh M theo
lwvgng thudc cua lidu cé thé dugc truyén t6i da trong mot
gio, dva trén t6c do truyén tiéu chudn néu khong cé qui
dinh riéng nao cho ché pham. Gia tri duoc ding la lidu toi
da theo khuyén cdo cla nha san xuét, c6 thé mic lieu do
vurot qua mic lidu theo chi dan ctia thay thudc.

Ncu mot san phdm c6 thé dugc ding theo ca 2 dwong tiém
trong mang crng va cac duwong tiém khac thi gi¢i han ndi
ddc to cho san pham dugc tinh theo gia tri K clia dwong
tiém trong mang ctrng vi ¢ yéu cau chat ché hon.

Bang i3.2.1
. - - K (tinhcho 1kg
L h . p
i oai san pham can nangcothd)
; Céc loai thudc tiém trong mang cting | 02
! Céc thubc phéng xa tiém tinh mach 25
1Tat ca céac thubec tiém triv loai tiém 50

| trong mang cting hoéc thudc phdng xa

Trén thuc té, cAc nha san xudt thwong qui dinh gi¢i han ndi
ddc t6 cho san pham thdp hon nhiéu so véi gidi han tinh
theo ngudng chiu dung clia nguwdi bénh, dé khi dung ligu
t6i da san phdm van dam béo an toan cho ngudi bénh.
Nong dd cua dung dich tht:

Tinh béng mg/mi néu gi¢i han ndi ddc t6 trong chuyén
luan riéng quy dinh theo khoi lugng (EU/mg).

Tinh bang don vi/ml neu gidi han ndi doc t6 trong chuyén luan
riéng quy dinh theo don vi hoat luc sinh hoc (EU/don vi).
Tinh bang mi/ml néu gi¢i han ndi doc t6 trong chuyén luan
riéng quv dinh theo thé tich (EU/mI).

Xla do nhay cua thu6e thtr dugc ghi trén nhan (ky thuat tao
gei) hodc nbng dd ndi doc t6 thap nhét da dung dé xay dung
duong cong chuén (phuong phap do do duc hodc do mau).
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PHUONG PHAP TAO GEL

Phuong phép tao gcl cho phép phéat hién hodac xac dinh
lvgng ndi doc to dua trén sy tao gel cla thude thir lysat
voi ndi doc t6. Nong do ndi doc t6 yéu cau dé tao gel voi
thudc thir lysat trong diéu kién tiéu chuéan la do nhay ghi
trén nhan cla thudc thir. D& dam bao dd chinh xéac va gia
tri cOa phép thi, phai tién hanh phép thir kiém tra dé khang
dinh d6 nhay ghi trén nhan cta thudc thir lysat va kiém tra
cac yéu t6 anh huong theo hudng dan dudi day.

Chuén bi thir

Kiém tra do nhay clia iysat:

D06 nhay cla thudc thir lysat ghi trén nhan la néng do noi
ddc to thdp nhét can thiét dé tao gel véi thudc thir trong
diéu kién xac dinh.

Phép thir kiém tra do nhay dwoc thuc hién moi khi co 16
thudc thir méi hoac khi cd s thay doi diéu kién thi nghiém
c6 thé anh hudng téi két qua cla phép thi.

Tién hanh:

Chuén bi cac dung dich n6i doc t6 chun véi it nhat 4 ndng
do tvong duong 2 X; X; 1/2 Xva 1/4 Xbang céach pha loang
dung dich chuan géc voi nwéc BET, mbi nong do can 4
ong. Trong d6 X la d6 nhay ghi trén nhén cla lysat mudn
kiém tra. Pha thudc thir fysat voi nwéc BET theo hwéng
dan trén nhan. Tron mot thé tich thudc thir voi dong lwong
dung dich chuén (thuong ding 0,1 ml) cho mi 6ng. U cac
dng nghiém c6 chira hon hgp phan (ng trong mot khoang
thoi gian quy dinh theo khuyén céo clia nha san xuét thudc
thir lysat [thuong & (37 + 1) °c trong (60 i- 2) min], tranh
bi rung dong manh.

Doc két qua sau mot khodng thoi gian qui dinh. Phan tng
dwong tinh néu gel tao thanh khong bi chay ra khi nhe
nhang doc ngugc dng nghiém (180°). Phan Ging am tinh
khi khong tao thanh gel hoc gel khong du chic, rét dé bi
rd khi déc ngwgc 6ng nghiém.

Phép thr khdng cd gia tri néu bat ky dng nao cla dung
dich chuédn ndi doc t6 c6 ndng dd thdp nhat (0,25 X) cho
phén Gng dwong tinh. Khi d6, can kiém tra k¥ lai cac diéu
kién thir nghiém va Iap lai thi nghiém.

“Diém dimu la 6ng cudi cling c6 hé s6 pha lodng I6n nhat
trong dav cho phan (ng dwong tinh.

DO nhay cla thudc thir dwgc biéu thi 1a trung binh nhan
clia nong do diém dirng (EU/mI), dwoc tinh nhw sau: Tinh
gia tri trung binh cla céc logarit ndong dé noi doc to tai
diém dirng, sau do lay déi - logarit ctia gid tri trung binh.
Trung binh nhan nbng do diém dirng = and log (Xe/f).
Trong do:

Xe 1a téng cac logarit ndng dd diém dirng ctia moi day d thir;
f 1aso day chuan noi doc t6 da tht.

Do nhay ghi trén nhan cla thuéc thi duoc khang dinh 1a
ddng ncu trung binh nhan néng do diém dirng Ién hon
hodc béng 0,5 X va nhd hun hodc béng 2,0 X

Kiém tra v&u to anh hudng:

Phép thir duoc tién hanh d6 xac dinh xem trong mau thir
co chira cac yéu to lam ting hay (c ché phan (ng hay
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khong. Khi co bat ky sy thay ddi digu kion nao do co thé
anh hudng dén két qua thir nghiém, can thuc hién phép
thr nay.
Chuan bi cac dung dich A, B, ¢ va D theo nhu Bang
13.2.2. Céc diéu kién thr nghiém nhw nhiét do, thoi gian G
va danh gia két qua tvong tw nhw trong phan Kiém ira do
nhay cuia Ivsat
Trung binh nhan ndng do diém dirng clia dung dich B va
¢ duoc xac dinh theo hrdng dan da néu trong phan Kiém
tra d6 nhay cla iysat.
Phép thir c¢6 gia tri khi dung dich Ava D d10 phéan (rng &in
tinh va két qua dung dich ¢ khéng dinh ding do nhay cla
thuéc thir.
NEu dd nhay cla lysat tinh theo dung dich B 1én hon 0,5 X
vanhé hon 2,0 Xthi mau thir khéng chira yéu t6 anh huéng
va phép kiém tra yéu t6 anh huong dat yéu cau. Neu khéng
thda man céc yéu cau trén thi mau thir c6 chia yéu t6 anh
hwéng téi phép thir.

Bang 13.2.2 Kiém tra yéu t6 anh huéng

i Nong do i Nong do
noi doc to I HE sO 'ndi doC i«
Dung n o O 6ng
X dwgc thém  Dung pha t6sau o
dich : k. " ~ N _nghiém
vao moi mOoi lodng 1khi pha;
; dung dich g ; lodng i
o/dung i f !
A Gichte 4
dun 1 1 2X 4
5 2 x/dung dick? 1 1X 4
dich thr thtr 4 0,5 X 4
1 8 ;025X1 4
1 ; 2Xx . 2
2 X/nuéc Nuwéc 2 IX 2
¢ BET BET 4 ! 05X ' 2
8 ;025X ; 2
! D o/nuéc BET - S B 2
Trong do:

Dung dich A (dung dich thtr): Mau thirpha & d6 pha loang
<MVD.

Dung dich B (doi chirtng dwong tinh ¢ mau thtr): Noi doc
topha trong dung dich thir dé kiém trayéu t6 anh huang.

Dung dich C (khang dinh do nhay cia lysat): Chuan noi
ddc tépha trong nudc BETvEGi ndng do khac nhau.

Dung dich D (doi chirng am tinh): Nwéc BET.

N&u mau thir ¢ chira yéu t6 anh huong téi phép thir & do
pha lodng nhd hon MVD, lam lai phép thir Kiém trayéu to
anh huong, dung dung dich thtr c6 do pha lodang lon hon
nhung khéng qua MVD.

St dung thudc thir ¢ do nhay cao hon s& cho phép mau
thir dwoc pha lodng nhiéu hon, khi dé cé thé han ché dwoc
yéu t6 anh hrdng. Ngoai ra, co thé xr ly dé loai cac yéu
t6 anh huong bang phwonti phéap thich hop nhw loc, tmng
hoa, thdm tach hodc dun ndénc. B dam bao phuong phap
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xt Iy @ chon chac chén loai duoc yen t6 anh huong ma
khéng lam mat ndi doc t6, can thic hién phep thir Kiém tra
yéu t6 anh huwdng véi dung dich thir sau khi x& Iy va cho
thém chuan néi doc t6. Neu phwong phap co hiéu qua, can
ghi vao ticu chuan.

Phép thir giéi han

Dua trcn si tao gcl cua thude thw lysat voi ndi doc t6,
phuong phap nay kiém tra xem lwgng ndi doc tb cé trong
mau ihir ¢o I6n hon giéi han qui dinh hay khong.

Tien hanh: Chuén bi dung dich A, B, ¢ va 13 theo Bang
13.2.3, mbi dung dich 2 &ng. Céc didu kién thir nghiém
nhw nhiét do, thoi gian U va danh gia két qua tuong tv nhw
trong phan Kiém ira do nhay clra Tysat.

Bang i3.2.3
Nong do ndi docté | S5 6n
Dung dich ! dwoc thém vao moi . hiér?w
dung dich ghie
A lo/dung dich thr ! 7
B j 2 x/dung dich thir 2
c 12 X/nuéc BET | 1
D 1O/nuocTBET 2
Trong do:

Dung dich A (dung dich thtr): Mau thi*pha & do pha lodng
< MVD.

Dung dich B (d6i chitng dwcmg tinh ¢ mau thi): Noi doc
to pha trong dung dich tht.

Dung dich C (doi chitng dwong tinh): Chuan ndi doc to
pha trong nwéc BET.

Dung dich D (doi chirng cnn tinh): Nuéc BET.

DPanh gia két qua:

Phép thir cd gia tri néu ca 2 6ng ctia dung dich B va ¢ déu
cho két qua duong tinh va dung dich D am tinh.

Mau thir dat yéu cau néu két qua am tinh ¢ ca hai ong
nghiém cua dung dich A.

Mau thir khdng dat yéu cau néu két qua duong tinh trén ca hai
dng nghiém cua dung dich A khi d6 pha lodng bang MVD.
Néu hai 6ng cua dung dich A cho két qua khac nhau, mot
ong dwong tinh va mot 6ng am tinh thi lam lai phép tht.
Mau thir dat yéu cau néu & Ian thir th& hai ca hai 6ng déu
cho két qua am tinh.

Phép th ban dinh luvong

Phép thir nav xac dinh lwgng ndi doc té co trong dung dich
mau thir bang cach thic hién phan Gng tien dan ten diem
dirng trong qué trinh tao gel.

Tien hanh: Chuén bi dung dich A, ii, ¢ va D theo Bang
13.2.4, moi dung dich 2 6ng nghiém.

Dung dich thr dung cho dung dich A va B pliai khong c6
chira véu t0 anh huong. Cac diéu kién thlr nghiém nhw
nhiét do, thoi gian G va danh gid két qua tuong tw nhw
trong phan Kiém tra do nhay cua Ivsai.
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Being 13.2.4
i " N
" . No6ng do
Nong do noi S5 * i o
Dung ddc t6 duoc E)ung ' s 8%9 ,
. AT 1° pha  tOsau o
dich them vao mo6i mai ; . nghiém
. : lo8ng khi pha
dung dich ~
lodng
] 2
o/dung dich ;2 2 i
thtr 4 o1
! 8 2 |
. . Dung ¢ i
2 x”'t“h”,g dich gich, 1 . 2x 2
' v thtr ; !
1 1 2X 121
. _— Nugc m 2 1X 2
c 2 Xanuwoc BHT BET | 4 05 X )
m 8 0,25 X 2 !
D  O'iurtc BLIT 2

Trong do:

Dung dich A (dung dich th&): Dung dich th¢ cé do pha
lodng < MVD, khdng cé yéu t6 anh huéng. Pha mau thi
véi nwéc BET theo cac hé so pha lodng 1/2, 1/4, i/8... C6
thé pha lodng tiép dé co két que; phti hoyp nhwng hé s6 pha
lodng dung dich thir cudi cung phai khéng qua MVD.
Dung dich B (d6i chiing duong tinh ¢é mau thir): Noi doc to
pha trong dung dich A, de kiém trayéu t8 (rc ché sir tao gei.
Dung dich C (ddi chirng dvong tinh): 2 day chuan ndi doc
td pha trong nudc NET.

Dung dich i) (doi chirng am tinh): Dung nuéc BET.

Tinh toan vo danh gia két qua:

Phép thu c6 gid tri khi thoa nian 3 diéu kién sau:

a) Ca 2 0ng cla dung dich D déu am tinh (d6i chirng am
tinh).

b) Ca 2 6ng cua dung dich B déu duong tinh (d6i chiing
dwong tinh c6 mau tht).

¢) Trung binh nhan nbng do diém dirng clia dung dich ¢
nam trong khoang 0,5 Xdén 2 X

Piém dirng dwoc xéac dinh la 6ng nghiém c6 hé sé pha
lodng cao nhét trong day cua dung dich A cho phan (ng
dwong tinh, va nétig do ndi doc t6 & diém dirng eda dung
dich Afa tich s6 cla do pha loans tai diém d6 nhan véi hé
so X

Nong do ndi doc 16 trong dung dich mau can kiétn tra
dugc xac dinh la trung binh nhan ndng dé dicm dimg cla
céc day thlr, tinh trung binh ndng dd ndi doc t6 cla 2 dav
(twoms» tw nhu phan Kiém tra do nhay ca lysat).

Néu khdng cé ndng do nao cua dung dich A cho phan (rng
dwong tinh, thi nong dd ndi doc t6 cla dung dich A nhé
hon X Xhé s6 plut lodng thap nhéat clia dung dich A

Neu lat ca cac dd pha lodng déu cho phan (ng dwong tinh,
ndng do ndi doc t6 clia dung dich A 1a bang hoc 16n hon tich
cua hd so pha lodng I6n nhat clia dung dich A nhan voi X
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Co6 thé pha loédng tiép do tim dugc diém ding. Tinh ndng
dd ndi doc t6 clla mau thr (EUYinl, Ew/mg hodc mlig hodc
FU/don vi), dya trcn ndng do ndi doc t6 trung binh cla
dung dich A. Mau thir dat yéu cau phép thir nay néu ndng
dd ndi doc t6 co tronti mau thir thap hon gidi han noi doc
to qui dinh trong chuyén luan riéng.

PHUONG PHAP PO QUANG

Phirong phéap do df duc

Phuong phap do do duc xac dinh lugng ndi doc t6 co trong
dung dich mau thir dva trén do mic do thay doi dd duc
trong qua trinh tao ecl cua thudc thl lysat. Ilién nay co 2
ky thuat duvgc ap dunu: do dd duc tai diém dirng hodc do
d6 duc dong hoc.

Po dd duc tai diém dirng dva trén sy twong quan gitra ndng
dd ndi doc t6 va do duc clia hdn hap phan Gng & thoi diém
xac dinh vao cudi cua giai doan U.

Do dd duc dong hoc dua trén si teemg quan gilra ndng
dd noi doc t6 va thoi gian can thiét dé dat téi d6 duc dinh
trede cua hén hgp phan (ing hodc toc do tane do duc cua
hon hop.

Phép th* thwong thuc hién & (37 £ 1) °c, do duc biéu thi
bang d6 hap thu hav do truven qua.

Phuong phap do mau

Phuong phap do mau xac dinh néng do noi doc t6 clia cac
dung dich mau thir dua trén do chit mau dirgc giai phong
ra tir mot co chat mang mau do phan rng clia ndi doc to
voi thudc thr lysat.

C6 2 k¥ thuat do: do mau tai diém dirng hodc do mau
dong hoc.

Do mau tai diéin dirng dwa trén twong quan gira ndbng dd
ndi doc t6 va dam do chat mau tao thanh clia hdn hop phan
(rng & diém cudi clia giai doan Q.

Do mau dong hoc dva trén moi twong quan dinh luong
gilta nong dd ndi doc t& va thoi gian can thiét d hon hop
phan (ng dat téi d6 hap thu (hodc do truyén qua) dinh
truéc hodc toc do tang mau clia hon hop.

Phép thlr thuong thye hién & (37 + 1) °c.

Chuén bi

Dé dam bao dd ding va gia tri clia phvong phap do mau
hodc do dd duc, phai tién hanh phép th Kiem tru dwong
chuén va Kiém truyéu t6 anh hudng nhu sau:

Kiém tra dwong chitan; Phép thir dwgc thyc hién véi méi
16 thudc thir lysat méi. Dung dung dich ndi doc t6 ehuan.,
pha it nhat 3 ndng do ndi ddc td dé tao dwoc dwdong chudn
trong khoang ndng dd ndi doc td ghi trong huéng dan clia
thudc thir lysat dang st dung. V&i moi nong do, phai dung
it nhat 3 dng tly theo diéu kién qui dinh cho thudc thlr
lysat dang diing (vé ty !& thé tich, thoi gian 0, nhiét do,

Gié tri tuyét doi cua hé so twong quan [f]» phai 16n hon
hoac bcang 0,980 cho khoang néng dd noi doc té da ding.
Néu phép thir khdng c6 gia tri, kiém tra cac diéu kién thi
nghiém va tién hanh lai nhu trén.
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Phép thir Kiém tra dudng chuan phai dugc thyc hién moi
khi cé thav d6i mot diéu kién nao do c6 the anh huwdng dén
két qua thtr nghiém.

Kiém tra yéu t6 anh hudng: Chon ndng do ndi doc t6 vao
khodang gitra ctia dvong chuén.

Chuén bi dung dich A, B, ¢ va D theo Bang 13.2.5. Tién
hanh phép thtr véi cac dung dich nay sau khi da chuén
héa cac diéu kién theo qui dinh cla loai thudc thlr Tysat st
dung (vé thé tich, ty 1é thé tich dung dich thir va thudc thir
lysat, thoi gian u).

Phép thlr Kiém trayéu t6 anh hwong phai dugc thic hién moi
khi c6 sv thay doi c6 thé anh hwong toi két qua thir nghiém.

Bang 13.2.5
Néng dd ndi doc ~ Dung dich  S6 6ng nghiém
Dung . .. . A AT
. t0 diroc thcm vao  dwoc thém  hodc 16 phan
dich X . R .
moi dung dich ndi doc to (’ng
A 0 DEjng dich mKhong ithon 2 1
thir
Nong dd & khoang | .
B  gilta cla duong !gﬁng dich mKhong it hon 2
cong chuén !
e . M&i ndng do
¢ litnhdt3nbngdd  Nuwbc BET khong it hon 2
D 0 Nuéc BET  Khong ithon 2 :
Trong do:

Dung dich A (dung dich thit): Dung dich thir c6 dd pha
foang khéng qua MVD.

Dung dich B: Thém dung dich chuan vat dung dich thir dé
cd néng do ndi doc to vao khoimg doan gilra clia dudng
cong chuan.

Dung dich C (d6i chimg dwong tinh"): Ditng dich chuan ni
ddc t6 ¢d ndng d6 dung trong tham dinh phwong phap nhw
md& ta trong phan Kiém tra dwdng chuan.

Dung dich D (d6i chirng am tinh): Dung nwéc BET.

Phép thir chi c6 gia tri khi hé s6 twong quan cua duong
chuén thu dugc tir dung dich ¢ 16n hon hodc bang 0,980.
Dung dich D phai cho két qua khdng vuot qua gidi han gia
tri trng theo qui dinh cta thuéc thi lysat da dung, hodc
thap hon gidi han ndi doc t6 phat hién clia ivsat da dine.
Kha nang tim lai dvoc lwvong ndi doc t6 chuan thém vao
dune dich B bang hiéu so ndng do da tim thdy trong dung
dich B trlr di ndng do ndi doc t6 tim dwgc trong dung dich A.
NEu kha nang tim lai lwgng ndi ddc to thém vao nam trong
khoang 50 % dén 200 %, dung dich mau can kiém tra dwoc
coi la khéng c6 yéu t6 anh huong.

Néu ndng do tim lai dwoc nam ngodi khoang qui dinh,
dung dich mau can kiém tra cd chia yéu t6 anh huwdng. Khi
dd, can xtr ly dé loai ycu to anh huong bang cac phuong
phap thich hgp (nhw da néu trong phuonti phap tao gel).
Sau do, phai thuc hién danh uia lai xem phirone phap xu
iYco loai duoc yéu t8 anh huong khong.
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Xac dinh lvgng noi doc t6 trong mau thir

Tién hanh: Chuén bi dung dich A, B, ¢ va D theo nhu
Bane 13.2.5, va theo qui trinh nhu da md ta trong phan
Kiém tra MQUt6 anh huong.

Tinh ndng d6 ndi doc to:

linh ndng dd ndi doc 16 trong mdi &nu cla dune dich
A theo duong chudn thu (tvgc tir dung dich c. Phép thir
khong c6 gia tri triv khi tliod man cac yéu cau sau:

1) Gia tri tuyét doi clia hé s6 tirong quan clia dwong chuan
theo dung dich ¢ 16n hon hoac bang 0,980.

2) Luong ndi (toc to tim lai dwoc, tke 1a hiéu s6 ndng do
n6i doc to tim lai dwoc tronu dung dich B trir di ndng do
ndi doc to trong dung dich A, phdi nam trong khoang
50 % dén 200 %.

3) Két qua cua dung dich D khoéng vwot qua gi¢i han gid tri
trang cla thudc thi lysat da dung, hodc phai thap hon gidi
han ndi doc t6 phat hién cua lysat da dung.

DBanh gia két qua:

Mau thir dat phép thir ndi doc td vi khuan néu nong do ndi
doc t6 co trong mau thir tinh tir ndng dd ndi doc t6 trung
binh cla c4c ong dune dich A thap hon gi6i han n6i doc td
qui dinh trong chuyén luén riéng.

*Néu ty sO gia tri logarit dap (’ng gilta ndng do cao nhat
S0 v&i ndng do thap nhat trong khoang khao sét 16n hon 2,
thi nén thém mét s6 ndong do dé thu duoc duong chudn co
khodang céch gilra céc gia tri log phu hop.

13.3 PHEP THU CAC CHAT HA AP

Thir céc chat ha 4p la phwong phap sinh hoc duwa vao tac
dung ha huyét ap cla thudc dem thir trén meo da dwoc gay
mé so véi tac dung ha &p cla thudc histamin chuan.

Chudan bi thi nghiém

Pong vat: Méo khoé manh, truong thanh, dwc hodc cai
(khéng mang thai), can nang tir 1,8 kg tré Ién.

Nwdc mudi heparin: Dung dich chira 50 don vi heparin
trong 1 ml dung dich natri ciorid 0,9 % dung de chéng
dong mau. Cé thd ding mot dung dich chong ddng thich
hop khac dé thay thé.

Dung dich histamin chuan: Dung histandn dihvdroclorid
hodc histamin monohydrophosphat bao quan trong lo kin,
lam kho bang silica gel 2 h trwéc khi can. Hoa tan trong
nwéc cat mot lvgng histamin dé duoc can chinh xac thanh
dung dich chra 1 mg/ml hislamin base. Ngay Irvéc khi
thtr, pha loang dung dich histamin nay (1 mgrinl) bang
dung dich natri clorid 0,9 % da tiét trung thanh dung dich
¢6 ndng dod 0,1 pg/ml tinh theo histamin base.

Mau thir: Pha theo tirng chuyén luan twoim (ng trong dung
dich natri clorid 0,9 % d4 tiét khuan hoac tronc dung méi
thich hop, dén ndng do can thiét.

Tién hanh

Meo duoc gady mé bang cloralose hodc mot loai barbiturat
thich hop nhu pltcnobarbilal v.v... de duv tri dwoc huyét
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ap dong déu trong snot thoi gian thi nghiém, cé dinh dong
vat trén ban md, can lam nhe nhang sao cho méo khéng bi
kich thich. C6 bién phap gilr dé than nhiét méo khdng gidm
qua gigi han sinh ly bang den hoac 10 swdi. Thong khi quan
bang mdt canuyn thuy tinh. Boc 16 ddng mach canh, long
canun c6 chtta ddy nuéc mudi heparin (hodc dung dich
chong dong khac) vao dong mach canh. NGi canuyn véi
huvaét &p ké thdy ngan hodc mot thiét bi ghi huyét 4p khac
dat yéu cau vo do nhay. Boc 16 tinh mach dui, ludn vao doé
mot kim tiém dau tu cé chlra nwéc mudi heparin, budc cd
dinh lai d6 tiém mau thir hodc histamin chuén.

Xac dinh d6 nhay clia dong vat voi histamin bang cach
tiém tinh mach cac lieu 1 ml (0,1 g) va 15 ml (0,15 pg)
dung dich hislatnin chudn cho mdi kg tho trong. Khoéng
cach thoi gian gitta cac lan ticm it nhat 1a 1 min sau khi
huyét ap da trv lai miéc binh thuong. Binh thwong mot ligu
histamin 0,1 lig/kg thé trong méo lam huyét ap ha khoang
20 mtnHg. Ldp lai liéu thap histainin chuan (1 ml/kg) it
nhat 2 lan. Dong vat dwoc dung vao thi nghiém khi su
gidam huyét 4p Ia hang dinh ¢ cac lieu 1 ml/kg va véi lieu
1.5 ml/kg phai c6 d6 ha &p I6n hon.

Sau khi da dat yéu cau thlr d6 nhay véi histainin, tiém tinh
mach cho mdi kg méo 1 ml dung dich histamin chuén.
Tiép theo tiém 2 lidu lién tuc clia mau thir theo chi dan clia
tirng chuyén luan va cubi cung lai tiém dung dich histamin
chuén voi lieu 1ml/kg. Thoi gian gitra cac lan tiém la hang
dinh nhw da néu & trén. Nhac lai chudi tiém nhw trén mot
Ian nra va két thic bang 1,5 ml dung dich hislamin chuén
cho 1kg meo.

banh gia két qua

a) Neu do ha ap clia dung dich histamin chuén liéu 1,5 ml/kg
khong 16n hon liéu 1 ml/kg thi thi nghiém khong c6 gia tri.
b) Ché pham dat yéu cau vé thlr cac chat ha ap néu dat ca
2 diéu kién sau:

Gia tri trung binh clia cac do ha &p khi liém mau thir khong
Ién hon gia tri trung binh cla cac do ha ap khi tiém dung
dich histamin chuén liéu 1 ml/kg thé trong meo.

Mtrc ha 4p clia moi lan tiém mau thir déu khdng cao hon
mirc ha &p clia dung dich histamin chudn liéu két thic
15 ml/kg.

¢) Ché pham khonu dat yéu cau néu mot trong 2 diéu kién
trén khéng dat.

Chl y: Dong vat khong duoc ding dé thir tac dung ha ap
nita néu trong qua trinh thi, da c¢6 1an mau thir gay ha
ap 1ém hon mic ha 4p (lo lieu két thic 1,5 mi dung dich
histamin chuén cho 1kg méo, hodc gia tri ha ép clia dung
dich histamin chuin & liéu két thic 1,5 ml/kg nhd hon gia
tri trung binh cla céc ligu 1 ml/kg da tiém trwéc do.

134 PHEPTHU CHAT GAY SOT

Phép thir dvoc xac dinh bang cach do sy tanu than nhiét
thé sau khi tiém tinh mach dung dich vd khuan cua chat
can kicm tra.
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Twa chon dong vat thi nghiém

Dung tho tredng thanh, khée manh, c& 2 giéng, can nang
khong duwdi 1,5 kg, nubi dudng bang thic &n khdng co
chtra khang sinh va thé khong c6 dau hiéu giam can trong
qua trinh thir nghiém. Khéng dung dé thir nghiém néu:

Q Thé tnéi duoc dung thi chal gay sot c6 két qua am tinh
trong vong 3 ngay truwéc do, hodc

b) Thé da dwgc dung thir chat gy s6t cé két qua dwong
tinh trong vong 3 tuan.

Khu vic lvu gilt déng vat

Tho duwoc nudi gilr riéng tirng con trong khu vire yén tinh,
6 nhiét do 6n dinh. Cho tho nhin an tir dém trudc khi thir
cho dén khi thir xong, khong cho udng nuéc trong qua
trinh thir. Tién hanh phép thlr trong phong yén tinh, khong
co tiénti 6n, nhiét do phong chénh léch khéng qua 3°c so
v6i khu vuc nudi gid, hodc thé phai dugc luu gilr o diéu
kién phong thi nghiém trong khoang it nhat 18 h truéc khi
thr nghiém.

Dung cu, bom va kim tiém

Tat cd cac dung cu, bom va kim tiém phai dwoc rira sach
va trdng nuéc cét, sdy ¢ nhiét do 250 °c trong 30 min hoac
200 °c trong i h.

Hop, gia gil thé

Céc hop, gia gilr thd cho treong hop do nhiét dd bang thiét
bi dién dugc thiét ké dé gilr & c6 con vat nhing khong duoc
chét qua, phan co thé con lai dwoc thoai mai do thd co the
ngdi & tw thé binh thudng. Khdng gilt thd bang cac loai kep
hodc gia c6 thé gay dau hodc kho chiu cho con vat. Tho phai
dwoc cho vao hop hode gia it nhat 1h triede khi thlr va gitr &
d6 trong su6t qua trinh thir nghiém.

Nhiét ké

Nhiét ké hodc thiét bi dién dung dé ghi nhiét d6 c6 do
chinh xac 0,1 °c va dugc dua vao truc trang cla thd voi do
sdu 5 em. B9 siu clia nhiét ke trong tryc trang phai gidng
nhau gitra cac thd. Néu dung thiét bi dién, dau do nhiét do
phai dwgc dat trong tric trang trong subt qua trinh the.

Tht nghiém so bd

Chi nén tién hanh thtr so b v6i nhitng tho lan dau tién
duwoc ding dé thlr chét gay sot.

Trong vong 1dén 3 ngay trwdc khi kiém tra mau thr, tiém
tinh mach tai 10 ml/kg tho dung dich natri clorid 0,9 %
khong ¢ chat gay soOt, da lam &m dén khoang 38,5 cc
truéc khi tiém. Ghi nhiét do tho, bat dau it nhat 90 min
truge khi tiém va ti€p luc trong 3 h sau khi tiém. Khong
dung nhitng tho c6 nhiét d6 thay doéi qua 0,6 °c. vao thlr
nghiém chinh thtc.

Th nghiém chinh thic

Mbi mau dugc thir trén mdt nhdm 3 tho.

(whuan bi \A tiém mau fhir. Mau thi cé thé dugc hoa tan
trong modt dung MA khdng cé chat gav sét, dung dich
natri clorid 0,9 % hodc mét chat 16ng dwgc qui dinh trong
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chuyén luan riéng. Lam dm dung dich tbl Ién khoang
38,5 °c trugc khi tiém. Tiém cham dung dich thir vao tinh
mach tai thé trong khoang thoi iTian khong qua 4 min, triy
khi ¢é chi dan gi khéc trong chuyén luan riéng. Lwgng mau
thir dugc ticm sé thay doi tly theo ché pham can kiém tra va
dwoc qui dinh trong chuyén luan riéng. Thé tich ticm trong
khoang 0,5 ml/kg can nang dén 10 ml/kg can nang tho.
Theo ddi nhiét do vaxac dinh dap rng:

Ghi nhiét d6 thd 30 min mot lan, it nhat 90 min trwéc khi
tiém va ti€p tuc 3 h sau khi tiém. Theo do6i nhiét do truéc
khi tiém, khong ding vao thir nghiém néu:

Thé c6 chénh léch nhiét d6 > 0,2 °c gitta 2 lan ghi lién
tiép, hoac

Thd ¢ nhiét dd ban dau cao hon 39,8 °c hodc thap hon
38 °Cl, hodc

Nhiét doé ban dau cta 3 tho trong clinu nhdm khac nhau
qua 1°c.

“Nhiét do ban dau" clia moi thd la trung binh cua 2 gia
tri nhiét do uhi dugc cach nhau 30 min, xac dinh trong
khodng 40 min ngay truéc khi tiém dung dich thir. “Nhiét
do toi da” clra moi tho la nhiét do cao nhét ghi dwoc cho
thd dé trong vong 3 h sau khi tiém. Chénh léch gilta “nhiét
dd ban dau” va “nhiét do toi da” dugc goi la dap tng. Khi
chénh léch la am, két qua dugc coi la dap tng bang O.
Danh gia két qua:

Pau tién thr trén modt nhém 3 thd, tly thudc vao két qua
thu dwogc, thir thém 1an lwot tirng nhém 3 tho khac cho dén
khi tong cdng 4 nhom, néu can. Néu l6ng dap (ng cua
nhém dau tién khone virgt qua so ghi trong cot 2 clia Bang
13.4, thi mau thir dat yéu cau. Ncu tong dap rng vuot qué
s0 ghi trong c6t 2 nhung khdng vuot qua so ghi trong cot 3
thi 13p lai phép thir trén nhém khac nhw da ncu ¢ trén. Ncu
tong cac dap (ng 16n hon s ghi trong cot 3 thi mau thir
khong dat yéu cau.

Bang 13.4

Mau thir dat néu Mau thir khéng dat

S6 tho tong dap rng néu téng dap tng
khong vuot qué vurot qua
@) @ ©)
3 1,15 °c 2,65 °c
6 2,80 °c 4,30 °c
9 4,45 °c 5,95 °c:
12 6,60 °c: 6,60 X’

Nhitng thd c6 nhiét d6 tang cao qua 12 °c thi loai va
khong bao gio dung lai cho phép thir chat gay sot.

135 THU BOC TiNH BAT THUONG

Ddc tinh bat thwdng cla thude duwoc xac dinh bang cach
theo dbi s& chudt chét trong thoi gian 48 h sau khi cho
chudt mot liou thude qua dudng dung theo qui dinh.

fi
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Dong vat thi nghiém

Chudt nhét trang khoé manh, can ning 18 g den 22 g,
chuwa dunu vao thi nghiém, néu la chudt cai phui khéng
cé thai hodc dang cho con b, dugc chan nudi trong diéu
kién binh thwong.

Chuén bi dung dich thtr

N6u khong c6 huéng dan gi khac, chuan bi dung dich thir
bang cach hoa tan mau thir trong dung dich natri clorid 0,9 %
hodc nuéc cat tiém (néu thir theo dwdng tiém) hodc phan tan
déu mau thl Trong nuéc cét (ncu thir theo dwdng udng) de thu
duoc dung dich hodc hon dich co chira lvgng chat can tliir phu
hop véi murc liéu qui dinh trong chuyén luan riéng.

Tién hanh tho

Dung 5 chudt, cho mdi con 0,5 ml dung dich thir bang mdt
trong nhirng dwdng dung sau:

Tiém tinh mach: Tiém vao tinh mach dudi clia mbi chudt
v6i toc dd hang dinh trong 15 s den 30 s.

Tiém trong mang bung: Tiém qua lép da bung vao théng
hdc bung chudt.

Tiém dudi da: Tiém dudi da vao mot chd ¢ lwng hodc bung.
Udng: Cho ubng bang mdt kim cong dau tit hoic mot dung
cu khéac thich hop, phai dam bao dwa thudc vao trong thuc
quan hodc da day.

banh gia két qua

Néu khéng c6 huéng dan gi khac thi quan sat chudt 48 h
sau khi dung thudc.

Néu khong c6 chudt nao chét thi mau thir dat yéu cau.
NEu c6 chudt chét, lam lai thir nghiém véi 10 chudt khac,
duing chudt c6 can nang (19 + 1) g. Sau 48 h, néu khong co
chudt nao chét thi mau thir dat yéu cau.

136 THU GIOI HAN NHIEM KHUAN
1 XAC BINH TONG SO VI SINII VAT

Gidi thiéu

Phcp thir sau day cho phép xéac dinh s6 lwvgng khuan wa
nhiét trung binh va ndm c6 thé phat trién duwc trong diéu
kién hiéu ki,

Phcp thir nhdm danh gia ché pham thir cé dap tng tiéu
chudn chét lugng da cong bd vé chi tiéu vi sinh hay khéng.
Khi si dung phép th* cho tnuc dich nay, can tuan thi
theo chi dan dudi day vo s6 lvong mau dem thir, danh
gia két qua.

Phép thir nay khong ap dung dwoc ddi véi che phdm thudc
¢6 thanh phan chinh la vi sinh vt séng.

C6 thé st dung qui trinh kiém tra vi sinh khac, bao gém
cé&c phuong phap ty ddong néu chirng minh duoc linh twong
dwong cua chdng véi phuong phap ghi trong duoc dién.

Qui (tinh chung

Tién hanh phép thi trong digu kién dam bao tranh dugc
sy tap nhiém vi sinh vat bén ngoai vao mau thir. Cac bién
phap phong tranh Lap nhiém phai khong &nh hudng dén bt
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ctr loai vi sinh vat nao c6 thé phat hién dwgc trong mau thir.
Neu mau thir cé chira chét tic ché vi sinh vat thi can phai lo.
b6 hodc trung hoa trudc khi thi nghiém. Khi sir dung chat
bat hoat, can chirng minh kh& nang bat hoat clia chling va
dam bdo chat bat hoat do khong chilra doc td vai vi sinh vat.
Khi st dung chat dién hoat trong qua trinh chuan bi mau
thtr, phai dam bao chét dién hocat d6 khong chira doc to voi
vi sinh vat va chat dién hoat phai twong thich véi chat bét
hoat khac cung dwoc st dung.

Phuong phap xac dinh tong s6 vi sinh vat

Str dung phuong phap mang ioc hodac phwong phap dia
thach. Phuong phap MPN (Most Probable Number) noi
chung c6 dd chinh xac thap nhat trong sé cac phwong phap
dém vi sinh vat, tuy nhién, véi mau thir c6 s6 lugng vi sinh
vat rat thap thi dav lai 1a phuvong phap phu hgp nhét.

Lwa chon phrong phap thi dwa trén nhiéu yéu to nhu ban
chat clla mau thlr va gi¢i han vi sinh vat cho phép. Phuong
phap dugc lya chon phai dam bao tién hanh trén lwgng mau
da dé danh gia dwoc mau thir dap (ng theo tiéu chuén, can
phai xéac dinh sy phu hep cta phuvong phap da lya chon.

Kiém tra chat lwong moi truong, s phu hop cla
phwoiig phap dém, chirng am tinh

Yéu céu chung

Phai chirng minh phuong phap thir ¢c6 kha nang phat hién
vi sinh vat khi c6 mit mau thir.

Phai chirng minh si phu hop cua phwong phéap khi co su thay
ddi trong qua trinh tién hanh thir nghiém hodc c6 su thay doi
V& san phdm lam anh hwong dén két qua clia phép thir.

Chuan bi chling vi sinh véat

C6 thé st dung hdn dich chang vi sinh vat 8n dinh da duoc
tiéu chuan hoa hodc chuén bi nhu trinh bay dugi day. Ky
thuat luu gitk chdng goc phai dam bao vi sinh vat duoc
cdy truyén khong qua 5 lan tir giong goc ban dau. Cay cac
chding vi sinh vat va ndm riéng ré theo Bang 13.6.1.

St dung dung dich dém natri clorid-pepton pH 7.0 hodc
dung dich dém phosphat pH 7,2 dé pha hon dich ching
vi sinh vat. De pha hon dich A niger, thém poiysorbat
80 (TT) véi ty 18 0,05 % vao dung dich dém. Hon dich
dwoc st dung trong vong 2 h, néu bao quan ¢ 2 °c den
8 °c thi cd thé st dung trong vong 24 h. Ngoai ra, d6i voi
A niger va B suhtiiis, thay vi chuén bi va pha lodng hon
dich chung dang sinh duong thi c6 thé st dung hdn dich
bao tw 6n dinh. H6n dich bao tir dwoc bao quan & 2 °c dén
8 rC trong khodng thoi gian da dwoc thdm dinh.

Chirng &m tinh

D6 danh gia diéu kién thir nghiém, tien hanh mau chiing
am tinh bang cach st dung dung dich pha lodng thay cho
mau thi. Mau chi*rng am tinh phai khéng duoc cd vi sinh
vat phat trien. Mau chima am tinh cune cd thé dugc tién
hanh ciing Iic véi mau thir nhu mo ta trong phan Céch tien
hanh. Can phai xem xét hé thong kv luvéng khi mau ching
am linh khong dat.
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Kiém tra chat lwgng moi treong

Tién hanh kiém tra chat lvong doi voi moi 16 moi tnrong
pha ché san hodc moi 16 mai truedng dugc pha ché tir moi
truong khd hay tir cac thanh phan riéng lé.

Cady riéng ré vao méi trvong thach casein dau twong hay

PIITU LUC 13

vat (khdng qua 100 CFU) theo chi dan trong Bang 13.6.1.
Cdy riéng ré vao moi treong thach Sabouraud-dextrose
mot lwgng nhé vi sinh vat (khdng qua 100 CPU) theo chi
dan trong Bang 13.6.1. U mdi truong theo diéu kién ghi
trong Bang 13.6.1.

moi trwong léng casein dau twong mot lwgng nhé vi sinh

Vi sinh vat

Bang 13.6.1- Chuén bi va sir dung chding vi sinh vat

;Chuén bi chiing vi
sinh vat

Kiém tra chat lvgng méi trwong

Dém téng s6 vi

Dem tdng s6

Sv phu hop cla phuong phap dém
khi c6 mat mau th

Pem tdng sb vi sinh

Pém téng $0

i sinh vat hiéu khi nam vat hiéu khi nam
IStaphylococcus aureus  Moi truongthach  M@i truong thach Mbi trvong thach
ATCC 6538 casein dau tuong casein dau tuong casein dau luong/
NCIMB 9518 ihodc moi trvong léng va mdi trudng 1dng MPN méi truong
CIP 4.83 I easeindautu<mg  casein dau tuong 16ng casein dau tuong -
NBRC 13276 30°C-35°C < 100 CPU < 100 CPU
18h-24h 30°c-35°C 30°c-35°C
< 3 ngay < 3ngay
Pseudomonas I Méi trvong thach ~ MAi trudng thach Mbi treong thach
aeruginosa | casein dau twong  casein dau twong casein dau twong/
ATCC 9027  hodc méi trwong  va mdi truong 16ng MPN mbi truong
NCIMB 8626 I 16ng casein dau casein dau tuong I6ng casein dau tuong
CIP 82.118 twong <100 CPU < 100 CPU
NBRC 13275 30°C-35°C 30°c-35°c 30°c-35°c
j i8h-24h < 3 ngay < 3ngay
Bacillus subtilis Mai trudng thach ~ M0i truong thach Mbi trvong thach
ATCC 6633 casein dau tuong casein dau tvong casein dau tuong/
NCIMB 8054 hodc mdi truong 16ng va mdi trdng long MPN moi trudng
CIP 52.62 casein dau tuong casein dau twong Idng casein dau tuong
NBRC 3134 30°C-35°C < 100 CPU <00 CPU
18h-24h 30°C-35°C 30yC-35 °c
<3ngay < 3ngay
Candida albicans ; M@i trwdng thach  Madi trirong thach Mobi treong Mobi trvong thach Mobi truong
ATCC 10231 iSabouraud-dextrose  casein dau tuong thach casein dau tuong thach
NCPF3179 | hodc mbi truong <100 CFU Sabouraud- < 100 CFU Sabouraud-
IP 48.72 * |ong Sabouraud- 30°C-3°C dextrose 30°c-35°C dextrose
NBRC 1594 dextrose <5 ngay < 100 CFU < 5 ngay < 100 CFU
20°C-25°c 20°c -25°c MPN: khdng 4p dung 20 °c - 25 °c
2-3 ngay < 5 ngay < 5 ngay
Aspergillus niger : MOoi tredng thach  MGi trwdng thach M@i truong Mdi treong thach Mbi truong
ATCC 16404 Sabouraud- casein dau twong thach casein dau tvong thach
IMJ 149007 dextrose hodgc méi < 100 CPU Sabouraud- < 100 CPU Sabouraud-
1P 1431.83 trudng thach khoai 30°c-35° dextrose 30°c-3°c dextrose
NBRC 9455 tay dexirose < 5ngay < 100 CPU <5ngay < 100 CPU
20°c -25°c 20°c -25°c MPN: khong &p dung 20 °c - 25 °c
5-7 ngay, hodc < 5 ngay < 5ngay

' dén khi thu duoc
bao tr

P1.-301
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Doi v&i moi tredng thach, s6 lwong vi sinh VAt phét trién
trén 16 moi truon Tmaéi khong dugce khac qua 2 1an so voi
s6 lvong tinh dwoc ctia hon dich ching da dwoc liéu ehuan
hda. D6i véi ching dugc pha ché khi dlng, su phat trien
cla vi sinh vat trén 16 mdi tredng mai sé dwoc so sanh voi
st phat trién cla vi sinh vat trén 16 moi truong da dat yéu
cau chat lugng.

D06i v6i mdi trvong long, sw phat trién rd rans cla vi sinh
vat trén 16 méi trvdng méi dwge so sanh véi sy phat trien
cua vi sinh vat trén 10 moi trvong da dat yéu cau chat lvong.

Kiém trasuwphu hop ciaphuong phap dem khi c6 mat
mau thi

Chu&n bi mau thi: Phuomg phap chuén bi mau thi phu
thudc vao tinh chat vat ly ctia mau thir. Neu khong thé &p
dung céach nao trong cac cach dudi day, cd thé sw dung
bién phap khac dé xir Iy mau.

Mau thir tan trong nuéc: Hoa tan hodc pha lodng (thwong
pha lodng 10 1an) mau thi trong dung dich dém natri
clorid-pepton pH 7,0, dung dich dém phosphat pll 7,2
hodac méi trvong ldng casein dau twong. Diéu chinh déu
pH 6 dén 8, néu can. co thé pha lodng ti€p néu can bang
cung dung dich pha loéng.

Mau thtr c6 ban chat khdng phai chét béo, khdng tan trong
nwéc: Pha lodng mau thir (thwdng pha lodng 10 Ian) trong
dung dich dém natri clorid-pepton pH 7,0, dung dich dém
phosphat pH 7,2 hodc méi trwong long casein dau twong.
C6 thé thém chat dién hoat nhuw polysorbat 80 (Ti") véi ty
l&é 1g/L dé ting kha nang thdm nudc cla mau thir. Diéu
chinh dén pH 6 den 8. neu can. C6 thé pha loang licp neu
can bang cung dung dich pha loang.

Mau thir c6 ban chat la chat béo: Hoa mau thir trong
isopropyl myristirt (77) da dwoc tiét khuan truéc bang cach
loc qua mang loc hodc trén mau thlr v6i lvong nho nhat
co thé poiysorbat 80 (77) vO khudn hodc mot chat dién
hoat khac khdng c6 tinh (rc ché, lam néng néu can ¢ nhiét
dod khong qua 40 °c, trong mot sb it truong hop cé thé sk
dung nhiét dd khong qua 45 cc. Trdn can than va néu can
c6 thé duy tri trong bé on nhiét. Thém vira di lvgng dung
dich pha loing da dugc lam am san dé thu duoc do pha
lodng 10 lan. Duy tri nhiét do trong thoi gian ngan nhat
va trén can than dé thu dwoc nhii dich, cd thé tiép tuc pha
lodng theo cdp s6 10, trong d6 dung dich pha loang dugc
b6 sung polvsorbat 80 (77) hoéc chét dién hoat khéng cd
tinh tic ché khac véi nong do thich hop.

Dung dich hodc chéat ran duéi dang aerosol: Chuyén mau
th® 1én mang loc trong diéu kién vd khuan hodc chuyén
sang binh chita vd khuan dé tiép tuc lav mau. C6 thé st
dung toan bd lvgng mau hodc mot s liéu nhat dinh tir cac
don vi déng goi dem thir.

Thudc dan: Loai bé Iép bao vé bén ngoai va dat miéng dan
(médt dinh nglra Ién trén) vao binh v6 khuan. Phi len bé
mat miéng dan mot loai vt liéu x6p v6 khuan, vi du tdm
gac vb khuén, dé tranh cho cac miéng dan dinh vao nhau
va cho vao miéng dan mét lvgng dung dich pha loang
thich hop c6 chira chat bat hoat nhwpoivsorhat 80 (77) va/
hodc lecithin. Lac kv it nhat 30 min.
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Cay (hung ro pha loéng:
Thém véao mau thir da dwoc xi ly nhu md t& & phan Chuén
bi man thir clia muc Kiém tra supht hop ctiaphuong phap
dém khi ¢ mat mau thr va thém vao ong chirng (khéng
¢6 mau thir) mét lugng hon dich vi sinh vat co chita khong
qua 100 CFU. Thé tich cla hon dich vi sinh vat khong
duoc veot qua 1% thé tich mau thir da duoc pha lodng.
DPé danh gia doé phuc hoi cta vi sinh vat khi c6 mat mau
tho, tién hanh pha lodng mau thir it nhat c6 thé. Néu khdng
thé pha loang it nhat do ban than mau thir c6 lac dung tc
ché vi sinh vat hodc mau thr khé tan trong nuwéc, can ap
dung céc bién phap pht hgp hom. Neu khong thé loai bo
duoc tac dung trc che vi sinh vat clia mau thir, nén thém
hon dich vi sinh vat vao mau thir sau khi d4 trung hoa, pha
lodng hoac loc mau th.
Trung hoafioai bo tac dung cua chat tc ché:
So sanh sb lugng vi sinh vat hdi phuc sau khi pha lodng
nhu nid ta trong phan Cay ching va pha lodng va u nhw
qui dinh trong phan Hoi phuc vi sinh vat khi c6 méat mau
thlr v6i so lwgng vi sinh vat hoi phuc clia 6ng chirng.
Neu c6 s (e ché vi sinh vat phat trien (s6 lugng vi sinh vat
giam qua 2 1an), thi phai thay doi qui trinh dem sé lwong
vi sinh vat dé khang dinh tinh cé gia tri cta th& nghiém.
Sy thav doi nay cd the la: (1) tdng thé tich dung dich pha
lodng hodc méi trieong nudi cdy, (2) phdi hgp chat trung
hoa ddc hiéu hoac chét trung hoa pho bien trong dung dich
pha lodng. (3) 4p dung phwong phap mang loc, (4) phdi
hop céc hién phap néu trén.
Chat trunit hoa:
Mot s chat dugc ding dé trung hoa tac dung cla chét tc
ché vi sinh vat (Bang 13.6.2) duoc thém vao dung dich pha
loang hodc méi trwong nudi cdy trwdc khi hdp tiét khuan.
Trude khi st dung, phai tién hanh mot mau tring c6 chét
trung hoa, khong c6 mau thir de khang dinh hoat tinh cla
cht trung hda va khang dinh chat trung hoa khdng c6 doc
tinh do6i vé&i vi sinh vat.

Hang 13.6.2 - M6t sd chat trung hoa théng dung

1Chat/phuvong phap
trung hoa

- x e ol . 'Natri hydrosuliit
Cilutaraldehyd, dan chat thay ngéan (Natri bisulfit)

Chat Urc ché

Dan chét phenol, alcohol, céc

aldchyd, sorhat Pha loang
Cac aldchyd Glycin

Dan chét ainoni boc 4,

parahvdroxyben/oat (c&c paraben), Lecithin
bis-biguanid

Dan chat amont béac 4, iod, cac Polysorbat
Paraben

Dan chéat thuv ngan Thioglycolat
Qan chat tlilv ngan, cac halogen, Thiosuifat
cac aldehvd

EDTA (cdetat) ion M<y+hodcion G r
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Néu khong tim dwgc phwemg phéap trung hoa phu hop, cé
thé thdy viéc khong phan 1ap duogc vi sinh vat dd cay vao
mau thir cho thdy ban chat mau thir co tac dung (¢ ché.
Picu nay cho thdy mau thu s& khong cé kha ndng bi tap
nhiém céc vi sinh vat d4 thir. Tuy nhicn, rat c6 thé mau th
chi (¢ ché mot sb vi sinh vat dd thr ma khéng (rc ché vi
sinh vat ngoai danh muc cac vi sinh vat da thir. Khi dd, tién
hanh th* nghiém véi do pha foang cao nhat tuong tliich
VGi sy phat trién vi sinh vat va pht hgp vai gioi han nhiém
khuén cho phép ctia mau th.

Haiphuc visinh vat khi ¢ mat mau thie: B6i vai mbi vi sinh
vat duoc liét ké trong Bang 13.6.1, tién hanh céc thi nghiém
riéng ré. Chi dém vi sinh vat dugc cho vao mau tht.

« Phucmg phap mang loc:

Sir dung mang loc c6 kich thwéc 16 loc khong qua 0,45 pin.
Ban chat mang loc dwoc lwa chon sao cho kha nang luu
gitr vi sinh vat khong bi anh huong boi cac thanh phan clia
mau thir. D8i voi mbi loai vi sinh vat dugc ghi trong Bang
13.6.1. st dung mét mang [oc riéng.

Chuyén mét lvong pht hop mau ther (thudng la luong
tvong dwong véi 1 g hodc 1 ml mau thtr, hodc luong mau
nho hon néu du doan chlra nhiéu vi sinh vat) da dwoc x&
Iy theo phan Chuan bi mau th, Cay chlng va pha loang,
Trung hoa/ioui b6 tac dung cuia chat (rc ché 1én mang loc,
loc ngay va rita mang loc véi thé tich thich hop clia dung
dich pha loéng.

Dé dém téng s vi sinh vat hiéu khi, chuyén mang loc Ién
bé mat dia moi truong thach casein dau tiiong. Dé dém
tong s6 ndm, chuyén mang loc 1én bé mat dia moi treong
thach Sabouraud-dextrose. U cac dia moi trvong theo diéu
kién ghi & Bang 13.6.1. Sau d6 dém so lugng khuan lac.
 Phurong phép dia thach:

V6i mbi loai mdi treong, tién hanh trén it nhat 2 dia Petri
va tinh két qua trung binh.

Phrong phap cdy tron: Sir dung dia Petri dwong kinh
9 cm, thém vao mdi dia 1 ml mau thir d& duoc xir ly theo
phan Chuan bi mau thr, cdy ching VApha lodng, Trung
hoa/loai bé tirc dung cuia chat Gc ché va 15 ml den 20 ml
moi treong thach casein dau twong hodac moi truwong thach
Sabouraud-dextrose, cd hai méi trudng coé nhiét do khéng
qua 45 ec. Néu st dung dTa Petri ¢6 duong kinh 16n lum,
thé tich moi truong phai tang 1&n cho phu hop. BEi vai moi
loai vi sinh vat dugc ghi trong Bang 13.6.1, si dung it nhat
2 dia Petri, U cac dia mdi trudng theo diéu kién ghi & Bang
13.6.1. Tinh trung binh s6 lwvgng khuén lac dém dwoc ddi
véi moi loai mdi trwong va tlr dé tinh ra s6 lwgng vi sinh
vét trong dich edv ban dau.

Phuong phap cdy trai bé mat: S dung dia Petri duwong
kinh 9 crn, thém vao mbi dia 15 ml dén 20 ml méi trudng
thach casein dau tueng hodc mdi trudng thach Sahouraud-
dextrose ¢ nhiét dd khoang 45 cc va dé moi truong dong.
Néu st dung dia Petri c6 duong kinh 16n bon, thé tich
mai treong phai tang 1én cho phu hop. Lam kho dia. vi du
trong buéng thoi khi sach (laminar air flow) hodc tu am.
DAi vgi moi loai vi sinh vat dugc ghi trong Bang 13.6.1,
st dung it nhat 2 dia Petri. Trai 1én bé mat dia moi trudng
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thé tich khéng dudi 0,1 ml mau thir da duoc xi ly theo
phan Chuan bi mau thir, cdy ching vo pha lodng, Trung
hoa/loai bé tac dung cla chét trc ché. G va dém so lvong
khuén lac giéng muc Phuong phap cdy tron.

 Phuong phap MPN (Most Probablc Number):

Phuwecmg phap MPN ¢é do chinh xac va doé ding kém hon
so v&i phuong phap mang lgc hodc phuong phéap dia thach.
Két qua dém tong s6 ndm bang phuong phap MPN cang
cho sai s6 nhiéu hon. Chinh vi vy, phrong phdp MPN
chi duoc sir dung khi khong thé ap dung phrong phap nao
khac, Néu sir dung phwong phap MPN, can tuan tha cac
bugc sau.

Chuén bi it nhat 3 ndng dd pha loang 10 1an clia mau thir da
dwoc xt iy nhw phan Chuén bi mau thir, Cay chiing vapha
lodng, Trung hou/loai bd tac dung cla chat tc ché. Dbi
vGi mbi do pha lodng, cdy 1g hodc 1ml vao 3 8ng nghiém
c6 chra 9 ml den 10 ml mdi trwdng long casein dau twong.
Neu can, co thé thém chat dién hoat nhw poiysorbat 80
(TT) hodc céac chat bat hoat pbu hop khac vao méi truong.
Nhu vay, co tat ca 9 6ng nghiém cho 3 mirc ndng do pha
loding clia mau thi.

(r tdt ca cac 6ng nghiém trén & 30 °c dén 35 °c trong
khong qua 3 ngay. Néu khdng thé doc két qua chinh xac do
ban chdt miu thir gay kho khan cho viéc quan sat sy phat
trién cua vi sinh vat thi cdy chuyén sang méi trwong long
casein dau tuong hodc méi trvdng thilch casein dau twong,
0 ti€p ¢ nhiét dd nhu trén trong 1ngay dén 2 ngay, sau do
doc két qua. Xéac dinh chi s6 MPN trong 1g hodc 1mi mau
thr theo Bang 13.6.3.

Két qua va danh gia

Khi danh gia sy phu hop cta phuvong phap mang loc hodc
phwong phap dia thach, gia tri trung binh dém dugc cua
cé&c sinh vat thir phai khéng duoc khac qua 2 lan so voi
két qua cua 6ng chirng khong chtra mau thir thu dugc
theo phan Cay chung vapha loang. Khi danh gia si phu
hop ctia phuong phap MPN, gié tri MPN phai nam trong
khoang tin cdy 95 % clia két qua thu dwoc clia dng chirng.
Néu cac yéu cau tron khéng dap hng d6i véi mot hoac
nhiéu loai vi sinh vat dem thir & tat ca phuong phap thi thi
Iva chon phuong phéap va dién kién thir nao c6 dap (rng gan
nhét yéu cau tren.

Céach tién hanh

Lwgng mau thir dung cho th nghiém

Trir khi co chi dan riéne, 18y 10 g hodc 10 ml mau thir dé
tién hanh thir nghiém trong diéu kién dam bao nhv da dé
cap O trén. DO vGi thude khi dung chira dung dich hoic
chét ran, tién hanh thx trén 10 don vi déng géi. DG6i vai
thudc dan, tién hanh thir trén 10 miéng dan.

Lwong mau thir nghiém cé thé giam xuéng tuy theo luong
duwgc chat chinh droc dua vao ché pham trong céc trrong
hop sau: Khdi iwgng dwoc chat chinh khéng qua 1 mg
trong 1don vi (I vién nén, 1nang, i 6ng hodc lo thudc
tiém...) hodc khdi tugng dugc chét chinh trong | g hodc
1 ml mau thr (d6i voi dang ché phdm da liéu) nhd hon

PL-303
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1mg. Trong nhirne trvdng hop nay, [ucyng mau thr nehiém Bang J3.6.3 - s6 lugng vi sinh vat KAnhnhat ¢ thé co
phai khong dugc nho hem lwgng man c6 trong 10 don vi trong ché pham
dong goi hodc 10 g hodc 10 mi man thi, S5 6 PR . ~ .

o o T T e x 0 Ong nghiém co s phat S luong vi i
Poi voi mau thr lu nguyén liéu nhung c6 khoi lwong rat trién clia vi sinh vat sinh VAt 16n ]

han ché ho&c c& 16 quéa nho (duwéi 1000 Tiii hodc 1000 g), S5 2 hodic ml mau thir ch hat c6 thé Pdtincav 1
lrgng mau thir nghiém bang 1% cd 16, mdt sé tredng hop 0 2 hoac myl rpau thr cho  nhat co the 95 %

lvgng mau thir co thé nhd hon va phai cé qui dinh cu thé. Mot ohg co trong 19
DG6i v6i mau thir ma tong s6 don vi trong mot 10 dudi 200 01 001  000i hodc 1mi
(vi du mau thr nghiém 1am sang), cé thé ticn hanh thir 0 0 0 <3 0-94
nghiém trén 2 don vi, treong hop ¢ 16 nhd lum 100 don 0 0 1 3 0,1-9,5
vi, c0 thé tién hanh th(* nghiém trén 1don vi. 0 1 . 0 3 01 m10
Lay mau nguyén liéu hodc mau thir mot cach ngéu nhién. 0 1 j 1 61 1917
De thu duoc du lugng mau theo véu cau, c6 thé phai tron 0 o 1 672 1'2 17
déu mau thir 1y tir cac don vi déng géi khac nhau. ) ' '

, 0 3 ' 9 94 35-35
gri]én ha“E, o 1 01 0 36 0,2- 17

wong phap mang ioc: .
Str dung dung cu loc dugc thiét ké pha hop, cho phcp c6 '’ . 0 ! 7.2 1,2-17 1
thé chuyén ming loc vao méi trueong nudi cdy. St dung 1 0 2 4 4 m35
phuong phap phu hop theo muc Kiém tra chat lwgng moi 1 i 0 74 13 20
truong, st phl hop clia phwolig phap dém, ching am tinh 1 1 1 n 4-35 i
dé chuan bi mau thir, va chuyén lvong mau thich hop lén 1 1 0 il 4-35 1
2 mang loc va tién hanh loc ngay. Rira mang loc bang qui 1 L i 15 5-38 i
winhphuhop. 1 3 0 16 5-38
Pe dem tdng sb vi sinh vat hiéu khi, chuyén mét mang loc .
A LA s o A A o ax 2 0 0 9,2 1,5-35 |
I1én bé mat méi truecmg thach casein dau twong. Bé dém
t6ng s6 ndm, chuyén mot mang loc 18n bé mat méi truemg | 2 o ! 1 14 4-3°
thach Sabouraud-dextrose. 2 0 2 20 5-38 !
0 dfa chira m6i treong thach casein dau tvong & 30 °Cdén 2 ! 0 15 4-38
35 °c trong 3 ngay dén 5 ngay va u dia chitra mdi trwong f 1 1 20 5-38 i
thach Sabouraud-dextrose & 20 °C dén 25 "C trong 5 ngay ) 1 1 2 27 9 94 |
derj 7 ngay, 'I;lnh S0 CFU (Colony Forming Unit) trong 19 5 1 0 7 5.40
hodc 1 ml mau thi. 3 0 .
Khi the nghiém véi thudc dan, loc riéng ré 10 % thé tich ) b 28 9-94
mau thir dugc chudn bi theo phan Chuan hi mau thir cia * 2 2 2 3b 9-9%
muc Kiém tra s phl hop cliaphmrtig phap dém khi cé mat 2 3 0 29 9-94
mau thi trén 2 mang loc vé khudn. Chuyén mot mang loc 1 3 1 36 9-94 i
Ién bé mat méi trudng thach casein dau tvong dé dém téng i3 0 0 73 5-94 |
s6 vi sinh vat hiéu khi va chuyén mang loc con lai 1énbé mat | 3 0 - 1 - 33 9-104
moi truong thach Sabouraud-dextrose dé dém tdng so nam. '
Phuongphap dia thach: e 3 oT 2 64 16-181
a) Phuong phép cdy tron: 3 11 0 43 9-181 !
Str dung phuong phap phu hop theo muc Kiém tra chat 3 i } 1 75 17-199 1
luyitg moi treong, sy pha hgp cla phuong phap dém, 3 1 « 2 120 30- 360
chiing am tinh de chuén bi mau thir. Tién hanh voi it nhat 2 -3 1 i 3 160 30- 380
qTa Petri f:ho rp_m Io‘al moi triong o m(3| nong dq pha Ioang, |3 2 0 %3 18-360
U dia chira mdi tredng thach casein dau twong ¢ 30 °c dén
35 °c trong 3 ngay dén 5 ngay va U dia chira moi truong  ° 3 2 1 10 30 - 380
thach Sabouraud-dextrose & 20 °c den 25 °C trong 5 ngay 3 “ 2 210 30 - 400
dén 7 ngay. Chon cac dia clla mot ndng do pha lodng nhét 3 2 3 290 90 - 990
dinh ma tai nong do pha lodng d6, s6 khuén lac thw dwoc | 3 3 0 240 40..990
la cao nhét va nho hon 250 dGi voi dia dém tc“irlg ) vi sinh 3 3 i 1 460 90- 1980
va}t hlleu, khi va n_ho hon 530 dOL.Vm, _d|a P_em t.ongmso nam. 4 3 2 1100 200 - 4000
T do tinh gia tri trung binh d6i véi moi loai méi trudng 3 3 3 1100

va tinh s6 CFU trong 1g hodc 1 ml mau thi.

PL-304
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b) Phrong phap céy trai bé mét:

St dung phuong phap phl hop theo muc Kiém tra chét
lugng méi truong, sw phu hop cla phwong phap dém,
chimg am tinh d€ chuén bi mau tht. Tién hanh vai it nhat
2 dia Petri cho mdi loai moi trudng & moéi ndng do pha
lodng. Diéu kién 0 va cach tinh két qua giéng phwong phap
cay tron.

Phuong phap MPN:

St dung phuong phap phu hop theo muc Kiém tra chat
lwvgng méi treong, sy phu hop cua phwong phap dém,
chimg am tinh d& chuén bi mau thkr. 0 tat cA cac 6ng
nghiém & 30 °c dén 35 °c trong 3 ngay doén 5ngay. Co thé
cdy chuyén néu can theo qui trinh pht hop. Tai mbi nong
do pha lodng, ghi lai s6 luvgng 6ng nghiém co vi sinh vat
phat trién. Xac dinh s6 lugng vi sinh vat trong 1 g hodc
1 ml mau thir theo Bang 13.6.3.

Panh gia két qua

Tong sO vi sinh vat hiéu khi dwoc coi la s6 khuén lac dém
duwgc trén moi truong thach casein dau lvong. Khuan lac
nam phat hién dwoc trén moi truong nay cling dwoc coi
[a m6t phan cla tong s6 vi sinh vat hiéu khi. Tong so
nam dwoc coi la sO khuin lac dém dugc trén moi truong
thach Sabouraud-dextrose. Khi tdng s6 ndm vugt qua gidi
han chdp nhan clia mau thir do vi kltudin moc trén moi
trwong nay, cd thé thém khang sinh vao méi truong thach
Sabouraud-dextrose (vi du 50 mg cloramphenicol vao 1L
moi triedng trwdc khi hap tiét khuan), s6 lwong vi sinh vat
dém duoc bang phuong phap MPN duoc coi la téng s6 vi
sinh vat hiéu khi. Neu khong thay cé khuén lac moc trén
dia c6 do pha lodng 1/10 thi két luan ché phadm cd it hon
10 CPU trong 1 g hoac 1ml.

Dua vao gi¢i han nhiém khuén cho phép, c6 thé danh gia
nhu sau:

101CPU: S0 lwong t6i da dwoc chdp nhan = 20;

102CFU: SO lugng toi da dwoc chap nhan - 200;

101 CFU: S8 lwgng t6i da dwoc chdp nhan = 2000 va cl
ti€p tuc nhu vay.

Céc dung dich va méi treong nudi cdy dwoc liét ké trong
muc Dung dich pha lodng v& mdi trudng.

2. XAC DPINH VI SINH VAT GAY BENII

Gioi thiéu

Phép thir sau ddy cho phép xé&c dinh sy khdna hién dién
hodc hién dién véi sa lvong han che ctia mot so vi sinh véat
gay bénh trong mau thir dwéi nhitng didu kién da qui dinh.
Phép thir nham danh gia ché pham thir c6 dap (ng tiéu
chuén chat lugng dd cong b6 vé chi tiéu vi sinh vat hay
khéng. Khi str dung phép thlr cho muc dich nay, can tuan
thi theo chi dan phia dudi vé s6 lwvong mau dem tha, danh
gia két qua.

Co thé sir dung qui trinh xac dinh vi sinh vat khac, bao
gbm ca cac phuwong phap lv déng, khi chitng minh duoc
tinh twong duong clia ching véi phuong phap ghi trong
duwoc dién.

PHU LUC 13

Qui dinh chung

Chuan bi mau thir theo md ta & phan Chuén bi mau thi.
Neu mau thr co chira chét Gc ché vi sinh vat, can loai bd
hodc trung hoa chat (¢ che nhv mo ta trong phan Trung
hoa/loai bd tac dung clia chat (rc ché.

Khi st dung chat dién hoat trong qua trinh chudn bi mau
thlr, phai dam bao chét dién hoat d6 khong chira doc to vdi
vi sinh vat va chat dién hoat phdi twong thich véi chat bat
hoat khéc cung dugc st dung nhi mo ta trong phan Trung
hoéa/loai bd tac dung cla chat tc ché,

Kiém tra chat lvcmg méi treong, s phu hop cla
phvong phép, chirng &m tinh

Phai chirng minh phuong phéap thit c6 kha nang phat hién
vi sinh vat khi c6 mit mau th.

Phai chirng minh sy phu hop cla phuong phap khi co
s thay doi trong qua trinh tién hanh thi nghiém hodc cé
st thay d6i vé& san phdm lam anh hudng dén két qua cla
phép thir.

Chuén bi ching visinh vat

C06 thé str dung hon dich chiing vi sinh vat on dinh da duoc
tiéu chuan héa hodc chuan bi nhu trinh bay du¢i day. Ky
thuat luu gilk chiing géc phai dam béo vi sinh vat dwgc cay
truyén khong qua 5 lan Ir gidng gdc ban dau.

Chling vi sinh vat hiéu khi:

Cay chuing vi sinh vat thi nghiém riéng ré trén modi truong
I6ng casein dau twong hodac moi treong thach casein dau
twong va 0 & 30 °c dén 35 °c trong 18 h dén 24 h. cdy
chiing Candida aibicans riéng ré trén moi trwong thach
Sabouraud-dextrose hodac mdi trwong léng Sabouraud-
dextrose va U & 20 °c dén 25 °c trong 2 ngay dén 3 ngay.
Siaphyiococcus aureus ATCC 6538, NC1IMB 9518, CJP
4.83 hoacNBRC 13276

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP
82.118 hodac NBRC 13275

Escherichia coli ATCC 8739, NCIMB 8545, CIP 53.126,
hodac NBRC 3972

Salmoneila enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028 hodc co thé thav thé bang Saimoneiia
enterica subsp. enierica serovar Abonv NBRC 100797,
NCTC 6017, hodc CIP 80.39

Candida aibicans ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72
hodcNBRC 1594,

St dung dung dich dém natri clorid-pepton pH 7,0 hoac
dung dich dém pbosphat pll 7,2 dé pha hon dich ching vi
sinh vat. Hon dich duoc str dung trong vong 2 h, néu bao
quan & 2 °C dén 8 °C thi ¢6 thé st dung trong vong 24 h.
Ciostridia:

St dung chdng Clostridium sporogenes ATCC 11437
(NBRC 14293, NCIMB 12343, CIP 100651) hodac ATCC
19404 (NCTC 532 hodc CIP 79.3). Cy chung Clostridia
trcn moi trudng tang sinh cho Clostridia va U trong diéu
kién ky khi & 30 ~C dén 35 ( trong 24 h dén 48 h. Ngoai
ra, thay vi chuan bi ching 67. spor.igenes dang sinh dudng

PL-3U5
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nhu & tren, ¢d thé st dung hon dich bao tir dn dinh. Hon
dich bao tir dwgc bao quan o 2 °c den 8 °c trong khoang
thoi gian da dugc tham dinh.

Chlimg am tinh

Pe danh gia diéu kién thir nghiém, tien hanh méu ching
am tinh bang cach sir dung dung dich pha lodng thay cho
mau thir. Mau chiing &m tinh phai khéng duoc co sw phcat
trién cua vi sinh vat. Mau ching am tinh cting c6 thé duoc
tién hanh cung lic véi mau thir nhw md ta trong muc Cach
tién hanh, can phai xem xét hd théng ky ludng khi mau
chitng &m tinh khéng dat.

DUOC PIEN VIET NAM V

Kiém tra chat lwvgng moi treong

Tién hanh kiém tra chai lugng do6i véi moi 16 moi trudng
pha ché san hoic mdi 16 méi trudng dugc pha ché tir moi
trwvdng khd hay tir cac thanh phan riéng I&.

Kiérn trachét luong mai trudng theo chi dan trong Bang 13.6.4.
Thir nghiém kiém tra kha nang kich thich su phét trien vi
sinh vat cia moi truong long:

Cdy vao moi truong léng mot lugng nhé vi sinh vat phu
hop (khéng qua 100 CHU), u & nhiét do xac dinh trong
thoi gian khong l1au hon khoang thoi gian ngdn nhat ma
phép thir qui dinh. Vi sinh vat phat trién tot, rd rang trén 16
moi truong mai khi so sanh voi sw phat trién clia vi sinh
vét trén 16 mai trwong da dat yéu cau chéat lugng.

Bang 13.6.4 - Kiém tra chat lvgng mai trudng

M@i trudng

M@i trvong lang tang sinh
Vi khuan Gram am Elriterobacteria-Mossel
dung nap mat

Mai truong thach mu6i mat tim do

Mbi treong ldng MacConkev
Escherichia coii
M@i trvong thach MacConkey

Mbi truong léng tang sinh Salmonella

Rappaport Vassiliadis

Salmonella
Mbi treong thach Xylosc Lysin
Deoxycholat
Pseudo.monas M@i truong thach Cctrimid
aeruginosa

Staphylococcus
aureus \
1

Méi trudng tang sinh cho Clostridia

Clostridi L .
ostridia Mbi truong thach Columbia

Candida

albicans Méi trwdng thach Sabouraud-dextrose
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MGi trudng thach mudi Mannitol 4 ___

Mi truong long Sabouraud-dextrose !

Tinh chat Chuing th nghiém
Kich thich su phat trién coll
p. aeruginosa
(rc ché su phéat tricn S aureus
Kich thich sy phat trién va E. coli
dac hiéu p. aeruginosa
Kich thich sy phét trién E. coli
trc ché su phat tridn § aureus
Kich thich s phét trién va E coli

dac hiéu
Salmonella entérica
subsp. entérica scrovar
Typhimurium hodc
Salmonella entérica subsp.
entérica serovar Abony
S aureus
Salmonella entérica
subsp. entérica serovar
Tvphimurium hoédc
Salmonella entérica subsp.
entérica scrovar Abony

p. aeruginosa

Kich thich s phét trién

Gc ché sy phét trién

Kich thich su phéat trién va
dac hiéu

Kich thich sy phét trién

(rc che su phéat trién E coli
Kich thich sw phéat trién va
S. aureus
. qac hiéu
(*c ché sy phat trién E. coli

Kich thich su phat trién
Kich thich sy phat trién

Cl. sporogenes
Cl. sporogenes

Kich thich sut phat, frign .. G albicans__
Kich thich sw phat trién va~ C. albicans
dac hiéu
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Thir nghiém kiém tra khit nang kich thich sy phat trién M
sinh vat cua méi trvong dac:

Dung ki thuat cdy trai bé mat. cdy vao moéi dia mdi truong
dac mét lugng nhd vi sinh vat phu hop (khéng qua 100 CPU),
U & nhiét d6 xac dinh trong thoi gian khéng lau hom khoang
thdi gian ngén nhat ma phép thir qui dinh. So sanh s phat
trién clia vi sinh vat trén 16 méi treong mai vai sy phat trién
cla vi sinh vat trén 16 mdi tmong da dat yéu cau chat lugng.
Tht nghiém kiém tra kha nang (rc che swphat trién vi sinh
vat clia mdi truong long vu dac:

Cdy vao mdi trieong loai vi sinh vat pha hop voi lwong it
nhét la 100 CFU. u ¢ nhiét do xac dinh trong thoi gian
khong it hon khoang thoi gian dai nhat ma phép th&r qui
dinh. Vi sinh vat phai khéng phat tricn trén moi trudng.
Thir nghiém kiém tra tinh dac hiéu cua mdi truvong:

Dung ki thuét cdy trai bé mat. cdy vao mdi dia moi tredng
mét lwgng nhd vi sinh vat phu hop (khdng qua 100 CPU).
U & nhiét do xac dinh trong thoi gian ma phép thir qui
dinh. So s&nh hinh thai khuan lac va phan (*ng dac hiéu cua
vi sinh vt trén 16 mdi trudng mai voi hinh thai khuan lac
va phan img dac hiéu cla vi sinh vat trén 16 mdi trwotic da
dat yéu cau chat luong.

Su phu hop ctaphwong phap thi

P&i véi mdi mau thlr, tién hanh chudn bi mau thi nhw
mo ta trong muc Cach tién hanh, cdy ching vi sinh vat
chlng vao méi trudng nudi cdy tai thoi diém tron mau thie
vao mdi truong, cdy cac chdng vi sinh vat mot cach riéng
ré. So lwong vi sinh vat dwoc cdy vao mau thir véi luong
khéng qua 100 CPU.

Tién hanh tht nghiém nhuy mé ta trong muc Céach tién
hanh va 0 trong thoi gian ngdn nhat ma phép thir qui dinh.
Vi sinh vat gay bénh dugc phat hién bang cac phan tng
dac hiéu dwoc mo ta trong muc Céach tién hanh.

Neu ban chat mau thir ¢6 tinh (c ché vi sinh vat, can thav
ddi qui trinh thir cho phi hgp (xem phan Trung hoa/ioai bo
tac dung clia chét (rc ché).

V&i mau thir ¢é tinh Gc ché vi sinh vat nhing phuong phap
da thir khéng tho trung hoa hoat tinh (rc ché nay duoc thi
mau thir dwoc coi 1a khong bi nhiém céc vi sinh vat da
duoc thu nghiém.

Céch tién hanh

Vikhuan Gram am dung nap mat

Chuan bi mau thi va tién u:

Ldy khong du6i ] g hoidc 1 ml mau thir, pha lodng 10
lan nhy md ta trong phan Chuan bi mau thir muc Kiém
tra sy phu hop> cua phwong phap dém khi c6 mat mau
thir chi khac Ia dung méi trvong long cascin dau tuong
thay cho dung dich pha lodng, trén déu va 0 & 20 °c dén
25 °c trong mot thoi gian thich hgp dé phuc hoi lai vi
khuan ma khéng lam tang sb lvong vi khuan (thuong tir
2 h dén khéng qua 5 h).

Phat hién vi khuén:

Trir khi co chi dan riéng, chuyén mot tho tich lvong duong

PHU LUC 13

vGi 1g hodc 1ml mau thir dwoc chuén bi & phan Chuén bi
mau thlr vi tién G vao 100 ml méi truong léng tang sinh
Hnterobacteria-Mossel. u & 30 "C den 35 °c trong 24 h
dén 48 Ii. Cay chuyén lén moi truong thach mubi mat tim
do. 0 & 30 °c dén 35 °c trong 18 h dén 24 h.

Mau thu khdng c6 Enterobactcria néu khong thay khuan
lac moc trén méi truwong.

Béanh gia sé lugng:

Phan 1ap va cdy chuyén: cdy lugng mau thir dd duoc
chuén bi theo phan Chuén bi mau thir va tién U twong tng
chira 0,1 g; 0,01 g va 0.001 g hodc 01 ml; 0,01 ml va
0,001 ml vao thé tich thich hgp méi trwdng léng tang sinh
Enterobacteria-Mossel. i & 30 °c dén 35 °c trong 24 h
dén 48 h. Cay chuyén tir mdi 6ng méi treong trén sang moi
truong thach mudi mat tim dé. u & 30 °c dén 35 cc trong
18 hdén 24 h.

Danh gia két qua: Khuan lac moc trén mdi trudng ching
to két qua duong tinh. Ghi lwvgng nho nhét cla ché phim
ma ¢ do6 cho kct qua dwong tinh va lwgng I6n nhét clia che
phdm ma & dé cho két qua am tinh. Xac dinh sd lwgng vi
khuén theo Bang 13.6.5.

Bang 13.6.5 - Banh gia két qua

Két qua ddi voi mdi lugng san phdm  sd vi khuén

“ . co trong 1gam

0102 :?Iac 0'%1& *r‘r‘]’iac Oﬁg;cg hoiic 19:ml %
' ' 0,001 mi pham
+ + > 10

+ - <10'va> 102

<10:va> 10
<10

Escherlchia coii

Chuéan bi mau th( va tién u:

Lay khong duéi 1ghodc 1ml, pha lodng 10 lan nhu md
t4 trong phan Chitan bi mau thtr muc Kiém tra sy phi hop
claphuwong phap dém khi cd mat mau thir. Cay 10 ml hodc
mot lvgng tvong (bng véi 1g hodc 1 ml mau thir vao mot
thé tich phu hop méi trwong long casein dau twong, tron
déu va i & 30 cc dén 35 °c trong 18 hdén 24 h.

Phan 1ap va cav chuyén:

Lic binh mai treong long casein dau twong, cdy chuyén
I ml méi truong ldng casein dau twong sang 100 ml moi
trvong léng MacConkev va U & 42 °c dén 44 cc trong
24 h dén 48 h. Tiép tuc cdy chuyén sang dia méi trwong thach
MacConkey va u ¢ 30 °c dén 35 cc trong 18 h dén 72 h.
banh gia két qua:

Khudn lac moc trén méi treong cho thdy mau thir c6 thé
c6 E. cuii. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu phan rng sinh
héa khac.

Mau thtr khong ¢6 E. coii néu khong cé khuan lac moc trén
moi tredng hodc cac phan tng sinh hda dé xéc dinh E. cofi
c6 két qua am tinh.



PHU LUC 13

Salmonella

Chitan bi mau thir vit tién U:

L4y lvong mau thir da x& Iv nhu 11Ot4 tronc phan Chitan
bi mau thir muc Kiém tra sw phi hop clia phwong phap
dém khi c6 mat mau thé twong tng véi 10 g hodc i0 ml
mau thir va cdy vao mot thé tich phu hgp moi trwong I6ng
casein dau tuvong, tron déu va u & 30 °C den 3b °C trong
18 h dén 24 h.

Phan lap va cav chuyén:

Céy chuyén 0,1 mi méi tredng long casein dau twong
sang 10 ml mdi trvong tang sinh Salmonella Rappaport
Vassiliadis va 0 & 30 °C dén 35 °C trong 18 h dén 24 h,
Tiép tuc cdy chuveén sang dia moi treong thach xylose,
lysin, deoxycholat va u & 30 °c dén 35 QC trong 18 h den
48 h.

bénh qia két (llu):

Khuan lac mau do, cd hodc khong co trung tdm mau
den moc trén méi trudng cho thdy mau thir cd thd co
Salmonella. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu phan ng sinh
hoa khéac.

Mau thir khdng c6 Salmonella néu khong cé khuén lac cd
dac diém mo ta & tren moc trén moi treong hodc cac phan
(rng sinh hda dé xac dinh Salmonella cé két qua am tinh.

Pseudomonas aeruginosa

Chitan bi mau thir va tién u:

Lay khong duéi 1g hodc 1 ml mau thir, pha lodng 10 Ian
nhu m6 ta trong phan Chuan bi mau thir muc Kiém tra sy
phu hop cua phuong phap dém khi cé6 mat mau thir. Cay
10 ml hodc 1 lugng twong tng véi 1 g hodc 1 ml mau
thir vao mot thé tich phi hgp moi treong long casein dau
tuong, tron déu. DG voi thude dan. loc mot lwong mau thir
twong dwong véi ] miéng dan nhw mé ta trong phan Chuan
bi mau thir ctia muc Kiém tra si phU hop cua phuong phap
dém khi c6 mat mau thir qua mang loc vo khuén va cdy vao
100 ml méi trvdng long casein dau twong. u & 30 °c dén
35 °c trong 18 hdén 24 h.

Phan lap vit cctv chuyén:

Cdy chuyén sang dia moi trwong thach cetrimid va U ¢
30 °c dén 35 °c trong 18 hdan 72 h.

Panh gia két qua:

Khuan lac moc trén méi treéng cho thav mau thir ¢ thé
c6 p. aeruginosa. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu phéan (ng
sinh hoa khéc.

Mau thir khéng cé p. aeruginosa néu khong cé khuan lac
moc trén mdi trvong hodc cac phadn (ng sinh héa de xac
dinh p. aeruginosa c6 két qua am tinh.

Staphyiococcus aUreus

Chuan bi mau thtr Il tién G:

Ldy khong dudi J g hodc 1ml méu thir. pha loang 10 Ian
nhu md ta trong phan Chitan bi mau thir muc Kiém tra sy
phu hop cua phwong phap dém khi co mat mau thir. Cay
10 ml ho3c 1 lugng twong Gng voi 1 2 hodc 1 ml mau
th(r vao mot the tich phu hop moéi trvong long casein dau
tvong, tron déu. Doi voi thube dan, loc moét lwong mau
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thu twong duemg v6i 1 miéng dan nhy md ta troné phan
Chitan bi mau thir muc Kiém tra sy phu hgp cua phuoiig
phap dém khi c6 mat mau thir qua mang [oc vo khuén va
cav vao 100 nil moi trvong long casein dau twong, 0 & 30
'C don 35 °c trong 18 h dén 24 h.

Phan lap va cay chuyén:

Cdy chuyén sang dia moi trwvdng thach mudi inanilol va u
& 30 cc dén 35 CC trong i8 h dén 72 h.

banh gia két qua:

Khuén lac mau vang hodc trang ¢6 vong mau vang bao
quanh moc trén méi trueong cho thdy mau thir co thé co
s aureus. Tiép tuc xac dinh bang nhigu phan (ng sinh
hoa khac.

Mau thtr khéng c6 S. aureus néu khong cé khuan lac cé
dac diém mo la ir trén moc trén méi truong hodc cac phan
tbng sinh hoa de xac dinh S. aureus co két qua am tinh.

Clostridia

Chitan bi mau thr va soc nhiét:

Chuén bi t6i thidu 20 ml mau thir dugc pha lodng 10 Ian
nhu md ta trong phan Chun bi mau thir muc Kiém tra si
phu hop cua phwoiig phap dém khi cd mat mau thi twong
tng voi khong dugi 2 g hodc 2 ml mau thir. Chia mau thi
thanh 2 phan, mdi phén it nhat 10 ml. M6t phan dun néng
t6i 80 nc trong 10 min r6i lam lanh ngay. Phan con lai
khong duwgc dun nong.

Phan lap va cyv chitvén:

cdv 10 ml hoic luong twong dwong véi 19 hodc 1ml mau
thir clia ca 2 phan trén vao thé tich phu hgp méi truong
tang sinh cho Clostridia, u ca hai mau & diéu kién ky khi
&30 °c ddn 35 °c trong 48 h. Sau khi 0, tir moi binh cdy
chuvén sang méi tnrong thach Columbia va tiép tuc U &
diéu kién ky khi & 30 cc dén 35 °c trong 48 h dén 72 h.
Panh g/¢ két qua:

Su phat trién cla truc khuan trong diéu kién ky khi (c6
hodc khong cé bao tu) trén mdi trudng, phan (ng catalase
am tinh cho thdy mau thir c6 thé c6 Clostridia. Tiép tuc xac
dinh bang nhigu phan (ng sinh hoa khac.

Mau thir khéng c6 Clostridia néu khong co khuan lac cé
dédc diém mo ta & trén moc trén moi trwong hodc cac phan
(*ng sinh hda de xac dinh Clostridia c6 két qua am tinh.

Candida albicans

Chuan bi mau thu va tién 0:

Chuén bi mau thu nhw md ta trong phan Chuan bi mau
thir muc Kiém tra sv phu hgp clia phuvong phap dém khi
c6 mit mau thir, cdy 10 ml hodc mét lugng twong img véi
1ghoac 1 ml vao 100 mi méi trwong Iéng Sabouraud-
dexirose, tron déu va U & 30 °c dén 35 °c trong 3 ngay
dén 5 ngay.

Phéan 1ap vu cay chuyén:

cady chuyén sang méi tnrone thach Sabouraud-dextrose va
0 & 30 cc dén 35 °c trong 24 h dén 48 h.

banh gia kel qua:

Khuén lac mau trang moc trén moi trwdng cho thdy mau
thir c6 thé c6 C. albicans. Tiép tuc xac dinh bang nhiéu
phan Ging sinh hda khéc.
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Mau thir khdng c6 ¢ albicans néu khong c6 khuan lac c6
dac diém mo6 ta & trcn moc trén moi trudng hodc cac phan
{rng sinh hoa dé xac dinh C. albicans c6 két qua am tinh.

3. DUNG DICH PHA LOANG VA MOI TRUONG

Céc dung dich va méi tredng nudi cdy dwgc chuén bi theo
cach dudi day. C6 thé sir dung méi truong khac khi chirng
minh dugc sy phu hgp cua chdng.

Dung dich dém g6c

Can 34 g kali dihydrophosphat (77) va cho vao binh dinh
mdc 1000 ml, thém 500 ml nwéc tinh khiét, diéu chinh pH
7,2 % 0,2 bang natri hvdroxyd (77). Thém nuéc tinh khiét
t¢i vach, tron déu. Phan chia vao cac binh, liét khuan, bao
quan r 2 °c dén 8 °c.

Dung dich ddm phosphatpH 7,2
Pha loang dung dich dém goc voi nutrc tinh khict theo ty
186 1; 800 (tt/tt) va tiét khuan.

Dung dich dém natri clorid-pepton pil 7,0
Kali dihydrophosphat
Dinatri hydrophosphat dihvdrat

3,60
7,2 g twuemg ng VvOi
0,067 Mphosphat

Natri elorid 4,39
Pepton (tr thit hodc casein) 1,09
Nuéc tinh khiét 1000 ml

Tiét khuan trong ndi hap theo quy trinh da dugc thdm dinh

Mai trirdtig long casein dau tirong

Casein thly phan béi pancreatin 17,0g
Bot dau twong thuy phan boi papain 3,09
Natri clorid 5,09
Dikaii hydrophosphat 2,5¢e
Glucose monohydrat 2,59
Nuéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, méi truong
copll 7,3 +0,2 & 25 °c. Tiét khuan trong ndi hap theo quy
trinh d& dwoc tham dinh.

M@i truong thach Sabtiuraud-dcxtrose

Dextrose 40,09
Casein thly phanbéi pancreatin 5,09
Pepton tir tnd dong vat 509
Thach 15,09
Nuoce tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hép tiét khuan, méi trwong
cOpH56+02025  Tiét khudn trong ndi hap theo quy

PHU LUC 13

M6i truong 1dng Sabouraud-dextrose

Dextrose 20,0 &
Casein thy phan boi pancreatin 509
Pepton tir md dong vat 500
Nuwéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi hép tiét khudn, mai trwong
¢ pH 5,6 £ 0,2 & 25 °c. Tiét khuan trong ndi hap theo quy
trinh da dwoc thdm dinh.

Mdi trvong 1dng tang sinh Enterobacteria-Mossel

Genlatin thuy phén béi pancreatin 10,09
Glucose monohydrat 5,00
Mat bo khd 20,0g
Kali dihydrophosphat 2,09
Dinatri hydrophosphat dihydrat 8,09
Xanh brilliant 15 mg

Nuéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi tiét kbudn khuén, moi
trwong c6 pH 7.2 + 0,2 & 25 °c. Tiét khudn bang nhidt &
100 °c trong 30 min va lam lanh lisay.

Moi treong thach mu6i mat tim do

Cao nam men 3,09
Gelatin thiy phan bgi pancreatin 7,09
Mudi mat 1,59
Natri clorid 5,09
Glucose monohydrat 10,0g
Thach 15049
Do trung tinh 30mg
Tim tinh thé 2mg
Nuwéc tinh khiét 1000 ml

Diéu chinh pH sao cho sau khi tiét khuan, moéi truong co
pH7.4+0,2 0 25 °c. Tiét khudn bang cach dun séi, khdng
dwoc hép trong ndi hép.

Mdi truong 16ng MacConkey

Gelatin thiv phan boi pancrcatin 20,09
Lactose monohydrat 10,09
Mat bo khd 5,09
Tia bromocrcsol 10 tng
Nwéc tinh khiét 1(500 ml

Diéu chinh pl | sao cho sau khi hdp tiét khuan, méi truong
copll 7,3+0,2 & 25 °c. Tiét khudn trong ndi hdp theo quy
trinh da dwoc tham dinh.

Mai truong thach MacConkey

trinh d& dwoc thdm dinh. Gclatin thdy phan boi pancreatin 170e

. ] Pepton (thit hodc casein) 3,09
MOi treang thach khoai tay dextrose Lactose monohydrat 100g
Dich chiét tiv khoai tay 200,09 Natri clorid 5.0q
Dextrose 20,09 \1uBi mat 15’9
Thach 1509 Tpach 13 5
Nuéc tinh khiét 1000 mi Y (rung tinh 3010mg
Diéu chinh pil sao cho sau khi hép tiét khudn, moi trudng  Tim tinh thé 1,,0mu
co pli 5.6 +0,2 & 25 -c. Tiét khuan trong noi Itdp theo quy Ny tinh khiét 1000mi

trinh cid dwoc tham dinh.

P) .-309
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Diéu chinh pH sao cho sau khi hép tiét khuan, moi trvong
copH 7,1 £ 0,2 v 25 °c. Bun sbi i min, sau do hap tiét
khuan trong ndi hdp theo quy trinh da dugc tham dinh.

M®&i trréng 16ng tang sinh Salmonella Rappaport
Vassiliadis

Pepton dau twong 459
Magnesi eloriil hcxahydrat 29,09
Natri clorid 8,09
Dikali phosphat 049
Kali dihydrophosphat 0,69
Xanh maiachit 0,036 £
Nuwéc tinh khiét 1000 ml

Hoa tan, dun néng nhe. Hap tiét khuan trong noi héap
theo quv trinh da duwoc thdm dinh voi nhiét dé khong qua
115 °c. Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan, moi
trwong co pll 5,241.0,2 ¢ 25 cc.

M®di truong thach xyiose, lysin, desoxychoiat

Xylose 3,59
L-Lysin 5,09
Lactose monohydrat 7,50
Sucrose 7,59
Natri clorid 5,09
Cao ndm men 3,09
D6 phenol 80 mg

Thach 13,59
Natri desoxyeholat 2,59
Natri thiosulfat 6,89
sat amoni cilrat 0,89
Nudc tinh khiét 1000 m!

biéu chinh pH sao‘cho sau khi tiét khuan, méi trwong cé
pH 7,4 £ 0,2 & 25 L. Pun s6i, dé ngudi dén 50 °c thi rét
mdi tredng vao dia Petri. Khdong dwoc hap tiét khuan trong
noi hap.

Mdi trvong thach cetrimid

Gelatin thiiv phan béi pancreatin 20,09
Magnesi ciorid 149
Dikalisulfat 10,09
Cetriinid 0,39
Thach n 136¢g
Nuwéc tinh khiét 1000 ml
Glycerol 10 ml

Pun sbi trong 1 min, khudy déu. Diéu chinh pH sao cho
sau khi hap tiét khuan, moi truong cé pH 7,2 £0,2 & 25 °C.
Tiét khudn trong ndi hap theo quy trinh da dwgc tham dinh.

Mai treong thach mudi manitoi

Casein thay phan béi pancrcatin 5,09
Pepton tir mé dong vat 5,09
Cao thit bo 10g
D-Manitol 100¢g
Natri clorid 75,09
Thach 15,0q
Do phenol 0.025 g
Nuwéc tinh khiét 1000 mi

PL-3i0
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BPun so6i trong 1 min, lac déu. Biéu chinh pli sao cho sau
khi hap tiét khuan, méi truong c6 pH 7,4 T 0,2 & 25 °c.
I14p tiét khuan trong ndi hap theo quy trinh d dwgc tham dinh.

Mdi trvong tang sinh cho Clostridia

Cao thit bo 16)0 g

Pepton 10,0g
Cao ndm men 3,09
Tinh hot dé lan 10g

Glucose monohydrat 5,09
Cystein hydroclorid 0,59
Natri clorid 5,09
Natri acetat 3,09
Thach 0,59
Nuwéc tinh khiét 1000 ml

Lam &m thach, hoa tan cac thanh phan bang cach dun néng
t6i soi, khudy déu lién tuc. Diéu chinh pH sao cho sau khi
hép tiét khudn, mdi trwdng cé pH 6,8 + 0,2 6 25 °c. Hép
tiét khuan trong ndi hap theo quy trinh da dwgc tham dinh.

M@6i treimg thach Columhia

Cascin thly phan béi pancrcatin 10,0g
Pepton ti thit 5,00
Tim thdy phan bdi panercatin 3,09
Cao ndm men 5,09
Tinh b6t ngd 104g
Natri clorid 5,09
Thach A 10,0 g dén 150 g
Nuéc tinh khiét 1000 mi

Lam &m thach, hoa tan bang cach dun néng t6i soi, khudy
d8u lién tuc. Diéu chinh pH sao cho sau khi hap tiét khuan,
mai tredng ¢d pH 7.3 £ 0,2 & 25 °C. Hap tiét khuan trong
nbi hap theo quy trinh da dwoc thdm dinh. De ngudi tdi
45 °c dén 50 °c, néu can, thém 20 mg gentamycin basc va
rét vao dia Petri.

4. YEU CAU GIOI HAN NHIEM KIIUAN

Neu khdng c6 chi dan trong chuyén luan ricng thi giti han
nhiém khuan cho cac foai thudc khong tiét khuén trong
qua trinh san xuét dwgc ghi trong Bang 13.6.6.
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Bang i3.6.6 - Y&u cau gidi han nhiém khuéti

I Tongso
i visinhvat
Loai ché pham 1 hiéu khi
(CFU/g hodc
CFU/ml)
Thuc ding didu tri bong va céc vét |
loét sau
i Nguyén liéu hoa duoc 103
i Thanh pham hoa dugc ding dé udng
N 103
1 (dang khé: vién nén, nang...)
; Thanh phdm hda dugc dung dé udng
L . 102
(dang nuac: siro, dung dich...)
Thudc dung theo duong truc trang 103
; Thudc ding theo dudng niém mac miéng, 102
| loi, rang, da, mi, tai
1
mThudc dung theo dudng dm dao i 102
Thudc dan (ap dung cho 1 miéng dén) 102
%
Thubéc hit (bao gébm ca dang khi dung) 102
Thubc udng cd ngudn goc ty nhién (ddng, Il
thuc vat, khoang chét); cao thudc, con 104
thudc dung dé san xuat thudc udng tir i
duoc liéu
Thuéc tir duoc liéu (thudc thang...) duoc |
xtr Iy bang ethanol thap dd hoac nuéc I 105
nong (khdng s6i) triedc khi dung
f - 107
Thudc tir dugc liéu (thube thang, tra...) So lugng toi

dugc x& ly bang nwéc sbi truge khi dung

13.7 THU vO KHUAN

Qui dinh chung

Phép thir nay dwoc ap dung nhdm phat hién sy c6 mét clia
M khuén, ndm trong cac nguyén liéu, ché pham va dung
cu ma theo Duoc dién cin phéi vo khuin. Tuy nhién, két
qua am tinh chi c6 nghta la khong phét hién dwgc vi sinh
vat tap nhiém trong ché pham da thir trong diéu kién cla
th&r nghiém.

Nhirng bién phap phong tap nhiém vi sinh vat
Thir vO khuan phai dugc tién hanh trong diéu kién vo
khuan. Bé dat dwgc diéu kién nay, khu vic thir nghiém

If
i

' dadugc chdp ; daduoc chap
nhan: 5x 107 j nhan:5x 105

Tong sO ném
(CFU/g hodc
CFU/ml)

Vi sinh vat gay bénh

Khéng cd vi sinh vt trong 1 g (ml)

1
02 J
102 Khong cé Escherichia call Long 1g (ml) ;
10° Khéng cé Escherichia coii trong 1g (ml) =
[0 -
i Khong co Staphylococcus aureus,
10 .
Pseudomonas aeruginosa trong 1g (ml)
Khéng c6 Staphylococcus aureus,
10 Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans trong 1g (ml)
Khéng c¢d Staphylococcus aureus,
101 . o
Pseudomonas aeruginosa trong 1 miéng dan
Khong co Staphylococcus aureus,
101 Pseudomonas aeruginosa, vi khuan Gram
am dung nap mat trong 1 g (ml).
Khéng qua 162CFU vi khuan Gram am 1
dung nap mat trong T g (ml).
102 Khéng cd Salmonella trong 10 g (mi). I
Khéng c6 Escherichia coli,
Staphylococcus aureus trong 1 g (ml).
Khéng qua 104CFU vi khudn Gram &m ;
f04 dung nap méttrong ] g (ml) ) ;
Khong c6 Salmonella trong 10g (ml)
Khéng co Escherichia coli trong 1g (mi) ;
105 Khéng quéa 103CFU Escherichia coli .
sO luongtéi  trong 1g (ml)

Khéng c6 Salmonella trong 10 g (mi)

phai phd hop véi qui trinh thir vo khudn dugc tién hanh.
Cac bién phap phong tranh tap nhiém phai dam bao khong
anh hwang dén vi sinh vat c6 thé ¢d trong mau thr. Khu
vuc thir v khudn phai dwoc danh gia thudng xuyén bang
phuong phap 1dy mau tai khu vire 1am viéc hodc bang céach
tién hanh mau d6i ching thich hop.

M®6i treong va nhiét do u

C6 thé st dung méi tredng duoc pha che theo chi dan dudi
day hoac sir dung cac mdi tredng thuvong mai c6 san néu
ching dap ng yéu cau vé kha nang dinh duwdng theo muc
Kiém tro chot lwvong moi (rwong. Moi trvong thioglycolai

PL-3H
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long dwgc dung dé phai hien vi khuan hiéu khi va ky khi.
Moi truedug casein dau twong long dugc dung dc phat hién
vi khuan hiéu khi va nam.

Mai trrong thioglycolat léng

L-Cystin 059
Thach 0,759
Natri clorid 259
(ilucOvSe monohvdral/khan 55¢"5,040
Cao ndm men (tan duoc trong nwéc) 509
Casein thly phan boi pancrcatin 15049
Nalri thioglycolat 059
hodc acid thioglycolic 0,3 ml
Dung dich natri resazurin i g/L méi pha) 1,0 nil
Nuwoc 1000 mi

pH sau khi tiét khuan: 7,1 +0,2

Tron L-Cystin, thach, natri clorid. glucosc, cao ndm men,
casein thdy phan boi pancrealin v&i nuwéc va dun néng
dén tan hoan toan. Hoa tan nairi thiogiycolat hodc acid
thioglycoiic vao dung dich trén, thém dung dich natri
hvdroxvd 1 M (TT) (néu c¢én) de diéu chinh pll sao cho méi
tnrong sau khi tiét khuan c¢é pH 7,1 + 0,2. Néu can phai
loc thi dun nong lai dung dich (tranh dun s6i) va lgc néng
qua uidy loc da thdm wét. Thém dung dich resazurin, tron
déu va déng mdi trudng vao dng (hodc binh) thich hop
sao cho sau khi két thic qué trinh U, khong qua mot nira
thé tich phia trén clia mdi truong trong 6ng {hoac binh) bj
chuyén mau chi thi do hdp thu oxy. Hap tiét khuan theo
qui trinh dd dwoc tham dinh. Bao quan moi truong ¢ nhiét
dd 2 °c dan 25 °c trong bao bi vo khuan, kin khi. Néu 1/3
thé tich phia trén clia dng (hodc binh) moi treong co mau
hoéng, moi truong khong thich hgp dé thkr nghiem. Cé thé
phuc hoi lai méi treone bang cach dun céch thuy cho mat
mau rbi lam lanh nhanh, chd y tranh tap nhiém khong khi
khong vd khuan vao méi truong va chi st dung moi treong
da phuc hdi nay moét lan. Khong st dung mdi truwdng qua
thoi han st dung da tham dinh.

U mdi Irwdng thioglycolat 16ng & 30 °c dén 35 °c.

V6i cac ché pham cé chira chét bdo quan nhom thiy phan
ma khong 4p dung phuong phap mang loc dwoc, co thé U
méi truong thioglycolat 1dng & 20 cc dén 25 °c thay vi st
dung mdi trwong 1éng casein dau twong va truong hop nay
mdi truong thioglycolat long phai dat ycu cau vé kha nang
dinh duong theo muc Kiém tra chét lvgng moi truong.
Khi dwoc qui dinh hodc chirng minh rd rang, cé thé st
dung mdi treong thiogiycolat long thav thé. Chuan bi
hdn hop mdi trwong co thanh phan gidng nhw moi trudng
thioglycoiat long ¢ trén nhung khong cé thanh phan thach
va dung dich natri resa/urin, liét khuan giong nhu & trén.
Mo6i treong sau khi tiét khuén c6 pH 7,1 + 0,2. Bun néng
trong ndi cach thdy tredc khi st dung va i & 30 °c dén
35cc trong diéu kién ky khi.

PL-312
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M6i truong casein dau twong léng

Casein thly phan b&i pancreatin 1704
BoOt dau Urong thiy phan bdipapain 3,09
Natri elorid 5,09
Dikali hydrophosphat 2,59
Cilucose monohydrat/khan 250/23¢g
Nuéc 1000 mi
pH sau khi tiét khuén: 73402

1ida tan tét ca céc chat rén trong nudc, dun néng nhe dé cho
tan hoan toan. B ngudi dén nhiét do phong. Thém dung
dich natri hydro.xyd i M (TT) (néu can) dé diéu chinh pll
sao cho mdi trvong sau khi tiét khuén cé pli 7,3 + 0,2. Loc
(néu can) dé cho moi trudng trong. Phan chia moi trudng
vao ong (hodc binh) thich hop va hép tiét khudn theo qui
trinh da duoc thAm dinh. Bao quan mdi truong & nhiét do
2 °C dén 25 ;C trone bao bi v6 khuan, kin khi, trir khi moi
truong dwoc st dung ngay. Khong st dung méi trieong qua
thdi han st dung da tham dinh.

U moi trwong casein dau tuong léng & 20 °C dén 25 °c.
M0i triong nubi cdy phai dat chat lugng theo muc Kiém
tra chét lwgng méi treong. Co thé kiém tra chat lvgng moi
treong trude hodc song song véi thir vo khuan mau thi.

Kiém tra chat lucmg méi trvong

a) b6 vo khuan

Ly ngau nhién mot vai éng (hoic binh) méi trudng moi
san xuat, dem U & nhiét d6 30 °C dén 35 °C trong 14 ngay
doi voi moi trvong thioglycolat 1dng; U & nhiét do 20 °c
dén 25 °c trong 14 ngay d6i v&i méi trvong casein dau
twong lone. Cac loai moi trvong phai khdng dugc cd vi
khuén, nam moc.

b) Khd nang dinh duéing

Tién hanh kiém tra kha nang dinh dudng ddi véi moi 16
moi trwdng dugc pha che san hodc moi 16 moéi trudng duoc
pha ché tr moi truong khd nhiéu thanh phan hodc dugc
pha ché tir cac thanh phan riéng 1é. S& dung céc chlng vi
sinh vat phu hgp theo qui dinh trong Bang 13.7.1.

Bang i3.7.1 - Chlng vi sinh vat phii hop dé kiém tra kha
nang dinh duéng va s phu hgp ctia phwong phap
Vi khuan hiéu khi
Staphyioccocus wureus  ATCC 6358, CTP4.83, NCTC 10788,
NCIMB 9518, NBRC13276
ATCC 6633, C1P 52.62,
‘NC1MB 8054, NBRC 3134
Pseudomomis acmginosa ATCC 9027, NCIMB 8626,
CIP82 118 NBRCI| 3275

Baciiius suhtifis

Vi khuén ki khi
"Closthdium sporogenes  ATCC 19404, C1P79.3, NCTC 532,
...ATCC 11437. NBRC 14293

Nam

:Candida aibicans ATCC 10231, 1P 48.72,
INCPF 3179, NBRC 1594
ATCC 16404, Tp 1431.83,

ML 149007, NBRC 9455

AspcigiihilS brasii"iemis
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Cdy vao mdi trwong thioglycolat long mét lwgng nhé
(khéng qud 100 CPU) cac vi sinh vat sau, chi y cay
riéng ré vi sinh vat vao cac 6ng (hodc binh méi truong):
CiQstridium  sporogencs. Pseudomonas  aeruginosa,
Staphyloccocus aureus. Cdy vao mdi trwdng casein dau
twéng long moét lwom! nho (khdng qué 100 CFU) céc vi
sinh vat sau, ch( y cdy riéng ré vi sinh vat vao cac ong
(hodc binh moi trudng); AspergiihiS brasiiiensis, Baciiius
subtiiis, Candida aibicans. U trong khdng qua 3 ngay ddi
vGi vi khuan va khéng qua 5 ngay doi v&i nam.

Can dam bao chung vi sinh vat dem cdy vao mdi truong
khong dugc cdy truyén qua 5 1an tlr chiing gdc ban dau.
Moi trrong dat chat lugng néu sau thoi gian 0. vi sinh vat
déu moc tot.

Kiém tra suv phlu hop clia phuvong phap

Tién hanh qui trinh twong ty hét voi thir vo khudn mau thi,
chi khac:

Phutmg phap mang luc: Sau khi chuy&n mau thir 1én mang
loc, thém vao phan dung dich pha lodng cubi cung mot
lwgng nho (khoéng qué 100 CFU) céc vi sinh vat tvong ng.
Phwong phéap cdy tryc tiép: Sau khi chuyén mau thr vao
ong (hoac binh) moéi trvong, thém vao mot lugng nho
(khdng qua 100 CFU) céc vi sinh vat tuOTig tng.

Trong cd hai trwong hgp trén, st dung vi sinh vat theo
Bang 13.7.1. Bong thoi tién hanh kicm tra kha nang dinh
dudng ctia mdi tnroné va cac 6ng nay dwoc coi nhu mau
ddi chiing dwong, u tét ca cac dng (hodc binh) méi truong
trong khoéng qua 5 ngay.

Neu sau thoi gian 0, s phat trién clia vi sinh vét trong 6ng
mdi treong chira mau thir tdt, ro rang giong vai sw phat
trién cla vi sinh vat trong 6ng d6i chirng dwong khong
chtra mau thir, didu d6 c6 nghia mau thir khéng chira chét
trc ché vi sinh vat hodc kha nang (rc ché vi sinh vat cla
mau thit d4 bi loai bd boi didu kién thi nghiém. Lic nay cd
thé ap dung qui trinh thir vé khuan trén mau thir ma khong
can bét cr s diéu chinh nao.

Néu sau thoi gian 0, s phét trién cla vi sinh vat trong 6ng
moi trwong chira mau thir khdng rd rang nhw sy phat trién
clia vi sinh vat trong ong d6i chirng duong khong chira
mau tht, diéu dé c6 nghia mau thir chita chat Gc ché vi
sinh vat va kha nang (¢ ché vi sinh vat ciia mau thr khéng
bi loai bo bdi digu kién thi nghiém. Lic nav can thay doi
diéu kién th®* nghiém dé loai bo tac dung cua chat (c chc
va tién hanh kiém tra lai sy phi hgp cua phuong phéap.
Ticn hanh kiém tra su pht hop cla phwong phap khi:

- Tién hanh thir vo khuan trén mot san pham méi.

- C6 su thay doi vé diéu kién thir v khuan.

S phti hop clia phrong phap cd thé dugc tién hanh dbng
thoi vai thir vo khuan mau thi.

Tién hanh th vo khuan

C6 thé tién hanh thir v khuan mau thir bang phuong phap
mang loc hodc phuong phap cdy truc tiép, (’an tién hanh
c&c 6ng ddi chiing &m tinh. Phuong phap mang loc wu tién
dwoc st dung, dwgc lwa chon khi ban chat mau thw cho
phép cé thé &p dung phuwong phap mang loc duoc, vi du
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mau thir la dung dich nudc, dau hay con, hodc mau thir co
thé héa tron hoac hoa tan trong nuéc hodc dung méi hiru
co mién 1a dung méi hiru cu d6 khong (rc ché vi sinh vat
trong diéu kién cta th&r nghiém.

Phuoitg phap mang ioc

Str dung mang luc c6 kinh thuéc lo loc khéng quéa 0.45 pin,
kich thudc 16 loc nav dé duogc chitng minh 1a phti hop trong
viéc lvu gilk vi sinh vat. Mang loc cclulose nitrat dwgc dung
cho cac ché pham dang nuéc, dang dau va cac dung dich
con thdp do. Mang loc celulose acelat dwgc ding cho cac
ché phdm cbn cao dd. C4 thé st dung loai mang loc phu
hop cho cac ché pham riéng biét, vi du khang sinh.

K§ thuat thir vo khudn mé ta dwdi day dugc ap dung cho
mang loc ¢6 dudng kinh 50 111111, Néu sir dung mang loc
c6 dwong kinh I6n hon, can thav déi thé tich dung dich
pha lodng va qui trinh rira cho phd hop. Bo dung cu loc va
mang loc phai dwoc tiét khuan theo cach pht hgp. B6 dung
cu loc phai duoc thiét ké sao cho cd thé dwra mau thir va loc
mau thir trong diéu kién vo khuan, cho phép ldy mang loc
ra khéi bd loc va cdy vao modi trwong trong diéu kién vo
khuan, hoac cho phép cd the mang bd dung cu dem U sau
khi d& thém méi truvdng vao bd dung cu dé.

Mau thir ia dung dich nuéc.

Chuven mot lugng nhd dung dich pha lodng vd khuén
thich hgp nhu dung dich pepton thit hodc pepton casein
1g/LcdpH 7,1 +0,2 1én mang loc ctia bd loc vo khuén va
loc. Dung dich pha lodng cd thé chira cac cac chét trung
hoa va/hodc cac chat bat hoat phu hgp trong trvong hop
mau thir c6 chira khang sinh.

Chuvén mau thtr Ién mang loc, néu can c¢6 thd pha lodng
mau gidng nhuw da tién hanh trong muc Kiém tro sy phi
hop ctaphwong phap bang dung dich pha lodng phu hop,
chd y lvong méu phai tuan thd theo qui dinh trong Bang
13.7.2. Loc ngay. Néu mau thir cd kha ning khang khuan,
rra mang loc khéng duwgi 3 lan, the tich dung dich pha
lodng ctia moi Ian rira phai giéng nhu thd tich dung dich
pha loang da tién hanh trong muc Kiém tra sy phu hop cla
phuong phap. Chl y khong rira qua 5 1an, mdi 1an 100 ml
dung dich pha loang, ngay ca trong trwdng hop két qua
kiém tra sy phu hop cla phuong phap khi ap dung qui
trinh r&ra nay khong loai trr dwoc hoat tinh khang khuan
clia mau thir. Chuyén toan bd mang loc vao mdi trwdng
nudi cay hodc cit mang loc trong diéu kién vo khuan thanh
2 phan twong dwong va cdy moi nra mang loc vao mot
loai méi trwong nubi cdy. Thé tich moi truong nubi cay
phai gidng nhw thé tich mdi trudng da tién hanh trong muc
Kiém tra sw phu hop cla phwong phap. Ngoai ra, cé thé
thay thé bang cach cho méi trudng nudi cay vao bd dung
cu chi*ra mang loc. LYmai truong trong khéng duwdi 14 ngay.
Mau thtr It chat ran cd thé hoa tan dwoc:

Chu y lvong mau cho vao moi loai méi truong phai tuan
thd theo qui dinh trong Bang 13.7.2. Hoa lan mau thir
trong dung méi pha lodng dwgc cung cdp kem theo mau
thlr, nwéc cét pha tiém, nudc mudi sinh ly hay dung dich
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pepton thit hodc pepton casein 1 g/L va tiép tuc tién hanh
nhu md ta déi véi mau thr la dung dich nwéc o tron.

Mchi thir dang dau/dung dicii dau: Chd y lugng mau cho
vao moi loai moi trwdng phai tuan thu theo qui dinh trong
Bang 13.7.2. Chuyén tryc tiép mau thir (khong can pha
lodng) Ién mang loc khd néu mau thir 1a dung dich dau cé
dd nhot thap, NEu mau thir 12 dung dich dau rat nhét, non
pha lodng mau thi trong dung dich pha lodng vd khuén
thich hgp nhu isopropyi myristat, dung méi nay da duoc
chirng minh 1a khong c6 hoat tinh khang khuin. D& cho
dung dich dau ty chdy qua mang loc roi sau dé tién hanh
loc v6i ap luc loc déu dan, Rira mang loc khong dudi 3 lan,
moi lan 100 nil dung dich pha lodng phu hop nhu dung
dich pepton thit hodc pepton cascin 1 g/L c6 chira chat
dién hoat phu hop véi ndng do giong nhu ndng do da tién
hanh trong muc Kiém tra s phu iurp ctia phwong phap, vi
du c6 thé su dung poiysorbat 80 & ndng dé 10 g/L. Chuyén
mang loc vao trong méi trwdng hoac nguoc lai giong nhu
d4 md ta doi véi mau thir 1a dung dich nwéc, 0 & nhiét do
va thoi gian giéng nhu trén.

Mau thir dang mé, kem:

Cha V lvong mau cho vao moi loai méi trudng phéi tuan
thl theo qui dinh trong Bang 13.7.2. Nén pha loang thudc
mo hodc thude nhii dich kiéu N/D trong isopropyl myristat
véi ty 10 1%, gia nhiét dwéi 40 °c néu can. Tron% mot s
treong hop han ché co thé gia nhiét Ién toi 44 °C. Tién
hanh loc nhanh va tiép tuc xir Ii giéng nhu mau thir dang
dau/dung dich dau.

Phuong phap cdy truc tiép

Chuyén tnrc tiép lvong mau thir cho vao moi loai moi
treong theo qui dinh trong Bang !3.7.2. Cha y thé tich mau
thir khdng dugc vuot qua 10 % thé tich clia méi truong, triv
khi ¢6 chi dan khac.

Néu mau thir c6 hoat tinh khang khuan, can trung hoa
hoat tinh nay bang chét trung hoa trudc khi lién hanh thi
vo khudn hoic pha lodng mau thir trong mot thé tich moi
tnromu nudi cay da 16n. Khi thé tich mau thir 16n c6 thé can
phai st dung méi trwvong dac h(m (can phai tinh den murc
dd pha lodng clia mau thu khi xac dinh do dac cla moi
truong nudi cdy). Néu cd th6, nén chuyén tryc ti€p moi
treong dac vao mau thi.

Mau thir dang dung dich dau: Sir dung méi truvong cd
b6 sung chat dién hoat phi hgp véi nong do giéng nhw
nong do da tién hanh trong muc Kiém tra sy phu hop cua
phuoTig phap, vi du c6 thé sir dung polysorbat 80 & nong
dojog/L.

Mau thir dang m&, kem: Pha lodng mau thu theo ty 16 1:10
bang cach nhii héa mau thir trong dung dich pha loang
nhu dung dich pepton thit hodc pepton casein 1 g/L cd
chira chét dién hoat. Chuyén mau thir d4 pha lodng vao
moi trwong nudi cdy khong chira chat dién hoat,

u moi trwong da cdy mau thlr trong khong. dudi 14 ngay.
Pinh ky quan sat sy phat trién cla vi sinh vt trong qua
trinh 1. Hang ngay, 1 nhe nhang méi trwdng nudi cay
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c6 chira mau thir dang dau. Tuy nhién, neu st dung moi
trueong thioglycolat 16ng thi han ché lac toi thiéu dé duy tri
diéu kién ky khi cia moi truong nay.

Ma&u thir 1a chi kh&u phau thuét va chi khdu dung trong
thay: Su dung lvong mau thir cho vao mdi loai méi truong
nudi cdy theo qui dinh trong Bang 13.7.2. M& bao bi déng
gdi trong diéu kién vé khuan, cat 3 doan clia mdi sgi chi
khau cho mdi loai méi trwong nudi cdy. Tién hanh thlr
nghiun trén 3 doan, mdi doan 30 cm, cat tir doan dau,
doan gura va doan cudi clia soi chi khau. Str dung céc doan
duoc cat Ir cac bao g6i méi ind. Chuyén ting doan vao
moi treong nudi cdy. Chi y thé tich mdi trwong nubi cdy
phai di ngap mau thir (20 ml den 150 ml).

Quan sat va danh gia két qua

Dinh ki trong sudt qua trinh 0 va khi két luan, kiém tra moi
tredng bang mét thudng xem cd s phat trien cta vi sinh
vat hay khong. Neu ban chat clia mau thi 1am duc méi
trwong khién khé quan sat bang mét thudng sw phat trién
cua vi sinh vat thi sau 14 ngay 0, cdy truyén mot lwgng nho
tlr moi treong do (mdi 6ng khdng qua 1 ml) sang loat moi
tredng méi cling loai va tié€p tuc 0 cd mdi trong cli va moi
tredng méi cdy truyén trong khéng duwéi 4 ngay.

Neu khéng quan sat thay sy phét trién cla vi sinh vat trong
cac mdi trwdng, mau thir dat chi tiéu vé khuén. Neu quan
sat thdy su phat trién cla vi sinh vat trong cac moi trudng,
mau thr khong dat chi tiéu vo khuan, trir tredng hop chi
ra rd rang rang thir nghiém khong c6 gid tri do cac nguyén
nhan khong lién quan gi d&n mau thi.

Th nghiém duoc coi 1a khong cé gia tri khi:

- Céc s0 liéu vé kiém soat vj sinh vat clia khu vire thir vo
khuén khong dat.

- Khi ra soéat lai qué trinh thir vé khuén phat hién thay co
sai sot.

- CO6 si phat trién cla vi sinh vat trong 6ng d6i chiing am
tinh.

- Sau khi phéan 1&p va dinh danh vi sinh vat thu dugc trong
ong mdi trwdng, s phat trién cla vi sinh vat nay rd rang
Ia do sai s6t lién quan dén vat liéu hodc k¥ thuat duoc ap
dyng cho mau thi.

Neu thlr nghiém khéng c6 gié tri, tién hanh thlr vo khuan
lai v6i s8 lvong mau gidng nhu 1an dau.

Néu khong qua» sat thdy si phat trién cla vi sinh vat trong
cac moi truong & 1an thir 13p lai, mau thir dat chi tiéu vo
khuén. Neu quan sat thiv su phat trién clia vi sinh vat trong
cac moi tredng o 1an thir 13p lai, mau thir khong dat chi
tiéu v khuan.
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Bciua 13.7.2 - S6 lvong t6i thi€u mau thir cia don vi dung géi cho vao moi loai moi truong

S6 luong ché pham trong 1 don vi déng goi

Chét léng:

- dudi 1ml

-tlr 1inl dén 40 inl

- hon 40 ml dén khong qué 100 tnl
- hon 100 ml

Chét léng khang sinh

Ché pham khéng tan, ché pham dang kem, m& duoc phan
tan hodc nhti héa

Chét rén:

- dugi 50 ma

- tlr 50 mg dén duwéi 300 mg

-tr 300 mgdcn 59

-hon5g

- Chi khau phau thuat va chi khau duna trong th y

- Bang, bong, gac phau thuat dugc dong goi kin

S6 lwgng t6i thiéu mau thir cia don vi dong goi cho vao
mai loai moi truang (trir khi co qui dinh khac)

Toan bd don vi déng goi

1/2 don vi déng gbi nhung khoéng duéi i ml
20 tnl

10 % don vi dong goi nhung khong duéi 20 ml

Im!

j Léy lugng tuong tng vai it nhé\t 200 ma thuéc

' Toan bd don vi dong goi
i 1/2 don vi dong g6i nhung khong duwéi 50 tng
' 150 mg
SD MY
FBdtiean ((nddi dizanddi 30 em)
: 100 mg moi goi

- Chi khau phau thuat va cac dung cu khac dugc dong goi !Toan bd don vi dong goi

dung mét lan
CAc dung cu y t8 khac

Toan bd dung ey, ¢t nhd dung cu hodc thao roi dung cu ra

Bang /.2.7.3 - SO lvgng toi thiéu don vi déng gdi cla 1o dem thir

S6 lwgng don vi déng goi cla 16*

Thudc tiém:

- Khéng qua 100 don vi dong goi

- Trén 100 den khong qué 500 Tkm vi déng goi
- Trén 500 don vi dong goi

Thudc nhd mat va ché pham khong tiém:

- Khéng qud 200 don vi déng géi

- Trén 200 don vi déng goi
, - Néu ché pham dugc dong géi diing mét Ian, 4p dung
! qui dinh gidng v6i thudc tiém

' Chi khau phau thuat v& chi khau dirng trong thu y

Chépham ran:

- Khéng qué 4 don vi déng goi
i - Trén 4 dén khong qué 50 don vi dong goi
m- Trén 50 don vi déng goi

S6 lugng t6i thi€u don vi dong géi clia 16 dem thir cho
moi loai moi tromg trir khi ¢é qui dinh khac**

10 % hodc 4 don vi déng goi, ldy s6 1én hon

10 don vi dong goi

2 % hodc 20 don vi déng goi (ddi vai thube tiém thé tich
I6n: 10 don vi dong goi), lay s6 bé hon

5 % hoac 2 don vi déng goi, lay s6 16n hon
10 don vi dong goi

2 % hodc 5 don vi déng g6i, lav s6 16n hon, t6i da 20 don
vi déng goi

Mbi don vi déng goi
20 % hodc 4 don vi déng goi, lay s 16n hon.
2 % hodc 10 don vi déng g6i, ldy so 16n hon.

* Néu khong rd sd lvgng don vi déng goi cla 16, st dung s6 lvgng t6i da theo qui dinh trong bang.
: ** Néu lvong mau trong mot don vi déng g6i du cho 2 loai méi trvong, s lwgng toi thiéu don vi déng gdi dem thir

!'trong cot dwoc hiéu la tinh cho ca 2 loai m&i truong.
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Ap dung phép thir vo khuén vao thudc ticm, thudc nho
mét va cac ché pham khong tiém c6 yéu cau vd khuén
Khi st dung phuong phap mang loc, luong mau Irong mot
don vi déng gdi it nhat phai tuan thl theo qui dinh trong
Bang 13.7.2, neu c6 thé thi st dung toan bd lugng mau
trong mét don vi dong gdi, pha loang neu can véi khoang
100 rnl dung dich pha loane phu hgp nhw dung dich pcpion
thit hodc pepton casein 1g/L.

Khi sit dung phuong phap cdy truc ticp, lvong mau thw
cho vao mdi loai mdi trrdng tuan theo qui dinh trong Bang
13.7.2, trr khi c6 chi dan khéac. Neu thé tich hodc lugng
mau thir trong mdt don vi déng géi khong da dé tién hanh
thir nghiém, can 18y mau thir tir 2 hodc nhigu don vi déng
g6i dé cdy vao cadc moi truong khac nhau.

S6 lwgng t6i thi€u don vi déng géi dem thu
S0 lwgng t6[thiéu don vi dong go6i dem thir dugc dua trén
ctr 16 clia mau thtr va dwgc qui dinh tai Bang 13.7.3.

138 XAC PINH HIEU QUA KHANG KHUAN CUA
CHAT BAO QUAN

Chét bao quan la nhitng chét dugc thém vao céac ehe pham
phan lieu khéng vo trang, nhat la cac loai thubc nuwoc, de
ngan chan sy phai trién cda vi sinh vt co san trong ché
phdm hay nhiém vao ché phdm trong qua trinh san xuét.
Chét bao quan cling dwoc thém vao cac ché pham vé triing
da liéu dé (rc ché su phat trién cla vi sinh vat nhiém vao
ché pham sau kbi mé ra st dung.

Khong duoc ding chat bdo quan nhw mot bién phéap thay
thd cho thuc hanh t6t san xuat thuéc, khong duoc diing
chat bao quan véi muc dich duy nhat la Iam giam so hrgng
vi sinh vat trong ché pham khong vo tring hodc dé lam
tang hiéu qua cla qua trinh tiét tring doi vai ché pham vo
tring da liéu.

Da s6 cé&c chat bao quan la nhiing hop chat doéc. Do do, dc
bao dam an toan, ndng do chat bao quan trong san pham cudi
phti thap hon mikc cé thd gay nguy liiém cho nguoi st dung.
Nong d6 chat bao quan can ding cé thé giam dén muc toi
thiéu néu mdt hay nhiéu hoat chét trong cong thirc pha ché
6 kha ndng khang khuén va/hode khang nam.

('hat bao quan va nong do su dung cltia nd phai ghi ro trén
bao bi clia san pham.

Iliéu qua bao vé san pham clia chat bdo quan phai dugc
xac dinh ngay I giai doan nghién ctu va phat trién san
pham. Phrong phap xac dinh hiéu qua khang khuan cla
chét bao quan duoc trinh bay dudi day.

Nguyén tic clia phuong phap la cdy mdt hdn dich vi sinh vat
chi thi thich hgp vao ché pham can thlr, tot nhat la cay truc
tiép vao bao bi déng gdi cubi cung cua san pham, néu cd
thé. (1 ché pham da cdy vi sinh vat & nhiét do thich hop, sau
d6 1dy mau va dem s6 lwgng vi sinh vat sng con lai trong
san phdm sau moi khoang thdi gian U nhét dinh. Viéc st
dung Chat bao quan dugc xem la c6 hiéu qua néu s6 lugng
vi sinh vat giam dang ké hodc khdng tang theo thoi gian.
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Tiéu chuan dé danh gia hiéu qua khang khuan cta chat bao
quan Ity theo loai chd phdm va dwong dung thudc (xem
Bang 13.8.1).

Phan loai ehé pham

D06i twong clia thir nghiém xac dinh hiéu qua khang khuén
cua chat hao quan 14 céc loai ché phdm co thanh phan
chinh lu nwéc hay cé sw dung nwé'c lam ta dwgc. Cac ché
pham nay dugc chia thanh 4 nhém nhu Bang 13.8.1.

Bang 138.1
Loai ciié
phani
I Thudc tiém va thudc dung ngoai duong tiéu
héa bao gbm nhii dich, thuéc nho tai, thudc
nhé méat va thuéc nhd mii vo trung.
Thuoc nho miii khong vo trang, cac ché pbam 1
dung cho mang nhay, cac ché pham duing ngoai
da, bao gém ca cac Iitidich.
Céc loai thudc udng (trir thude khang aeid).
Thudc udng khang acid

M6 t&

Vi sinh vat chi thi

Aspergillus niger ATCC 16404 (1P 1431.83, IMI 149 007).
Candida albicans ATCC 10231 (IP 48.72, NCPF 3179).
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (OP 82.118,
NCIMB 8626).

Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CIP 4.83, NCTC
10788).

M6i treong nudi cay

Tét ca cac moi treong st dung trong phu luc nay phai dwoc
kiém tra kha nang dinh dwdng, dung cac vi sinh vat chi thi
néu trén dé thir trwdce khi dung.

Chuén bij hén dich vi sinh vat chi thi

Cdy riéng ré chung vi sinh vat chi thi 1én bé mat mai truong
ran thich hop, c6 tho sir dyng moi trudng gidi thiéu & Bang
13.8.2 hodc mdi trudng khéc cd sén trén thi trudng co cing
cong dung va c6 kha nang dinh du@ng twong duong, sau
dé G trong diéu kién nhw qui dinh & Bang 13.8.2 (xem Phu
luc 13.6. Thir gi6i han nhiém khuén dc biét thanh phan cta
cac méi trwong dinh dudng).

Sau khi U, néu can, co the tiép tuc cay chuyén vi sinh vat
thu duoc santi bé mat mdi truong dinh dudng méi, cho den
khi thu dugc vi sinh vat & trong trang thai phat trién tot
nhéi. Tuy nhién, s lan cdy chuyén khong dugc qua 5 lan
tlr chung g6c ban dau.

Rwa b&8 mat mdi truong nudi cdy cac vi khudn va
c. wibiccuis bang dung dich natri ctorid vo tring 0,9 %, tap
trung dich rtra vao vat dung thich hgp va bo sung dung dich
natri clorid vo triing 0,9 % dé thu dwoc hén dich c6 khoang
10* CPU. Dé thu hoach bao tir/i. niger, ciing tién hanh nhw
trén nhung dung dung dich natri clorid vé trung 0.9 % c6
chtta 0,05 % polysorbal 80, thém dung dich natri clorid YO
trling 0.9 % dé dwoc hon dich ¢d khoang 10S(T u.til.
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vi sinh vat chi thi

M@i trvdng nudi cay

PHIj LVC 13
Bong 13.8.2 - Diéu kién nudi cav' vi sinh val
____Nhiét doa Thoi gian U
30 °c. dén35-°c 18 hdon 24 h

Pseiidomonas aerugfiiosa

MoTtruc‘yng long casein dau tuonng

Mbi trrong thach casein dau twong

Staphyiococcus aureus

Moi trudng long casein dau tuong

30 °c dén 35 °c 18hdén24 h

1Mabi truong thach casein dau tuong

candida aibicans Mobi trudng Sabouraud long
1MB@i truong thach Sabouraud
' M0 truong Sabouraud long

Mbi trieong thach Sabouraud

A.spergiihtsniger

Ngoai ra, c6 thé tang sinh chuna géc clia mdi vi sinh vat
chi thi trong méi trwone ldéng thich hop, vi du méi trudng
gidi thiéu & Bans 13.8.2, thu hoach vi sinh vat chi thi bang
cach ly tatn, sau dé rra va phan tan lai trong dung dich
natri clorid vo trung 0,9 % dé dugc hon dich c6 khodng
10SCFU/m.

DPém s6 lvong te bao séng ctia mdi hon dich thu dwoc bang
phuong phap dia thach (xem Phu luc 13.6 Thir gi¢i han
nhiém khuén). Két qua dém (CFU/m!) duoc dung dé xac
dinh lwgng vi sinh vat da cdy vao ché pham can thir tai thoi
diém bat dau thir nghiém.

Bao quan cac hon dich vi sinh vat chi thi trong ti lanh néu
khéng dung ngay trong vong 2 h. Cac hdn dich vi khuan va
C. aibicans phai dung trong vong 24 h sau khi thu hoach,
hon dich A. niger c6 thé bao quan trong ti lanh trong 7 ligav.

Tién hanh

Cdy riéng ré tirng hén dich ching vi sinh vat chi thi da
dwoc chudn bi nhw trén tryc tiép vao 4 don vi dong goi
cudi cing clia ché pham can thir, l&c ky dc tron déu. The
tich hén dich vi sinh vat cdy vao cac don vi dong géi duoc
tinh todn sao cho nong do vi sinh vat chi thi trong che
phdm can thir ngav sau khi cdy khoang tr 105 CFU/m!
dén 106 CFU/ml doi voi ché phdam loai 1,2 va 3, khodng
10" CFU/ml dén 104 CFU/ml d6i v6i ché pham loai 4. Thé
tich hon dich dem cdy khong dugc vugt qua 1 % thé tich
ché pham can thi, t6t nhat 1a tir 0,5 % dén 1%. Néu khong
thé cdy vi sinh vat chi thi truc ti€p vao don vi dong goi cudi
cling cla san pham, chuyén mot the tich di I16n cla ché
pham céan tht, it nhat 20 mi, vao 4 vat chira vo tring c6 the
tich thich hop, c6 ndp kin va tiép tuc tién hanh nhu tron,

U cac vat chlra da cay vi sinh vat chi thi & nhiét d6 20 °c
dén 25 °c, tranh anh sang. Ldy mau tir mbi VAt chira llc
0 h va sau nhiing khoang thoi gian 0 nhét dinh nhu qui dinh
& Bang 13.8.3, lugng mau can ldy thuvong la 1ml hodc 1g.
Ghi chép moi thay déi vé mat cam quan cuia ché pham can
thir trong qué trinh 0. Xac dinh so lvong vi sinh vat tai
moi thoi diém lay miu bans phuong phap dia thach, ding
moi triong dinh du@ng va nhiét dé 0 nhw qui dinh & Bang
13.8.2, thoi gian U tir 3 ngay dén 5 ngay ddi cac vi khuan
va C. albicans, 3 ngay den 7 ngay doi voi A. niger.

Phai bao dam loai bd hoan toan hoat tinh khang khuén
va/hodc khang nidm clia ché phdm can thir bang phuong
phap pha lodng, loc, hav duing chét trung hoa. Neu st dung
phuong phéap pha lodng, diém can chd y la dé chinh xéac cla
két qua dém sé giam khi s6 luvong vi sinh vat kha nho (nho

20 °c den25 °c 44 hdén 52 h

6 ngay dén 10 r_lgay
!

i 20°c dén 25 °c

hon 30 CFU/hdp dbi v6i phuang phap hop thach, ding hop
petri c6 dueng kinh t& 90 mm dén 100 mm). Néu s dung
chét trung hoa, phai cé bién phap kiém tra thich hop dé bao
dadm nong do chat trung hoa dd dung dd dé loai bo hoan
toan hoat tinh khang khuan ctia ché phdm can thir va dé bao
dam ban than chat trung hoa khéng gay bét c* anh hudng
bat loi nao dén su phat trién cla vi sinh vat chi thi. Ding
néng do vi sinh vat chi thi, tinh bang CFU/ml, tai thoi diém
bét dau thir nghiém (R va nong dd vi sinh vat séng dém
dwoc tai moi thoi diém lay mau “U (/i,), tinh lvgng giam di
cua moi vi sinh vat chi thi tai thoi diém dé (R):
LogXReduction = LogioRo - Log)0Rt

Nguycn tdc danh gia hiéu qua khang vi sinh vat cla
chat bao quan

Hiéu qua khang khuan cta chat bao quan hay h chét bao
quan dugc xem la dat yéu cau néu két qua thtr nghiém thoa
man cac nguycn tac danh gia & cac Bang 13.8.3 ((A/B/C/D).
S0 lwgng vi sinh vat chi thi tai mot thoi diém tang khong
nhiéu hon 0,5 logio CFU/ml so vai két qua dém & thoi diém
gan ké trwdc dé thi duge xem la “khong tang".

Bang i3.8.3.A - Ché pham loai 1
Log|OReduction

I 7 ngay I 14 ngay 28 ngay
i Vikhuan > >1,0 . >3,0 Khdng tang
INdm men, i Khong tang Khéng tang 1Khéng tang
nam moc | 1 !

Bang i3.8.3.B - Ché ph4m loai 2

LogjORcductioii
7 ngay 14 ngay 28 ngay
Vi khuén - >20 ;  Khong ting
i Ndm men, = - * Khong tang ! Khong tang
nam méc
Bang i3.8.3.C - Ché pham loai 3
Logl0Reduction
7 ngay 14 ngay 28 ngav
Vi khuan 10 Khéngtang
Nam men, Khong tang Khéng tang
nam moc
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Blng 13.H.3.D - Ché phétn loai 4

LoglOBeduction
7 ngav 14 ngay 28 ngay
Vi khudn Khong ting  Khong tang
Nam men, Khongtang  Khong tang
nam méc

13.9 XAC DIMI HOAT Luc THUOC KHANG SINH
BANG PHUONG PHAP THU VI SINH VAT

Hoat luc khang sinh dwgc xac dinh bang so sanh kha nang
tbic ché su phat trién vi sinh vat nhay cam ctia khang sinh
thir va khang sinh chuan.

Khang sinh chuan dugc st dung trong thir nghiém phai
duoc xac dinh hoat tinh mot cach chinh xac dwa trén chat
chuén qudc té.

Phép thir xac dinh hoat lyc phai dugc thiét ké sao cho co
tho tinh toan duoc tinh cé gia tri cila mé hinh toan hoc
duoc dung lam co s& cho phwong trinh hoat luc. Ncu ap
dung md hinh dudng thang song song, hai dwong logarit
litu-dap (ng clia chat chuan va ché pham thir phai song
song v&i nhau va phai tuyén tinh trong khoang liéu dirgc
ding trong tinh toan. Cac diéu kién d6 phai duoc kiém
dinh béi cac thir nghiém tinh cé gia tri cua phvong phap
(validity tcst) & xac sudt da cho, thuong 1a 0,05. C6 the st
dung cac md hinh toan hoc khac, vi du mo hinh ty s6 do
déc néu chiing minh dwoc tinh ¢ gié tri clia phwong phéap.
Trir truong hop dwgc chi dan trong chuyén luan riéng, giti
han tin cay (P = 0,95) cta phcp th* xac dinh hoat luc phai
khong dwgc du6i 95 % va khéng ién hon 105 % so Vv6i
hoat lvc wéc doan.

Tién hanh dinh lvong theo phrong phap A hodc B.

Phuwotig phap khuéch tan (A)

Lam long méi trwdng phu bop véi didu kién thir nghiém va
cdy mét lwong ching vi sinh vat nhay cam vé6i khang sinh
thir vao mdi trwong & nhiét do thich hop, vi du 48 °C den
50 °C d6i vGi vi sinh vat dang sinh duong, sao cho cé thé
tao ra dwoc vong vd khuén sac nét, c6 dwdng kinh ph hop
tai ndng do khang sinh str dung. R6t ngay moi trwong da
cdy chling vi sinh vat vao dia petri hodc dia vudng voi thé
tich mdi truong phl hop dé thu dwoc 16p moi treong co bé
day dong nhat tlr 2 mm dén 5 ram. Ngoai ra, co thd diing
phuong phép tao 2 I¢p méi trwdng, trong do chi cé 16p mbi
truong phia trén la dugc cdy ching vi sinh vat.

Bao quan dia mdi trwdng trén sao cho vi sinh vat khéng
pht trion hodc khong bi chét truge khi dia moi truong dugc
sr dung va bé mdt ctia mdi truong phai kho khi st dung.
S dung dung mdi va dung dich dém pha lodng theo Bang
13.9.2 dé chufin bi cac dung dich khang sinh chuin va
dung dich khang sinh thr c6 hoat luc twong dwong. Nhé
cac dung dich nay Ién bé mat cla méi trwong, vi du, vao
cac 6ng tru vo khudn dugc lam bang st, thép khong gi hay
vat lieu phi hop khac, hodc nhd vao cac 16 da duc trong
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mdi treong thach. Phai nho thé tich giéng nhau vao cac
6ng tru hodc vao cac 16 thach. Ngoai ra, cd thé sir dung cac
khoanh gidy hap phu v6 khuadn cé chat lugng phti hop, da
tham cac dung dich khang sinh chun va khang sinh thir va
dat cac khoanh gidy d6 lén bé mat clia moi truong.

Pe danh gia tinh c6 gia tri cta phép thl, st dung it nhat
3 nbng dd khang sinh chuan va 3 ndng dé khang sinh thir
¢6 hoat lyc twong duvimg nhau. Nén str dung cac ndng do
khang sinh theo cép s6 nhan. Khi tinh tuyén tinh cua hé
thong dwgc khang dinh trén mot so lwgng day dd cac phép
thir 3 nbng do, thi d6i vgi cac phép thir thuong ngay, cé thé
str dung phép thtr 2 ndng dd. Tuy nhién, trong trudng hop
c6 tranh chap, phai ap dung phép thir 3 ndng do.

VI tri céc dung dich trong dia petri hodc dia vudng dugc
sép xép theo md hinh théng ké phu hop, trvong hop st
dung dfia petri c& nho khdng thé nho qua 6 dung dich thi
phai sdp xép cac dung dich khang sinh chun va thir mot
cach luan phién dé tranh cac nong do I16n khuéch lan XCu
pht nhau.

U ¢ diéu kién nhiét dd phu hgp trong 18 h. Thoi gian
khuéch tan truéc khi 0 thuong tr 1 h dén 4 h ¢ nhiét do
phong hodc & 4 °c dé han ché toi da sy anh hudng cla viéc
nho céac dung dich khang sinh & cac thoi diém khac nhau
va cai thién do doéc cua phwong trinh hoi qui.

Do dwong kinh vong vo khuin véi do chinh xac toi thiéu
1a 0,1 mm hodc do dién tich vong v6 khuén véi do chinh
xac twong duong va tinh toan hoat lyc bang phwong phéap
thong ké thich hop.

V6i mbi phép thir dinh lwong, st dung du s6 Ian 13p lai
clia mdi ndng dd do dam bao dd chinh xéac theo qui dinh.
Co thé phai tién hanh lap lai phép thi nhiéu lan, tap hop
két qua theo phurong phap théng ké dc dat dwoc dd chinh
xac theo qui dinh nham khéng dinh chéc chén hoat luc cua
khang sinh thir khéng thdp hon gidi han t6i thiéu.

Phuwong phap do dé duc (B)

Céy vao mdi truvong thich hop hoén dich chiing vi sinh vat
nhay cdm v6i khadng sinh thir sao cho c6 the gay ra sv Uc
ché du I6n t&i sy phat trién cla vi sinh vat. Cay vao mdi
truong lwong vi sinh vat hop 1i nham thu dugc do dyc phu
hop, c6 thé do dugc sau thoi gian U la 4 h.

Moi treong sau khi da cdy chdng phai dwoc st dung ngay.
S dung dung méi va dung dich dém theo Bang 13.9.3 dé
pha céc dung dich khang sinh chuan va thr ¢ hoat lyc
tuvong duong.

PE danh gia tinh cd gia tri clia phép thlr, sir dung it nhat
3 nodng dd khang sinh chudn va 3 néng d khang sinh thir
€6 hoat lyc twong dwong nhau. Nén sir dung cac nong do
khang sinh theo cdp s0 nhan. D& thu duoc sy tuyén tinh
theo mii dinh, can Iva chon 3 nong do uén tiép tlr mot sd
lugng Ién cac ndng dod, trong dé cac nong dd clia dung dich
khang sinh chuan va thr twong duorng nhau.

Nhd mét thé tich bang nhau cac dung dich khang sinh
vao 6ng nghiém, thém mdi trwvong da cdy ching voi thé
tich bang nhau vao méi 6ng nghiém (vi du 1 ml dung dich
khang sinh va 9 mi méi truong). Vi phép thir dinh lugng
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tyrothricin them 0,1 ml dung dich khang sinh vao 9.9 mi
moi trwong da cdy chung).

Song song chudn bi 2 dng nghiém d6i chimg khong co6
khang sinh, cd 2 ong nay déu chira méi trwong da cay
chiing, thém ngay vao ] 6ng 0,5 ml iormaiciehyd (TT). Cac
ong nghiém nay dugc dung dé chuan hoa thiét bi quang
hoc dung dé do su phat trién cua vi sinh vat.

Pat cac 6ng nghiém theo phan bd ngau nhién hoac hinh
vuong Latin hodc phan bd khdi ngau nhién trong bé diéu
nhiét hodc trong thiét bi phu hgp khac sao cho nhiét do
cua cac 6ng nghiém nhanh chdng dat dwgc nhiét do u theo
qui dinh, duv tri cac 6ng nghiém & nhiét do 0 trong 3 h
dén 4 h, dam bao nhiét d6 va thoi gian U dong nhét gilta
cac Ong nghiém.

Sau thoi gian 0, lam ngltng s phét trién cua vi sinh vat
bang cach thém 0,5 ml lormaidehyd OT) vao mdi 6ng
nghiém hodc bang bién phap xi ly nhiét va do do duc bang
thiét bi quang hoc phu hop cho két qua cd 3 chir s6 co y
nghTa. Ngoai ra, co thé do d6 duc cla tirng 6ng nghiém sau
cac khoang thoi gian 0 hoan toan nhuw nhau.

Tinh toan hoat luc dva theo phwong phap théng ké pht hop.
Su tuyén tinh gitra lidu-dap ting (sO liéu chuyén d6i hodc
khong chuyén doi) thuong chi dat dugc tren mét khoang
rdt hep. Khodng nay phai dugc dung dé tinh toan hoat luc
va phai gém it nhat 3 nong dd lién tiép dé cho phép c6 thd
kiém tra lai tinh tuyén tinh. Khi tinh tuyén tinh cla ca hé
théng dwoc khang dinh trén mot s6 luong day du cac phép
thir 3 ndng do, thi doi vai cac phép thir thwong ngay, cé thé
str dung phép thl* 2 ndng do, va phai duwoc co quan ¢ tham
quyén chdp thuan. Tuy nhién, trong truong hop cé tranh
chép, phai ap dung phép thr 3 ndng do.

V&i mi phép thir dinh lwong, st dung da s6 1an 1ap lai cla
moi ndng do dé dam bao dd chinh xac theo qui dinh. Co
thé phai tién hanh I3p lai phép thi, tap hop két qua theo
phuong phap thong ké dé dat dwgc do chinh xac theo qui
dinh nham khang dinh chic chan hoat Iyc clia khang sinh
thir khong thap hon gidi han toi thiéu.

Chaing vi sinh vat

Chuyén luan nay gi¢i thiéu mot sé chding vi sinh vat va
diéu kién slr dung clia ching. Cé thé sir dung ching vi
sinh vat khac mién la ching doé nhay cam voi khang sinh
tht, duoc st dung trong mdi treong phu hop, trong diéu
kién nhiét do va pil phu hgp. Nong dé cua dung dich
khéang sinh phai dugc lya chon dé& dadm bao cé su lién
quan tuyén tinh gita logarit ndng dé véi dap (rng trong
diéu kién tht nghiém.

Ché tao hon dich cdy truyén

Baciiius cereus, Baalius subtiiis, BaciUus pumilus. Hon
dich bao t& dugc chuin bi nhw sau: cdy ching vi sinh
vat Ién bé mit moi tnrone s6 1da co6 san mongan suwat
(TT) v6i ndng dd 0.001 g/L va i & 35 °c dén 37°c trong
7 ngay. Dung nuéc cat vo khuan dé gat vi khuan (chu yéu
dwéi dang bao tlr). Lam ndng hon dich bao t&r & 70 °c
trong 30 min va pha lodng 161 nong d§ thich hop, thudng
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la 107 dén 10* bao tir trong 1 ml. Hon dich bao t&r cé
thé si dung lau dai néu bdo quan o nhiét do khéng qua
4 °c.

Ngoai ra, c6 thé ché tao hon dich bang céch cdy chung vi
sinh vat vao méi trwong s6 3 va nndi cdy & 26 cc trong
4 ngay dén 6 ngay, sau do, thém luvgng mangan sidfat (TT)
phu hop trong diéu kién vo khuan vao mdi truong do thu
dwogc néng d6 0,001 g/l,, U thém 48 h. St dung kinh hién
vi dé kiém tra xem bao lir c6 dwoc hinh thanh véi ty Ié du
I6n trong hon dich (khoang 80 %) va li tam. Hoa cén tro
lai trong nuéc cat vo khudn dé thu dwoc hon dich cé ndng
do 107 dén 10xhao I trong 1 ml lam néng hon dich ¢
70 °c trong 30 min va bao quéan & nhiét dd khdng qua 4 °c.
Bordetella bmnchiseptica. Nubi cdy ching vi sinh vat trong
moi trieong s6 2 & 35 °c dén 37 °c trong 16 h dén 18 h. Gat
ching bang nwéc céat vo khuan va pha lodng dén dd duc
thich hop.

Staphylococcus  aureus, Klebsiella  pneumoniae,
Escherichia coli, Micrococus luteus, Staphylococcus
epidermidis. Chuaii bi chdng vi sinh vat gidong nhu mo
td doi voi chdng B. bronchisepuca, nhung str dung méi
trvong s6 | va diéu chinh dé duc hon dich sao cho cé sw
tuyén tinh t6t gitra lidu-dap (ng trong thir nghiém bang
phuong phap do do duc, hoéc lao ra duwgc vong vo khuén
s&c nét, c6 duong kinh phu hop trong thir nghiém bang
phuong phap khuéch tan.

Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis. Nudi cay
chdng vi sinh vat trong moi truong so 6 °c & 30 °c dén
37 °c trong 24 h, Gat chiing bang dung dich natri ciorid
0,9 % (Ti) vd khuan. Pha lodng dén do duc thich hop bang
dung dich natri clorid 0,9 % ITT) v khuén.

Dung dich dém

Dung dich dém so 1dén 12 c6 pH tir 5,8 den 8,0 dugc pha
ché bang cach: Ly 50,0 ml duny dich kaii dihydrophosphai
0,2 M (TT), thém dung dich natri hydroxyd 0,2 M (TT) v6i
Ivgng thé tich ghi & Bang 13.9.1. Thém nudc vira da 200 ml.

Bang 13.9.7- Thanh phan dung dich dém

5d Dung dich
ji?:h 3221 pH (£0,1) natri hydrogyd 02 M
(mi)
1 5,8 3,72
7 6,0 5,70
3 6,2 8,60
4 6,4 12,60
5 6,6 17,80
6 6.8 23,65
7 7,0 29,63
8 7.2 35,00
9 7.4 39,50
10 7,6 42's0
n 7.8 45,20
12 8,0 46,80
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Dung dich déin s6 13 (pil 6.8 £0.1): Hoa tan 6.4 g kali
dihydrophosphat (77) va 18,9 g dinatri hydrophosphat
(TT) trong 1000 ml nucrc.
Dung dich dém s6 14 (pH 10,5 L 0,1): Hoa tan 35.0 g
dikali hvdrophosphat (TT) trong 900 ml nwéc, thém 20 ml
dich natri hydroxyd i M (IT), thém nuéc vira di
1000 ml.
Dung dich dém s6 15 ipl7 4,5 £ 0,1); Hoa tan 13,61 g kali
dihydrophosphat (77) trong 1000 ml nwéc.
Dung dich dém s6 16 (pi 1 7,8 ¢(-0,1): Hoa tan 5,59 g dikali
hydrophosphat (77) va 0,41 g kali dihydrophosphut (TT)
trong 1000 mi nudc.
Dung dich dém so 17 (pH 8,0 + 0,1): Hoa tan 16,73 g dikaii
hydruphosphat (77) va 0,523 g kali dihydrophosphat (Ti)
trong 750 ml nwéc, didu chinh pH 8,0 bang dung dich natri
hydroxyd 0,7 \f (Ti) hodc dung dich acidphosphoric 0.1 M
(77) néu can, thém nuéc vira di 1000 ml.
Dung dich dém s6 18 (pH 6,0 = 0.1): Hoa tan 8.63 g kali
dihydrophosphat (Ti) va 1,37 gdinatri hydrophosphat khan
(TT) trong 750 ml nuéc, didu chinh pH 6.0 bang dung dich
natri hydroxyd 0,1 M (T1) hodc dung dich acidphosphoric
0,i Xi(TT) néu can. thém nwéc vira du 1000 ml.
Dung dich dém s6 19 (pH 6,0 £ 0,1): Hoa tan 20.0 g dikaii
hydrophosphat (IT) va 80,0 g kali dihydrophosphat (TT)
trong 1000 ml nuéc.
Dune dich dém s6 20 (pH 5,6 - 0,1): Hoa tan 0,908 g kali
dihydrophosphat (TT) trong vira di 100 ml nuéc (dung
dich A). Hoa tan 1,161 g dikaii hydrophosphai (TT) trong
vira di 100 ml nuéc (dung dich B). Trén 94,4 ml dung dich
A va 5,6 mi dung dich B. Biéu chinh pll 5,6 bang dung
dich A hodc B, néu can.

M@i truwdng
C6 thé ding cac loai mdi treong sau hodc thay thé bang
mdi truong khac twong duong.

Méi truong so |

Pcpton 6,009
Casein thly phan b&i pancreatin 40¢g
Cao thit bo 159
Cao ndm men 3.0¢g
Cilucose monohydrat 109
Thach 15,09
Nuwéc 1000ml
Moi trwdng so 2

Casein thly phan boi pancreatin 1709
Bot dau tuong thdy phan boi papain 3,09
Natri clorid 5,09
Dikali hydrophosphat 2,59
Citucose monohydrat 2,5e
Thach 15,0 ¢
Polysorbat 80 100g
Nuwoc 1000 [n1

1lo6a tan cac thanh phan (trir polysorbat 80) trong nwéc, dun
s0i, them polysorbat 80 ngay trwdc khi thém nuéc vira du.
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M@i tnrong s6 3
Pepton

Cao thit bo

Cao nam men

Natri clorid

Glucose monohydrat
Dikali hydrophosphat
Kali dihydrophosphat
Nuéc

Moi truong sb 4

Cao tim

Cao ndm men

Pcpton - casein
Glucose monohydrat
Natri clorid

Dikali hvdrophosphat
Kali dihvdrophosphat
Kali nitrat

Nuwéc

Moi truong sé 5
Pepton

Cao thit

Dikali hydrophosphat. 12H .0
Thach

Nuéc

6,09
159
3,09
3,59
10g
3,68g
1,329
1000ml

159
159
5,09
1,09
3,50

3,689

1,329
2,0g
1000ml

5,09
3,09
26,99
10,0g
1000ml

Sau khi tiét khuan méi trwortg, thém dikali hydrophosphat
(TT) dwéi dang dung dich vd khuin vao moi trwdng.

M@i truong so 6
Pepton

Cao nam men

Cao thit bo

Natri clorid

Glucose monohydrat
Thach

Nuwéc

Moi treong sé 7
Glycerol

Pcpton

Cao thit

Natri clorid

Thach

Nuwéc

Moi truong so 8
D-elucose

Tryptone

Cao ndm men

Nuwoc vira du

Mai tncong s6 9
Pepton

Casein thly phan béi pancreatin
Cao ndm men
Glueose monohvdrat
Thach

Nudc

944¢g
4,79
2,49
10,09
10,09
23,59
1000mi

10,09
10,09
10,09
3,09
15,09
1000ml

10,09
6,09
2,09

1000 m)

6,09

4,09

3,09
109

20,09
1000 tnl
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Méi treong s6 0
Pepton

Cao thit bo

Cao ndm men
Glucosc

Thach

Nuoc

M@i tnromg s6 11
Pepton

Thach

Cao thit bo

Nuwéc

M@i truong so 12
Pepton

Cao thit

Natri ciorid

Thach

Nuéc

Mai truong sé 13
Pepton

Cao nam men
Cao thit bo
Thach

Nuéc

Moi tredng so 14
Pepton

Cao ndm men
Cao thit bo
Thach

Nuéc

6,09

159

6,09

10g
1509-209¢
1000 mi

5049
150¢g
301
1000 mi

10.0 g
309
30,09
20,0¢g
1000 ml

6,0 g
309
159
20,0 g
1000 ml

6,09
309
15¢
15049
1000 ml
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Tén khang sinh

Acetyl spiramvcin

Amphotericin B

Bacitracin kém

Bleomycin suifat

Colislimethat natri

Dihycirostreptomvcin

Sulfat

Doxycyclin hydroclorid  Doxycyclin hydroclorid

Chat chuén

Acetyl spiramycin

Amphotericin B

Bacitracin kém

Bleomycin suirat

Colistimethat natri

Dihydrostreptomycin
Sulfat

Bang 13.9.2 - Biéu kién dinh luvgng khang sinh bang phwong phap khuéch tan

Dung modi ban dau

Hoa tail acctvl spiramycin
trong ethanul (TT) voi ty 1é
5mg trong 2 ml, sau d6 thém
nuéc cat vira du

Dimethyl sui/oxid (TT)

Dung dich acid hydrocloric
0.01 AI(TT)

Nuéc

Nuéc

Nuéc

Dung dich acid hydrocitric
0,01 M (TT)

Dung dich dém

S6 16

S6 14

D15

Chding vi sinh vat

Bacillus suhtiiis
ATCC 6633

Saccharomyces
cerevisi(C
ATCC 9763

1P 1432-83

Micrococcus iuteus
NCTC 7743
CiP 53.160
ATCC 10240
Mycobacterium
smegma/is
ATCC 607
Bordetclia
bronchiseptica
NCTC 8344
(HP 53.157
ATCC 4617
Escherichia coli
NCIB 8879
CIP 54.127
ATCC 10536
Bacillus subtilis
NCTC 8236
CIP 1.83
Bacillus subtilts
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
Bacillus cereus
ATCC 11778

Mai truong va
pH (+0.1)
So 10
(pH 8,1)

So 6
(pH 6,1)

S6 1
(pH 7,0)

So 7
(pH 7,0)

So 2
(pH 7.3)

e

01
(pH 7,9)

So9
(pH 610 - 750)

Nhiét d6
3H-37°C

35-37*"C

35-39°¢

35-37"C

35-39°

30-37°c

35 -37°c

A WVN 13IA N3IG@ 20Nd
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Tén khéng sinh

Trythromvein cstolat
Erythromycin ethyl succinat

T.p.'Lromvein steamt

Framycetin Sulfat

Gentamycin Sulfat

Josamyein

Josamycin propionat

Kanamyein monosulfat

Kanamycin acid Sulfat

Chat chuén

Erythromycin

Framycetin Sulfat

Gentamycin Sulfat

Josamycin

Josamycin propionat

Kanamycin monosuliat

Dung moi ban dau
Methanol (TT)

Nuéc

Nwéc

116a 30 mg trong 5 ml methanol
(TT), thém nuéc vira da 100ml

Hda 40 mg trong 20 mi
methanol (TT), them dung
dich dém s6 20 vira du 100 ml

Nuéc



Dung dich dém
S6 12

S6 20

Chung vi sinh vat

Bacillus pumiius
NCTC 8241
CIP76.18
Bacillus subtills
NCTC 10400
CIP 52.62

ATCC 6633
Bacillus subtiiis

NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
Bacillus pumiius
NCTC 8241

CIP76.18
Badiius pumiius

NCTC 8241
CIP76.18
Staphylococcus
epidcrmidis
NC1B 8853
CIP 68.21

ATCC 12228
Bacillus subtiiis

C1P 52.62
ATCC 6633

NCTC 10400
Bacillus subtilis

CIP 52.62
ATCC 6633

NCTC 10400
Bacillus subtilis

NCTC 10400
CiP 52.62
ATCC 6633

Staphylococcus aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 p

M®di trvd*ng va

pH (£0,1)
S6 1

(pH 7,9}

S6 5
(pH 7,9)

S6 1
(pH 7,9)

S6 1
(pH 6,6)

S6 1
(pH 6,6)

Nhiét do U
30-37°c

30-37 X

35-39X

3H5-37X

3B-37X

30-37X

35-39X

A WVN LIIA NIIG
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rén khang sinh

Kitasamycin

Lvmcceyclin

Ncomycin Sulfat

Neultniein Sulfat

Nystatin

Oxytetracyclin dihydrat
Polvmvcin U Sulfat

Rifamycin natri

Spiramvcin

Chét chuén

Kitasaniycin

Lymccvclin

Ncomycin Sulfat

Nctilmicin Sulfat

Nvstatin

Oxytctracvclin dihydrat
Polymycin B

R'famyein natri

spiramvcin

Dung mdi ban dau
Methanol (TT)

Nuéc

Nuwéc

Dimethyi lormamid (7T)

Dang dich acid hvdmcior,
0.0/ M(TT)
Dung dich dém so 18

Methanol /77)

Methanol (TT)



Dung dich dem

0O 17

SO 1

So 12

So 17

S6 12

S6 19

So1l

So 18

So 7

So 12

Chiing vi sinh vat

Bacillus subtilis
ATCC 6633
Bacillus pumilns
NCTC 8241

CIP 76.18
Bacillus pumilus
NCTC 8241
Bacillus pumilus
NCTC 8241

CIP 76.18
Bacillus subiitis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633

Staphylococcus aureus

ATCC 6538 P
CIP 53.156
Saccharomyces
cerevisiac

ATCC 2601
Bacillus pumilus
NCTC 8241
Escherichia coli
ATCC 8739
Miaococcus /uteus
NCTC 8340
CIP 53.45
ATCC 9341
Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633

Mui truong va
pH (£0,1)
So 11

(pH 7.9)
SO 1
(pH 6,6)

S65
(pH 7.9)
S6 1
(pH 8.0-8,1)

SO 5
(pH 7.9)

S61
(pH 7.9)

S6 6
(pPH 6,0)

So 1l
(pH 6,6)
So 12
(pH 6,5 -6,6)
So 1l
(pH 6,6)

01
(pH 7,9)

NhiC't do u
30- 37 °c

37-39X

30-37"C

35-39°C

30-37"C

32-35"C

29-31 X

30-37"C

32-371"C

55-39"C

30-32"C

€0 ON’l NHd
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T6n khang sinh

Streplomvein Sulfat

Teieopkmin

Tetracyclin hvdroclorid
Tobramycin
Vancomvcin

Vancomycin hydroeiorid

Chét chuan
Streptomycin su ¥fat

Teicopianin

Tetraeyelin hydroclorid
Tobramycin
Vancomycin

Vancomvcin hvdroclorid

Dung moi ban dau
Nuwoc

Dung dich dém s6 2

Dung dich acid hydrociorlc
0.0f M (TT)

Nudc

Nudc

Nuéc

Nuéc



Dung dich dém
s6 12

sO 12
sO 15

sO 12

S6 15

Chung vi sinh

Bacillus suhiilis
NCTC 8236
cip 1.83
Bacillus subtiiis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
Bacillus sahtHis
NCTC 8236
CIP 52.62
ATCC 6633
Bacillus cereus
ATCC 11778
Bacillus subti/is
ATCC 6633
Bacillus subiHis
ATCC 6633
Bacilllus siiblilis
NCTC 8236
CIP 52.62
ATce 6633
Bacillus subtilis
ATce 6633

M@i trubmg va
pH (£ 0,1)
s6 1
(pH 7,9)

Hn
{pH 7.8 - 8,0)

S6 i3
(pH 6.0 - 7,0)
D1
(pii 7.9)
Su 14
(pH 5,9)
So 1
(pH 8,0)

0 14
(pl5,9)

Nhiét do
30-37 X

30 - 37 °c.

35 -37°C

3»H-37"C

0-37T

30-32X'

37-39°c

30-32X!

A weu I9IANTK] 201
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Tén khéng sinh

Colistiinethat natrt

Bihydrostreptomycin
succinat

Erythromycin estoiat

Erythromycin ethyl
sucinat

Erythromycin stcarat

Eramycetin Sulfat

Gentamvcin sillfat

Gramicidin

Josamycin

Bang 13.9.3- Diéu kién dinh luvong khang sinh béng phuong phéap do do duc

Chat chuén

Coiistimethat natri

Dihydrostreptomycin sulfat

Erythromycin

Framycetin sulfat

Gentamycin sulfat

Gramicidin

Josamycin

Dung mdi ban dau

Nuéc

Nuwéc

Methanoi (TT)

Nuéc

Nuéc

Methanoi (TT)

Hoa 30 mg trong 5 ml
methanoi (TT), thém nuéc
vlra du 100 ml

Dung dich dém

Thém vao dung
dich dém s6 7
poiysorbat 80
(TT) voi ty ié

0J mg/ml

S6 20

Chiing
vi sinh vat
Escherichia coli
NGIB 8666
CIP 2.83
ATCC 9637
Klebsiella pneumoniae
NCTC 7427
CIP 53.153
ATCC 10031
Klebsiella pneumoniae
NCTC 7427
CIP 53.153
ATCC 10031
Staphylococcus aureus
NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 P
Staphylococcus aureus
NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 P
Staphylococcus aureus
NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 P
Enterococcus hirae
CIP 58.55
ATCC 10541
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 P
Staphylococcus aureus
CIP 53.156
ATCC 6538 P
NCTC 7447

Mbi trrdng va
PH (+0,1)
03
(pH 7,0)

sO3
(pH 7,0)

(pH 7,0

s63
(pH 7.0)

O3
(pH 7.0)

sO3
(pH 7.0)

sO3
(pii 7,0)

sSO3
(pH 8,0)

Nhiét do li

35-37"C

35-37°c

3H-37"C

35-37°c

35-37'C

3%5-37"'C

35-37°C

3H-37C

>
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Tén khang sinh Chét chuédn Dung mdi ban dau
Hoa 40 mg trong 20 ml

Josait:vein propionat Josamycin propionat methanol (TT), thém dung
dich dém s6 20 vira du 100 ml

Kanamycin monosulfat

o Kanamycin monosulfat Nuée
Kanamycin acid Sulfat
Ncomvcin Sulfat Neomycin Sulfat Nuwéc
Rifatnycin natri Rifamycin natri Methanol (TT)
Spiramycin Spiramycin Methanol (TT)
Streptomycin sulfat Streptomycin sulfat Nuwoc
Tyrothricin Gramycidin Ethanol (TT)

Vancomycin hvdroclorid Vancomycin hydroclorid Nuéc



Dung dich dém

SO 20

Ethanol (TT)

S6 12

Ching
vi sinh vat
Staphylococcus aureus
CIP53.156
ATCC 6538 p
NCTC 7447
Staphylococcus aureus
NCTC 7447
CTP53.156
ATCC 6538 p

Staphylococcus aureus
NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 p

Escherichia coll
NCIB 8879
OP 54.127
ATCC 10536
Staphylococcus aureus
NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 p
Klebsiella pneumoniae
NCTC 7427
CIP 53.153
ATCC 10031
Enterococcus hirae
ATCC 10541
Staphylococcus aureus
OP 53.156
ATcc 6538 p

Mbi tririmg va
pH (20.1)

S6 3
(pH 8,0)

S6 3
(pH 7.0)

S6 3
(pH 7,0)

S6 3
(pH 7,0)

O3
(pH 7,0)

S6 3
(pH 7,0)
S6 3
(PH 7,0)
S6 3
(pH 7,0)

Nhiét d6 0

1<. TP

3H-37"C

35-37"C

3H-37*C

3H-37°C

37 »C

37-39°c

AWVYN LIIA NDIG 20N
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PHU u'C 13 Dwoc tilRN VIET NAM V
13.10 PHAN TiCH THONG KE KET QVA DINH LUONG SINH HOC

1 Mé’dau

Chuyén luan ndy huéng dan cach thiét ké thi nghiém sinh hoc va phwrong phap phan tich thong ké cac kel qua thir nghiém
sinh hoc cé trong Dugc dicn Viét Nam.

C6 the dirne kiéu thiét ké thi nghiém va céch tinh toan két qua khic voi phrong phap md ta trong chuyén luan nay, mién
la cac phwong phap dé cé dd tin cdy khong kém phuong phap dugc mé ta o day.

Phrong phap sinh hoc dwgc dung do thw nghiém cac chét hay ché pham tna hoat iwc clia chling khdng thé xac dinh mot
cach chinh xac béng cac phwong phap phan lich héa - Iy. Nguyén tic cla phuong phap 14 so sanh ché pham can dinh
lvgng v&i mot ché phdm chuin dé xac dinh lwgng ché phdm can dinh lugng cho cling tac dong sinh hoc véi lwgng da cho.
tinh bang don vi, cua chc pham chuén. D& dam bao do chinh xéac cla két qua dinh lvgng, cac phép thu dugc lién hanh
vGi ché phdm chuén va ché pham can dinh lvgng phéi thyc hién dong thoi va trong cling dicu kién thi nghiém.

B4t ky mot dinh gia nao cla thir nghiém sinh hoc ludn luén méc phéi sai s6 ngau nhién do tinh bién thién vén c6 clia dap
tng sinh hoc, do dd néu c6 thé, khi tinh két qua ctia mdi thir nghiém phai tinh sai s6, ké ca khi ding phuong phép chinh
thirc. Vi vav, trong chuyén luan ndy c6 hudng dan cac phuotig phap thiét ké thir nghiém va céch tinh sai so. Cac phurong
phap tinh toan trinh bay & dav chi linh dén sai s6 ngau nhién gay ra boi cac sinh vat thir va gia dinh rang cac sai so hé
thdng, vi du sai s6 do can, pha foang,... la rat nhd va khong anh hwong dang ke den két qua dinh legng (do dé phai cé
bién phap thich hop da giam sai s6 hé Ihong dén mic c6 thé chdp nhan dwoc). Trong moi tredng hop, trwde khi &p dang
mot phrong phéap thdng ké bét ky. phai tién hanh thir so bd mot s6 1an thich hop dé bao dam chac chan tinh kha dung
cla phuong phap doé.

D0 chinh xéc cla két qua thtr nghiém sinh hoc duoc xac dinh bai cac gidi han tin cdy, hodc 1a khoang tin cdy cla hoat luc.
c.iiéi han tin cay 0 xac suat 95 % thwong duoc chon trong cac thir nghiém sinh hoc, do dé cling dugc chon trong chuyén
luan nay. Khoang tin cy tinh bang cac phuong phéap toan thng ké eidi thiéu & day c6 kha nang chira hoat lyc théat cla
ché pham can dinh lvong voi xac suat 95 %. Mot s6 chuyén luan Dwoc dién qui dinh gidi han tin cdy phai khéng dugc
vuirgt qua mot ngudng nhét dinh, vi du phai ndm trong khoang tir 95 % dén 105 % so véi hoat luc tinh duoc, trong mot
s6 treong hop can phai 1dp lai thir nghiém hai hay nhiéu lan dé dat duoc gidi han tin cay cho phép.

Chu giai céc ky hiéu dung trong chuyén luan nay duoc trinh bav trong bang & phan cudi ctia chuyén luan.

2. Ngau nhién hoa

Viéc phan bd nhirnw xw 1Y (litu, ndng dd....) khac nhau clia ché phdm chuan va ché pham thir cho cac don vi thi nghiém
(vi du dong vat thi nghiém, 6ng nghiém,...) phai dwgc thyc hién mot cach hoan toan ngau nhién. Bat ky mot sy lwa chon
nao khac vé nhling diéu kién thi nghiém (vi du chon lva can ndng, tu6i clia déng vat thi nghiém, diéu kién méi trwong
thi nghiém,...), cling khong dugc phép cd y trong thiét ké thi nghiém ma déu phai lva chon ngau nhién. Chon vi tri cla
chudng nubi dong vat thi nghiém trong phong thi nghiém, trinh tu dung céc x& ly cling phai duoc thuc hién mot cach
ngau nhién.

Ngau nhién hoa cé thé thuc hién bang cach ném xc xac, xao cac la bai ¢ danh s6, ding bang s6 ngau nhién hay céc
phan mdm vi tinh thich hgp.

3. Cac thr nghiém dva trcn dap ng dinh lugng

3. Mo hinh théng ké

3.1.7 Nguyén tic chung

Hai mo hinh théng ké thudng ding trong cac thi nghiém sinh hoc 1a mé hinh dudong thang song song va mo hinh ty 1é
dd déc. Trong chuyén luan nay chi gi¢i thiéu mé hinh dudng thang song song. B0 tim hiéu thém vé mé hinh con lai, xin
tham khao Dugc dién chau Au IX hay cac tai liéu thong ké khéc.

Chi cd thé ap dung mé hinh thong ké durong thang song song néu thir nghiém hoi dir cac diéu kién sau:

1) Céc xtr Iy khac nhau cta ché phdm chudn va ché pham can dmh Ivong da deoc phan bd ngau nhién cho lirng don vi
thi nghiém;

2) Céc dap ung cua moi x& ly tuan theo phan phdi chuan;

3) Do léch chudn ciia cac dap UTtg trong mdi nhom XU iy cia ca ché pham chuan VA ché pham cén dinh lvgng khong
khac nhau cd y nghta.

Khi thlr nghiém duoc trién khai sir dung, nha phan tich phai xac dinh xem cac so liéu thu thap dugc tir nhiéu thir nghiém
c6 thda man céc diéu kién ly thuyét sau khong:

Diéu kién 1c0 thé thda man néu thuc hién ding theo cac hwrdng dan trinh bav & muc 2 (Ngau nhién hoa).

Diéu kién 2 la mot gid dinh ma trong thuc t€ hau nhw déu duoc thoa man. Nhirng sai léch nhd so véi gia dinh nav néi
chung khong gay anh huong Ion den két qua. ncu méi x ly dwgc tién hanh nhiéu thi nghiém 13p lai.

PI1.-32K



DUOC DIEN VIET NAM V PH1lLuc 13

Piéu kién 3 c6 thé dugc kiém tra ban2 phép thu tinh déng nhai cua cic phwong sai, vi du bang phép kiém Bartlett hodc
phcp kiém llartlcy (xem cac vi du trong muc 3.2.8).

Néu diéu kién 2 vadiodc diéu kién 3 kndng théa man, chuyén doi dap ime Vbang In(y), iT hay r c6 thé cho két qua tét.
Phép chuyén d6i Vthanh In(v) rat httu ich trong trwdng hop tinh dong nhét clia cac phwong sai khong théa mén. Phép
chuyén déi nay cling gilp cai thién tinh chuén ndu phan phdi bi léch v bén phai.

Su chuyén déi V thanh /§ thuong duoc ding khi cac quan sét tuan theo phan phdi Poisson, vi du khi cac quan sat thu
duoc bang phwong phap dém.

3.1.2 Cac thtr nghiém thwong nhat

7rong cac thir nghiém thuong nhat, rat khé kiém tra mot cach hé thdng céc diéu kién ly thuyét mo ta & muc 3.1.1, boi vi
trong thuc t6 sd quan séat trong mot thir nghiém thudng nho do dé anh hwdng dén do nhav clia cac phép kiém thong ké.
Tuy nhién, trong nhitng thir nghiém can xdng (Ia nhitng thir nghiém cd s6 x& ly ctia ché pham chuan bang vai s6 x& ly
clia ché phatn can dinh luvong, vi du: thir nghiém 2 -+ 2, 3 + 3,...) nhitng sai léch nho so véi tinh chudn hay so véi tinh
dong nhét clia phwong sai khong anh hwong I6n dén két qua thlr nghiém. Do do, chi can kiém tra lai cac diéu kién ly
thuvét néi trén khi mot loat cac thir nghiém hén tiép khong thda man phép kiém tinh co gia tri (xem muc 3.2.4).

Nuoai 3 diéu kién ly thuyét da néi trén, mod hinh dwong thing song song con yéu cau moi thu nghiém phai thda man
thcm 2 diéu kién sau:

4) Buong bidu dién méi quan hé gitra Togarit litu va dap tng phai tuyén tinh trong khoang lidu d4 dung.

5) Buong thang In(lidu) - dap (ng cta ché pham can dinh lugng phai song song véi dudng In(lidu) - dap ng cta ché
pham chuén.

Chi ¢ thé kicm tra diéu kién 4 va 5 néu thir nghiém dugc tién hanh véi it nhat 3 nong do pha lodng ctia moi ché pham
(dinh lvong 3 ligu hay 1én hem). Tuy nhién, néu tinh tuyén tinh clia duwdng logarit liéu - dap (ng, trong mot khoang liéu
nhét dinh, da duoc chirng minh b&i moét sé lwgng da 1ém céc thir nghiém co 3 liéu tri 1én, c6 thé tién hanh thir nghiém
chi véi 2 tiéu ctia moi ché pham (thkr nghiém 2 lidu) trong cac thi nghiém hang ngay, dung trong khoang liéu da cho.
Trudce khi tinh hoat lwc va céc gigi han tin cy, can phai tién hanh phéan tich phrong sai dé kiém tra xem thir nghiém cé
dap tng cac diéu kién 4 va 5 hay khong.

Cac thir nghiém dua trén IUDhinh théng ké duwong thang song song dugc trinh bay trong muc 3.2.

NEéu cé bat ct diéu kién nao trong 5 diéu kién néi trén khong théa man, cac phwrong phap tinh toan gidi thiéu o day sé
khong co gia tri. Khi do, phai tién hanh ra soéat lai cac ky thuat thir nghiém dé tim ra nguyén nhan.

Néu cac phép kiém thong ké cho thay bat ky mot diéu kién nao trong 5 diéu kién néi trén khéng théa man, khong dugc
chuyén ngay sang mot phép chuvén ddi khac, trir khi c6 di bang ching rdng nguyén nhén gay ra hién tugng do khong
phai do ngau nhién ma la két qua ctia mot si thay doi ¢ hé théng clia cac didu kién thi nghiém. Trwdc khi ap dung mot
phép chuyén doi mai vao cac thir nghiém thuwong nhat, phai 13p lai phép kiém thong ké da trinh bay & muc 3.1.1.

Pe thu dwoc mdt két qua thir nghiém dang tin cdy, cd thé phai tién hanh mot vai thir nghiém doc l1ap, sau dé phdi hop cac
két qua thr nghiém lai v&i nhau (xem muc 4 - Phéi hop cac két qua thi nghiém).

Nhdm muc dich kiém soat chat luong clia cac thir nghiém hang ngay, nén ghi céc tri dinh gia vé do déc hdi qui va sai
s6 dv dwdi dang biéu do kiém tra.

Néu sai sO du Ién mot cach bat thudng, nguyén nhan dau tién phai nght dén 1a cé sai soét ky thuat nao dd. Neu cac khao
sat khéng dinh cd sai sot trong qua trinh thir nghiém, phai I13p lai thir nghiém. Sai s6 du cting c6 thé rét 16n neu trong day
sO liéu dé co mot gia tri bat thwong. Chi dwoc loai bo gid tri nghi ngo la bét thuong néu gid tri do khéac cd y nghta thong
kc vai céc gia tri con lai.

Mot sai sd dw nho bat thwong cé thé xav ra mot lan hodc mét Iic nao dé lam cho céc tv s6 F vuot qua gia tri tdi han.
Trong nhitng tredng hop nhw vay, cé the thay sai s0 du dinh gia dugc clia tiing thir nghiém riéng bang mot sai s6 dw trung
binh dwa vao cac so liéu truéc do trong biéu do kiém tra.

3.1.3 Céch tinh toan vo nhitrng han ché

Dudi day l1a 3 han ché ap dat cho moi th(r nghiém nham lam don gian hoa viéc tinh toan va lam tang do chinh xac cia

thir lighietn:

a) S6 ndng dd pha lodng ctia mbi chd pbam trong mot thir nghiém phai bang nhau;

@/él'i/ 16 gitta cac licu ké tiép nhau phai 1a mdt hang s6 doi voi tat ca cac x ly trong mot thir nghiém, vi du: 5VS/ =
- -7,73

¢) Sb cac don vi thi nghiém ctia mdi x ly phai bang nhau.

Léc cong thic tinh toan 4p dung cho mot thiét ké thir nghiém tuan tha ding 3 han che néu trén duoc gidi thiéu & muc 3.2.

Doi vGi cac thiét ké thir nghiém khong tuan theo cac han ché da ncu, cac cong thirc tinh toan sc rat phirc tap va khong

dwgc gioi thiéu trong chuyén luan nay.

Trong muc 3.2.8 ¢6 trinh bay mét sd vi du dé minh hoa vé phwrong phap tinh théng ké. Co thé ding cac so liéu trone cac

M du dé dé kiém tra cac phan mém dling trong phan tich thong ké két qua thir nghiém sinh hoc.
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3.2 M6 hinh dwdng thdng song song

3.2.7 Gi6i thiéu

Mb hinh dudng thang song song dua trén quan hé tuyén tinh gitta dap tng y va logaritXcula liéu D.
Y- a+bX

Trong dé:

Y la dap (*ng mong doi;

X 1a In (liéu) = In(0);

a va h 1a cac hang so.

M6 hinh dudng thing song song c6 thé duoc minh hoa boi dd thi trong Hinh 13.10.1. Trén dd thi, truc hodnh biéu dién
cac logarit lidu vai ndng do thap ¢ hén trai va ndng do cao ¢ bén phai, truc tung bibu dién cac dap trng do duoc. Céc dap
ng riéng ctia moi xt ly dwoc biéu thi bang cac chdm den. Hai (twdng trén do thi biéu dién mdi quan hé gitra logarit liéu
va dap rng linh duwoc clia ché pham chuén va ché pham cén dinh lwong.

Tu truc tung k& mdt duong thang bét ky song song v6i truc hoanh, cat hai duong In(licu) - dap (ng tai hai diém cé hoanh
dd 1a Inzvva Inzy, day la hai logaril nbng do hodc logarit liéu clia ché phdm chuan va ché pham thir cho cuing dap (ng
sinh hoc.

Dé cho thlr nghiém théa mén, hoat luc gia dinh clia ché pham thw phai nan véi hoat luc thuc. Dua vao hoat luc gia dinh
nay va hoat iuc an dinh clia ché pham chuén, pha cac doé pha lodng c6 hoat luc twong dwong sao cho hoat lwc ZVcla ché
pham thr obang hoat luc ZScua ché pham chuén S,

Khoang cach nam ngang giita 2 duong thang; In(zs) - In(zit) 1a hoat luc thurc clia che pham thir so véi hoat lwc gia dinh
cta n6. Neu duong thing clia ché pham thi & bén phai ctia che phdm chuan, hoat luc gia dinh (1aduoc dinh gia qué cao
va Viéc tinh toan sé cho hoat lyc dinh gia dwoc thdp hom hoat lwc gia dinh; cling twong tw néu duong thang clia ché pham
thir & bén trai clia ché pham chuén, hoat lyc gia dinh da dugc dinh gid qua thap va viéc tinh toan SC cho hoat lyc dinh gia
dwoc cao hon hoat lyc gia dinh. Trong mdt thir nghiém, néu doan thang In(zy) - In(zo) cang nhd, hoat luc gia dinh cla
ché pham can thir nghidm cang gan vai hoat luc that cla n6 va két qua thir nghiém sé cang chinh xac.

Hinh 13.10.1 - M0 hinh dudng thing song song clia mot thir nghiém 3 + 3.

Cha y: l.ogarit tv nhién in (hay logc) dwgc str dung xuyén sudt trong chuyén luan nay, do dé, antilogarit twong dwong
vGi e\ Tuy vay, néu mudn, hoan toan co thé ding logarit co sd 10 (hay logio) thay cho in, khi dd, antilogarit tvomg (ng
véi 10

3.2.2 Thiét ké thtr nghiém

Céc thlr nghiém sinh hoc c6 thé dwoc thiét ké theo mdt s6 cach khac nhau nhu trinh bay dugi day.

3.2.2. 1 Thiét ké ngau nhién hoan toan

Neu toan bd cac don vi thi nghiém (déng vat, 6ng nghiém,...) tvong ddi dong nhat, viéc phan chia cac dom vi thi nghiém
cho céc xir Iy khac nhau phai duoc tién hanh mot cach ngau nhién, vi du dung bang hoan vi ngau nhién.

Néu chia cac don vi thi nghiém thanh cac phan nhém, vi du theo vi tri vat ly hay theo ngay thi nghiém, nén chia theo
cach tinh dong nhat hon Ia chi xét dén s6 lugng cac don vi thi nghiém, ta cé thé ting do chinh xac clia thir nghiém béng
cach ap dung mot hodc nhiéu han ché trong céach thiét ké thi nghiém. Sy phan chia cac don vi thi nghiém theo céc han
che dd cho phép loai bo nhitng ngudn gay sai s6 khong lién quan.
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3.2.2.2 Thiét ké ngan nhién theo khoi

Trong kiéu thiét ké thi nghiém nay, c6 thé tach cac ngudn bién thién ra khoi sai s0 toan phan, vi du bién thién do sw nhay
cam gitra cac Itra dong vat thi nghiém hodc bién thién giita cac hdp Petri trong dinh lirgng vi sinh vat bang phuwong phap
khuéch tan. Thiét ké thi nghiém ngau nhién theo khéi doi hdi mdi khéi (Ira dong vat hodc hop Petri) phai c6 s6 xi ly
bang nhau va chi thich hup neu khéi di 16n dé cé thé chira tat ca cac xi ]y ctia thir nghiém.

Bang 13.10.6 trinh bay cdng thic tinh toan ap dung cho cac thir nghiém thiét kc thi nghiém ngau nhién theo khdi, trong
dé moi xt ly chi xuat hién mot lan duy nhét trong mdi khdi (thiét ké thi nghiém ngau nhién theo khéi khong 13p). Vi du
minh hoa cho kiéu thiét ké thi nghiém nay duoc trinh bay trong vi du 3.2.8.2.

3.2.2.3 Thiét ké hinh vubng Latin

Kiéu thiét k& thi nghiém nay thich hop véi nhitng thir nghiém ma dap (ng chiu anh heong clia 2 ngudn bién thién khac
nhau, trong d6 mdi ngudn bién thién c6 k mirc hay k vi tri khac nhau. Vi du, trong dinh lugng khang sinh bang phrong
phap khuéch tan. cac x( ly c6 thé dugc sap xép thanh k x k day trén mot khay 1on, mdi x& Iy chi xudt hién mot lan duy
nhét trong mdi hang va mdi cot. Chi c6 thd ap dung kibu thiét ke thi nghiém hinh vuéng Latin khi s6 hang, so cot va so
X( ly clia moi ché pham déu phai bang nhau.

Céc dap tng dugc ghi vao mot bang hinh vudng goi 1a hinh vudng Latin. Bién thién do sw khac nhau ve dap (ng gitra k
hang va gitra k cot sé dwgc tach khdi bién thién toan phan, do d6 lam giam sai s6 cta dinh lugng.

Béang 13.10.6 trinh bay cdng thirc tinh toan 4p dyng cho céac thu nghiém hinh vudng Latin, trong d6 méi xt& ly chi xuat
hién mdt 1an duy nhét trong mi hang va mdi cot. Vi du minh hoa cho kiéu thiét ké thi nghiém nay dwoc trinh bay trong
vi du 3.2.8.3.

3.2.2.4 Thiét ké chéo
Kigu thiét ké thi nghiém nay duoc ap dung trong tredng hop thi nghiém cd thé chia thanh cac khéi, nhung moi khoi chi
¢6 thé nhan hai x ly, vi du mét khéi 1a mét don vi thi nghiém dugc thir hai 1an vao hai thoi diém khéac nhau. Muc dich
clia kiéu thiét ké chéo la lam tang do chinh xéc cta thir nghiém bang céach loai trlr anh hwong do sw khac nhau gitra cac
don vi thi nghiém. Neu tht nghiém tién hanh véi 2 liéu clia ché pham chuén va 2 liéu clia ché pham can dinh lugng, ta
c6 kiéu thi nghiém chéo ddi.

Bang 13.10.1 - Céch sip xép cac lidu trong thiét ké thi nghiém chéo

Nhom cac G VI ezidoanl  Giai doan I

thi nghiem
! 1 Si u2
2 ST «
3 U sj
1 4 i u2 - K

Trong thiét ké chéo doi, thir nghiém duwgc chia thanh hai giai doan, moi giai doan tién hanh vao nhiing thoi diém khac
nhau. Céc don vi thi nghiém duoc chia thanh bdn nhém, moéi nhém nhan mét trong bén xir Iy ¢ giai doan dau cda thi
nghiém. Bon vi nhan mot ché pham trong giai doan dau s& nhan ché pham khac trong giai doan sau, va cac don vi nhan
liéu thap trong giai doan dau sé& nhan liéu cao trong giai doan sau. Cach sip xép cac liéu cho & Bang 13.10.1. Vidu minh
hoa cho kiéu thiét ké thi nghiém nay dugc trinh bay trong Vi du 3.2.8.4.

3.2.3 Phén tich phwong sai

Muc nay trinh bay cac cong thirc can thiét dé phan tich phuong sai. Ngudi doc sé dé hiéu hon khi tham khao thém céc
vi du @ muc 3.2.8 va Bang ghi chi cac ky hiéu & muc 6.

Céac cbng thiic trinh bay ¢ day cé thé ap dung cho cac dinh lvgng doi xing trong d6 mot hay nhiéu ché phdm cén thir
(LL =<, Z) dugc so sanh vgi cing mot ché phdm chuan s, voi digu kién thir nghiém phai dap (ng dugc cac diéu kién sau:
1) ty 1é gilra céc liéu ké tiép nhau cla tat ca cac ché phdm phai la mét hang so;

2) s0 x@ ly clia mdi chc pham va 3) sé don vi thi nghiém (s6 thir nghiém 13p lai) trong mdi x( ly phai béng nhau (xem
muc 3.1.3).

Ngoai trl* mot vai khac biét nho trong cach tinh sai s6 du, phuomg phap phan tich cac so liéu clia mbi thir nghiém sinh hoc
Vvé co ban 1a gidng nhau ddi v6i cac kiéu thiét ké thi nghiém ngau nhién hoan toan, ngau Tihicn theo khéi va hinh vudng
Latin. Thiét ké thi nghiém chéo c6 cdng thirc linh hoan toan khac va do dé dwogc trinh bay truc tiép trong Vi du 3.2.8.4.

Bé chuan bj so liéu cho phan tich phwong sai, dau tién phai tinh tdng dap (ng cua mdi ligu, tong dap (ng va twong phan
tuyén tinh iiDicar contrast) ctia modi ché phadm; ddi véi cac dinh lwong cs nhidu hon nai lidu clia mdi ché pham, can tinh
thém tuwong phan bac hai {quadnuic contrasi). Cac Bang 13.10.2, 13.10.3 va 13.10.4 trinh bay cac cong thic tinh do.
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Bami 13.10.2 - Cong thirc tinh toan cho cac thw nghiém hai liéu da ché pham

Ché phdm chudns  Ché pham thir thi nhdtn  Ché pham thi thi (h- 1) 7

Tong déap tng cla ligu thip Si U; 7,
Tong dép ng cla liéu cao s2 i 72
Tong dap (ng clia ché phdm s, +5? -5 li, - U -u Z2l+27Zl-z
Tuong phan tuyén tinh ST-S~Ls 0j-0;-U; R2-2,=Lz

Bang 13.10.3 - Cong thirc tinh todn cho céac thw nghiém ba ligu da ché plidm

Ché pham chuén s Ché phallt thir thr nhat v Ché phdm thi thit (h- 1)z

Tong dép (ng cla liéu thap Si u, Zi

Tong dap tng cla liéu tmng gian s2 u2 72

Tong déap ting clia liéu cao ST u] Zj

Tone dap Gng clia che pham S, *s2+Sj=s U fv2vUi- u z, ®Z2+7J=2Z
Tuwone phan mvén linh §3-5/- Ls Ui-U”Lu Z'-Z,=Lz
Tuong phan bac hai $,-252 +Sj-Os u,-21i2+ 0, - Qv i 7,-2T2+z, -Qz

Bang i3.10.4--Cong thikc tinh toan cho céac thir nghiém bén liéu da ché pham

Ché phdm chun's  Ché phdm thir tht nhdt v Ché phdm thir thir (h- 1)z

Tong dap (ng clia lieu thap nhat S, i u, z.

Téng dap tng clia lidu thi hai S2 w2 ; 2

Téng dép tng clia lidu thir ba | 0, 7]

Téng dap img cuia lieu cao nhat B ud : 74
Téng dép (g clia ché pham S, +Sj+s37"S4 S 1 o, tW+o, +ii4=u 7, +22+7i+24- 2
Twong phan tuyén tinh 3S4+S}- S2- 33, =Ls 3Uj ko?- u2 3Ui=Luv 3zj +Zi 713371 L/
Tuong phan bac hai §,-S:-S3+S8<--Qs Ui-Ut-Uit U, Qa Ti-22-2, t74- Qy
Twong phan bac ba 35:-S7 WS4 35, -Js 1 3U2 Ul +Ul 3Ul-Jij  32-2Z +2z4- 3Zj=Jz

Trong budc ké tiép, bién thién toan phan cla thi nghiém, con goi la sai s6 chung, dwgc phan tich thanh cac bién thién
riéng phan nhu trinh bay & Bang 13.10.5, cac téng cac binh phwrong duwoc tinh tir cac gia tri thu duwc & cac Bang 13.10.2,
13.10.3va 13.10.4.

Bang i3.10.5 - Phép th( tinh c6 gia tri cla thir nghiém

Tong cac binh phrong

Ngudn bién thié Béc tw d . o 2 —_— ke
guon bién thién actu do () 2 liéu/ché pham 3 liéu/chc pham 4 liéu/ché pham
H p2.rr2 . m2 | 0.2+ + -
Ché phém h- 1 1s +L +1z K 02+02+..4-22
2n 3n i 4n
. . (Ls +1.,d+..+L2Y ¢ (Jv+LI+.+i3y _p ; (¢i+n- +. Wj3) _ o
H6i qui tuyén tinh i - onh ! 20mh
Tinh khong 4 44+ .+4 Li+eg3+.+Li £ LI+Li +..+Li v
song song h-1 2« 2n [ 20«

ei+£E+-+e8,

>

Tinh khong tuyén tinh h (3 lieu) Ol +6E+-+06i 4«
(P06 cong) 2h (4 lieu) 6n /. 4...+32
‘ 207
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Tinh sai s6 du (resuiuai error) bang cach Iav sai sd toan phan ciia thir nghiém trir di cac sai s6 riéng clia c4c ngudn bién
thién khac nhau (Bang 13.10.6), ngudn hién thién cé thé nhan dang duwoc tuy theo kiéu thiét ké thi nghiém trong Bang
13.10.6, Xv~ la téng binh phuong cla tat ca cac dap (ng do dwoc trong thir nghiém, K la dai lwong dé hiéu chinh:

K= (VV)‘]
N

Két thic phan tich phrong sai bane cach chia cac tong cac binh phurong tinh dugce tir Bang 13.10.5 cho béac tv do twong
Ung de dugc cac binh phuong trung binh.

Binh phuong trung binh cla sai so du cling duoc tinh theo cach tuong tu, dung s6 liéu twvong Gng & Bang 13.10.6.

Binh phuong trung binh ciia méi bién s6 can kiém tra SCdwoc biéu dién dudi dang mot ty so véi sai s6 dw s2 goi laty s6
F. Béanh gia mirc y nghia clia cac 1y s6 F bang cach so sanh F tinh dwoc (viét tat 1a FQi) voi gia tri F toi han (viet tat la
Feril) tra uT Bang 13.10.7 hay hang cach ding cac phan mém vi tinh thich hogp. Néu dung bang tra cvu, doc Fdil tir Bang
13.10,7 tai giao diém gitra cOt tvong ing véi bac ty do clia binh phwrong trung hinh clia bién s6 can kiém tra ifi) va hang
twong (ng va&i bac ty do clia (M. Bién so cén kiém tra dugc coi 1a co ¥ nghia néu Fcd > Frn, & xéac suét p - 0,05 hay
rat cd v nghta néu Ftil; > Fint & xac sudt p - 0,01.

Bang 13.10.6 - Dinh gia clia sai s6 dw

N u"on blén thién BéC tU’ T6ng cac binh phucmg
g do (/) Ngau nhién hoan toan Ngau nhién theo khéi Hinh vudng Latin
L ) .
Gitta cac xt ly Loy o SL+SH+.y K H+bd -t ¢ y sh M+.+l
n n n
Gilra céc khoi (hang)  n 1 R'+R'“|: +Ri y Ri +F\L>k(--- +Rn
Gitra cac khdi (cot) n-1 ci +c |k+... Y _k
Sai s6 du Hiéu S * o i * *
Sai s6 toan phan N- 1 |P -K |P-K 1P -K

*Lay sai sd toan phan trir di cac tdng cac binh phuong tuwong ibig cla méi phuong phap thiét ké thi nghiém.

Bang 13.10.7 - Gié tri t6i han clia ty s0 F

f]

1 7 3 4 | 5 1 6 7 8 20 «

12 4,75 389 1 349 3,26 3,11 3,00 2,91 2,85 2,54 2,30

9,33 6,93 595 5,41 5,06 4,82 4,64 4.50 3,86 3,36

15 4,54 3,68 329 1 3,06 2,90 279 : YH 2.64 2,33 2,07
1 8,68 6,36 542 1 489 ! 456 4,32 4,14 4,00 3,37 2,87 .
! 20 4,35 3,49 3,10 2,87 271 ! 2,60 2,51 2,45 2.12 184

8,10 5,85 4,94 4,43 4,10 3*g7 3,70 356 2,94 047

f . 25 . 424 3,39 2,99 2,76 2,60 2,49 2,40 2,34 2,01 171

7,77 5.57 4,68 418 3,85 3,63 3,46 332 2,70 2,17

30 417 1 3,32 2,92 2,69 2.53 2,42 2,33 2,27 1.93 1,62

7,56 5,39 £57 4,02 3,70 3,47 3,30 317 2,55 2*01

40 4,08 323 284 : 261 2,45 2,34 2,25 2,18 1,84 151

731 5.18 431 3,83 351 3,29 312 2,99 2,37 1,80

60 4,00 3,15 2,76 253 2.37 2,25 2,17 2,10 1,75 1,39

7,08 4,98 413 3,65 3,34 312 2,95 2,82 2,20 1,60

o 3,84 3,00 2,60 2,37 2,21 2,10 2,01 1.94 1,57 1,00

*Nan |- tinh dvgc  F t8i han, bien so can kiém tra dwoc coi !acé Vnghia (dong trén, p - 0.03) hay rat c6 Vnghia (doin’
dudi, p - £101/ J] Ui huc ty do cla tir s6, /- 1o bac tw do clia matt so.
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3.2.4. Phép thtr tinh cd gia tri cua th¢ nghiém

KEét qua thir nghiém dugc coi la c6 gia tri thdng ko {statistically valid) neu:

1) Dai lwvonli hoi qui tuyén linh rét c6 v nghla, Fea; > Font & xac sudt p = 0,01 (P <0,01), chirng t6 dd doc clia dwong
in(liéu) - dap tng rat khac 0.

2) Pai lvgng khéng tuyén tinh {non-linearity) phai khong co v nghia, FQl <Fcnt & xac suét 0,05 {P > 0,05), chitng to
thoa mén diéu kién 4, tic la cac dudng In(lidu) - dap ¢ng clia ché phdm chudn s va cac ché pham th {II ....z) théng.

3) bai lugng khong song song (non-parallelism) phai khéng cé v nghia, Fa < Fay, & xac sudt 0,05 (P > 0,05), chitng
to thir nghiém déap Ung diéu kiéri 5, hay ndi cach khéac cac duwong In(lidu) - dap tng clia cac che pham thirill ....z) song
song vGi duong In(liéu) - dap (ng clia ché phdm chuan $.

Neu dai lvgng khong song song c6 y nghia trong mét thir nghiém cd h chc pham, ko ca ché phdm chuén, mét trong s6
cac chc phdm can thir ¢d thé c6 do doc cua duong In(lidu) - dap ing khac véi cac ché phdm con lai. Tinh t’ (phép kiém
Dunnett) clia mdi ché pham can dinh lugng (U, .... Z) theo cong thic:

I'=k zh - (3.2.4.-1)
2\ fis~
D0oi véi cac thlr nghiém cé bon lidu don cha phdm, tinh /’theo cong thirc:
I'=11 iny
IsiiQns2

So sanh mdi /'tinh duoc véi gid tri t6i han doc tir Bang 13.10.8, vGi/; = h - i, f2la bac tv do clia s2 Ncu /' cd y nghia
thong ké vai mot ché pham bat ky, loai bo tat ca cac so liéu lien quan dén ché pham dé va l3p lai tlr dau phép kiém tinh
c0 gia tri voi cac ché pham con lai.

Bang 13.10.8 - Gia tri t&i han cua t’

fi = (h- 1) =s0 ché phdm can dinh hromg

fi 1 1 3 4 5 6 7 18 9
5 257 ;3,03 329 ; 348 362 i 373 3,82 390 ; 3097
6 2.45 2,86 3,10 3,26 3,39 3.49 3,57 364 1 371
7 2,36 2.75 2.97 3,12 3,24 3.33 341 3,47 3,53
8 231 ;267 2,88 3,02 313 : 32 3,29 33 1 341
9 2,26 261 281 2.95 305 ; 314 3,20 326 ; 332
0 j 223 2,57 2,76 2,89 2,99 3,07 3,14 3,19 3,24
n i 220 ; 253 272 i 284 2,94 3,02 308 ! 314 3,19
2 218 ' 250 268 1 281 290 , 298 304 ' 309 3,14
13 2,16 248 i 265 2.78 2,87 294 1 300 3,06 3,10
14 0 214 i 246 263 : 275 2,84 201 ! 2097 3,02 3,07
15 213 1 244 2,61 2,73 2,82 2,89 2,95 300 | 304
16 2,12 04? 2,59 2,7) 2,80 2.87 2,92 2,97 3,02
17 211 241 258 ;269 2,78 285 1 290 : 295 , 300
18 2,10 2,40 256 | 2,68 2,76 2,83 2,89 2,94 2,98
1 19 . 209 2,39 2,55 2,66 2,75 281 287 2,92 2,96
20 ;209 2,38 2,54 2,65 2,73 2,80 2,86 290 , 295
24 2,06 2,35 251 @ 261 2,70 2,76 281 2,86 2,90
30 2.04 2,32 2,47 2,58 2.66 972 2,77 2,82 2,86
40 ; 202 i 229 2,44 2,54 2,62 2,68 2,73 277 . 281
60 2,00 997 241 2,51 258 ' 2,64 2,69 273 ' 277
120 1,98 904 2,38 2.47 2,55 2,60 2,65 2,69 273
o i 1% 2,21 2,35 2,44 2,51 2,57 2,61 265 : 269
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Bien thién do chd pham khong dwoc ding trong phép thir tinh ¢ gia tri clia th(r nghiém, tuy nhién, trong nhirng thir
nghiém ma sai s6 ciw I6n mot cach bat thuong va ty sé r ctia ngudn hién thién do ché pham cao rat ¢d y nghia, hoat luc
om dinh cua ché pham can dinh Iuone rat khac vai hoat lyc that clia nd, can phai 1ap lai thr nghiém ding hoat lyc tinh
dugc 1dm hoat luc gia dinh.

Ncu thr nghiém théa man phép thir tinh cd gia tri, hay néi cach khac, thir nghiém cé gia tri thong k&, hoat luc va céc gici
han tin cay c6 thé dugc dinh gia bang cac phuong phap mo ta trong muc ké tiép.

i 2.5 Binh g/i7hoat luc vb cac gi¢i han tin cay

Da dinh gid hoat lyc va céc gi¢i han tin cdy, trwéc hét phai tinh dap (ng trung binh cua méi ché pham (ys,jw, ¥z ):

=A (3.25.-1)

Tién hanh twong tw nhw vay véi cac ché phdm khac.

Goi / la khoang cach gilta In cac liéu ke ticp nhau ctia mot ché pham bat ky (/ 1a hang s6 trong mét thir nghiém), vi du
i In(s\) - In(AY), dd déc chung (h) ctia mdt thir nghiém bao gébm h ché phdm, mdi ché pham c i lieu khac nhau duoc
tinh theo céng thirc:

h=Ls+k +-+LZ (3.2.5.-2)
(ci-D)hih

D6i vai cac thw nghiém bon liéu don ché pham, tinh h theo cong thic:

/, _-1+hli+ +77
10inh

in(ty 1& hoat luc) clia ché phdm can dinh lvgng v dwoc tinh theo cong thirc:

» Ju-¥s (3.2.5.-3)
11 h

Goi Av la hoat lyc gia dinh clia ché phdm . logarit hoat Iwc clia v (A/0) sé& bang:
Mv - M[. +In(al) (3.2.5.-4)

Hoat luyc tinh dwgc la wéc lwong cla hoat lwc that cia moi ché pham cén dinh lugng. Cac gidi han tin cay cla hoat luc
tinh dugc la khoang chira hoat luc that clia ché phdm can dinh lwong véi xac sudt 95 %. Logarit clia cac gi¢i han tin cay
duoc tinh theo cbng thirc sau:

In(-1 ),n/. . - +0%_ - * 3.25.-5
" b \I\fLS+Ay+1E-?r ( :

voi:  C (325.-0)
E-s~r
E la gi4 tri tinh dwoc tr Bang 13.10.5, tinh s2 bang céach chia tdng céc binh plurone cua bién s sai s6 du trong Bang
13.10.6 cho béc tv do tuong (rng ctia nd, / la gia tri doc dwoc tlr Bang 13.10.28 véi xac sudt p - 0.95 va/la béc tv do
clia.v’.
irong nhirng thir nghiém déi x&ng, cong thirc tinh cac gi¢i han tin cdy co thé don gian héa thanh:

In(al.)+CM'l. + 1(c- [iC,\fL2W2H | (3.2.5.-7)

voi: /1= —A—
. irdn
Trong do:
¢ latiéu chi danh gia y nghfia ctia dwdng héi qui. Trong mot thir nghiém c6 do doc dat yéu cau, gia tri cla ¢ réat gan vai 1.
Néu C <0 hoi qui tuyén tinh khonti ¢ y nghta.
Tinh duih gia hoai luc cua ché pham L (Re) va cé&c gi¢i han tin clv cua 11Obdng cach lay antdogarit cac gia tri tinh dirgc
tlr cac cong thirc 3.2.5.-1 va 3.2.5.-7.
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Rr = anti In (afr )

(3.2.5.-8)
FTu antilnlin [.i,)+CM l Atjc_u; 2+2H}1 (3.2.5.-9)
FLi -antiln in (Ai.): CM iCMC - 2ii ))] (3.2.5.-10)
v ) o

F1‘i: ia gi¢i han tin cay trén va FLI1 la gi6i lian tin cay ciirdi cla hoat lyc tinh dwgc Ru.

Neu ndng do dung dich soc ctia ché pham chuén va cac ché phdm thir khong hoan toan bang nhau, phai hiéu chinh hoat
lyc tinh duwoc va cac gigi han tin cay v&i mot ho so, goi la hé s6 hiéu chinh (xem Vi du 3.2.8.3), HO s6 hiéu chinh la ty s6
gira ndng do dung dich gdc ctia ché phadm chun va nong do dung dich gbc ctia mdi ché phdm can dinh lvong.

3.2. 6 Cacgia tri bi mat

Trong mot thir nghiém ddi xing, mat sw c6 ngau nhién cé thé dan den viéc mat mot hay nhiéu gia tri do, vi du dong vat
thi nghiém chét, vong vo khuan bi méo khong do dugc trong mot thir nghiém khang sinh ... Neu sy ¢6 xay ra khéng lién
quan dén thanh phan ctia ché pham d4 st dung, van c6 the tinh dwoc két qua dinh lwvong mot cach chinh xéc, tuy nhién
khi dé cac cong thiic tinh todn sé tré nén rat phiic tap. Dé c6 the ti€p tuc dung cac cone thirc tinh toan don gian cla thiét
ké thi nghiém ddi xtrng, c6 thé 4p dung mét trong hai cach sau:

1) Neu sb dap ng ctia moi xt ly du 16n, giam s6 dap (ng trong cac x&r ly cé sé dap (ng lem hon cho den khi s6 dap trng
clia tat ca cac xt ly bang nhau. Neu dong vat thi nghiém da dwoc phan b8 mot cach ngau nhién cho mdi xir ly, bd mot
hay vai dap img, dugc chon ngau nhién, tir cac xir iy co s6 dap ng I6n s& thu dugc thir nghiém doi xing. D6 véi cac
thiét ké thi nehidom ngau nhicn theo khdi, cach don gian nhét 1a bo tat ca cac dap ting cla khoi co gia tri bi mét. Vi du,
chi gilr lai két qua do cuia cac hdp Petri co di 6 vong vo khuan trong thit nghiém khang sinh 3 + 3 bang phwong phap
khuéch tan, dung hop Petri.

2) Thay cac gia tri bi mat bang céc gia tri tinh duoc tir nhitng gia tri con lai. Cong thirc tinh cac gia tri mét dwoc trinh bay
o ben dudi, s6 bac tv do cla sai s0 toan phan va sai s6 duv sé phai giam di mot dem vi cho moi gia tri bi mat. Can nhé
rang day chi la phuong phap gan diang, phwong phap chinh xac ludn ludn cho ket qua dang tin cay hon.

Néu ¢ nhiéu quan séat bi mét, thay tat ca cac gia tri bi mét, trir mot quan sat, bang céc gia tri woc lugng thd va ding cong
thirc thich hop dé tinh gia tri clia quan sat dd duwa trén cac gia tri con lai, ké ca cac gia tri wéc lwgng thd. Thay quan sat
bi mat bang gia tri vlra tinh dugc. Tiép tuc tinh theo cach trén véi gia tri wgc doan tho thir nhat... Sau khi da thay thé lan
lrot tat ca cac quan sat bi mat, I3p lai tir dau chu trinh tinh toan. mbi 1an linh dung mdt gié tri wéc doan hodc gia tri tinh
dwoc cho dén khi hai chu trinh ké tiép nhau cho cling két qua.

Kct qua thir nghiém chi dugc chdp nhan néu sb cac gia tri thay thé twong ddi nho (nhd hon 5 %) so véi tong s6 dap tng
cla toan bd thir nghiém. Can déc biét than trong trong truong hop céac gia tri bi mat cd khuynh huéng tap trung trong
mot xtr Iv hay mot khoi.

Thiét ké ngau nhién hoan toan

Trong kiéu thiét ké ngau nhién hoan toan, thav gia tri bi méat bang trung binh sd hoc clia cac dap (ng khac trong cling
Xt ly.

Thiét ké ngau nhién theo khoi

Gia tri bi mat 0”) duoc tinh bang cong thirc:

nfi'~kT' ~G'

o (3.2.6.-1)
(n~1)(k -i)

Trong dé:
B' la tdng dap (rng clia khoi chira gia tri bi mét, T’ la tong dap ¢ng cla x& ly chiva gia tri bi mat, G ' la tong tat ca cac
dap img con lai trong thir nghiém, n va k theo thir tw la s6 khoi va so xt Iy.
D6 minh hoa, gia st gia tri cda Til trong khéi thi nhét (trong treong hop nay 1a hang hay hop Petri) & vi du 3.2.8.2, Bang
13.10.14 bi méat i - 174). V6i:
£m= 1,050
T’ 869
G’=17.189
k-6
n-=6
y ’- 173. Dung gia tri tinh dwgc 173 thay cho dap (*ng clia U; trong hop s6 1cla Bang 13.10.14 va tiép tuc tinh toan nhu
trinh bay trong vi du 3.2.8.2 nhung véi bac tu do clia sai so toan phan la 34, va bac tv do clia sai so dw 1a 24.
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Thiét ké hinh vudng Latin
Gia tri bi mét (V) dugc tinh bang cong thirc:
KB+u+)-2G

y (k-"1)(k-2)
Trong do: r
B'va c 'latong cac dap (ng trong hang va cot chira gid tri bi mat. G' la tng céac dap (rng con lai trong thir nghiém (Bang
13 10.18), con T’ la tong cac dap Ung cua xur ly chla gia tri bi mat (Bang 13.10.19). Trong thiét ke hinh vudng Latin
k-n Giaslgiatri 161 cua dap (ng & cOt thi 1va hang thir 1trong Bang 13.10.18 va Bang 13.10.19 (Vi du 3.2.8.3) bi
mat, nd sé duoc thay thé béi gia tri 150 linh dwoc bang cong thic 3.2.6.-2 voi:
B.= 890
C’'=876
r=79i
¢ '=6.175
k=6
Céc bac tv do sé bi giam xuéng con 19 doi voi sai s6 du va 34 doi v6i sai sd toan phan.
Thiét ké chéo
NEu cb gia tri bi mat trong kiéu thiét ké thi nghiém chéo phai tham khao céc tai liéu thdng ké vi cong thic tinh sé rat
khéc nhau tuy theo cach phdi hop cac xt ly.

(3.2,6.-2)

3.2.7 Céc thir nghiém do6i x(’ng motphan

Neu hoat lyc gia dinh ctia ché pham cén dinh lwgng, 1a hoat luc dwgc ding de tinh lvgng ché pharn thir can lav khi pha
cac dung dich clia ché pham thir, khac xa véi hoat luc that, nong dd cao nhat hodc nbng do thap nhét ctia che pham thir
6 thé nam lot ra ngoai viing tuyén tinh cla duong In(liéu) - dap tng, do dé thir nghiém sé khong cé gia tri théng ké do
khéng théa mén tinh tuyén tinh va/hodc tinh song song.

CO6 thé tinh hoat lwc tlr cac so liéu con lai, sau khi loai bd cac dap (ng clia nong do cao nhat hodc ndng do thap nhét cla
ché pham thir va dung hoat lyc tinh dwgc lam hoat Ivc gid dinh cho nhitng ian tht nghiém 13p lai.

Logarit ty 18 hoat Iuc duoc tinh bang cong thic:

M =aidS-+L  (327-1)
1 2

Cong thic trén réat giong vai phuong trinh 3.2.5.-3, tuy nhién, In(ty 18 hoat luc) s& bi trir di mot dai lugng bang i/2 néu
bo ndng dd thap nhat, va cong thém //2 néu bé ndng do cao nhat.

Tinh cac dap tng trung binh §s vayL; theo cach twong ty nhu tht nghiém can xing hoan toan (phuwong trinh 3.2.5.-1),
nhung cdng thikc tinh do doc (a) c6 mot so bién doi tuy theo thiét ké thi nghiém.

Trong thir nghiém hai liu da ché pham, tinh d6 déc bang cong thirc:

Ls +...+ Ly
in(h~T)~

Chay: Trong cdng thikc tron, tir s6 khdng bao gdbm L vi ché phdm U chi con mot ndng do.
Dai voi thir nghiém don ché pham:

(3.2.7.-2)

b=— (3.2.7.-3)

Trong thir nghiém ba liu da ché pham, tinh cac tuong phan tuyén tinh (X, ..., Ly) theo cong thirc cho & Bang 13.10.3,
riéng Lvtinh bang cong thirc & Bang 13.10.2. Cong thirc tinh (16 dbc sé la:

h_ 2(LS+...+ Ly)+Lu

inah 2) (3.2.7.-4)
B6i voi thir nghiém don ché pham, céng thic trén tro thanh:
2Ls + Lu
b - Sin (3.2.7.-5)

3.2.8 Cacviiiu
Muc nay trinh bay mét s6 vi du minh hoa céch st dung céc cong thic tinh todn Hén quan clen mé hinh dudng thang
song song.
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Cac vi du gi6i thiéu it day chi nham muc (lich minh hoa cho cac phrong phéap tinh toan thong ke va khong phai la phuong
phap hat budc phai 4p dung neu chuyén luan ricng cho phép dun« phuwong phap khac.

Dé co thé sir dung céac vi du trong chuyén luan nay nhw ngudn so liéu tham khao phuc vu cho viéc kiém tra cac chuong
trinh vi tinh, thvong mai hay tw bién soan, dung trong phan tich thong ké két qua dinh lwgng sinh hoc céac két clua tinh
toan co thé chira nhiéu sd thap phan hon mic can thick C6 thé dung phwong phap tinh toan khac voi phuong phap gigi
thiéu trong chuyén luan nay, nhung két qua cudi cung phai gidng nhu cac két qua trong céc vi du trinh bay & dav.
Vidu 3.2.8.1 ThirfighiéiH hai fiéu da chépham véi thiéi ké ngait nhiéu hoan tocui

Thir nghiém dinh lvong cortictitrophdi bang phwnng phép tiém dudi da chudt cong trang

Liéu dung clia ché pham chuan 1a 0,25 va 1,0 don vi cho mdi 100 [ thd trong chudt thi nghiém. ITai ché phdm thir déu cé
hoat lyc gia dinh la 1don vi/mg va cé liell dung giong nhu ché pham chuan. Cac dap (ng riéng va dap tng trung binh
clia méi nhém xir ly cho ¢ Bang 13.10.9.

Bang LT.70.9 - Dap 'ng metameter y - khdi lwong acid ascorbic (rng) trén 100 e tuyét) thwong than

Ché phadm chuén Ché pham thr Ché pham thir
S \Y z long s6
S, S u; m 7 z2
300 289 310 230 250 236
310 221 290 2i0 268 213
330 267 360 280 273 283
290 236 Al 261 240 269
364 250 321 241 307 251
328 231 370 290 270 294
390 229 303 223 317
360 269 334 254 312 250
342 233 295 216 320 216
306 259 315 235 265 265
Trung binh 332,0 248,4 323,9 2440 282,2 250,0
Phuwong sai (var,:) 1.026.7 483,8 725,0 718/7 854.6 784.7  Svar, = 45934
In (var,) 6,9341 6.1817 65862 65774 6,/507  6,6653 |In(var,) - 39,6953
Bang 13.T0.10- Cac tdng déap (ng va twimg phan tuyén tinh (xem cong thic tinh & Bang 13.10.2)
Ché pham chuén Ché pham thir Ché pham thi Téng s6
S \Y Z
Liéu thap 5; - 3.320 v, --3.239 71- 2.822
Lidu cao 2.484 u2--2.440 Zi = 2.500
Tdng déap tng ctia ché pham s . 5.804 u- 5.679 Z-5322 Sy- 16.805
Tuong phan tuvén tinh ks ;-836 - =799 ts = 377 S1- 1957
K_ (LyY _ = 4.706.800,42
N 60

YAy 2 =4.826.447

Tinh céc téng cac binh phuong theo cong thikc trong cdc Bang 13.10.5 va 13.10.6 dling cac s6 liéu tinh dugc ¢ Bang
13.10.10:

Ché phdm = __5_3_%_?5?5__«‘7 SAR21 5 6192+ 53202 4.706.800,42 = 6.256,63

Hoi qui tuyén tinh  (EV* LVZ' . L 199~2 2)| = 63.830,817 - E
n ai\

A48 wprd b 1-836)140799):+(:322): gag30 17 8018233

kHorigsorig song -
g'song song 2n 20
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sl+ EJj:d Ii.- K =3-32024 2-4S4/...+2S002_g =78 305/)8
10

'[oan phan - X r- K 4.826.447 - 4.706.800,42 = 119.646,58
Sai s6 dw —Toan phén - Gitra cac xir iy = 119.646,58 78.305,6841.340,90
Bemg 13.1Q.11- Phan tich phwong sai

Gilra cac xt ly m

Ngubn bién thicn Bac ty do ronshﬁz;cngmh B,:uhnghgi%_; g Ty s F Xéc suat
Ché pham 2 6.256,6 3128,3
Hoi qui tuyen tinh i 63.830,8 63.830,8 83,4 <0,01
Klidng song song 2 8.218,2 4109,1 54 <0,05
Gilra cac xtr Iy S 78.305,7
Sai s6 dw 54 41.340,9 765,572
Sai s6 toan phan 59 i 119.646,6

Phép thr tinh c6 gia tri cua thir nahiém
Két qua phan tich phuonii sai cho thay, ty s0 F cla bien so hoi qui FGi « 83,4 rét 16n so voi F t6i han & xac sudt
p- 0,01/, - lval, - 54 Fp=oOifi - i-12- 541= 7,13(li, do d6 bién s6 hoi qui rdt c6 y ngha.
Bién s6 khonc song song cling cé y nghta, //.;/. = 5,4 > F 0Oy f! 2, -y\j~ 3,17. Khao sat Bang 13.10.10 cho thdy ché
pham Z c6 twong phan tuyén tinh 1.2 rat khac véi Lsva Li: Do d6, c6 khad nang do doc cla dudong in(liéu) - dap (rng clia
ché pham Z khéng phu hop voi cac ché pham con lai va la nguyén nhan lam cho tinh cé gia tri cGa tht nghiém khong
thda man. Kiem tra gia thuyét trén bang phcp kiém Dunnett (t’ dwoc tinh theo cong thirc 3.2.4 - 1& muc 3.2.4) :
D0oi vbi ché pham U:

kzh -836-(-799) 02

2 Pnir10x765,572
B6i v6i che pham Z

=N-1g =-83M:_32)_ 594
2yfnir  270x765,572

DOGi v6i ché phdm Z,  1—2,94 > t\rit —2,27 doc tir Bang 13.10.8 véi p = 0,05, fj= 2 va/T —54, do d6 duirng In(lidu)
- dap rng cuia né khdng song song véi duong In(lidu) - dap ng clia ché phdm chuén. Loai cac s6 liéu lién quan dén ché
pham Z va 1ap lai phan tich chi vai cic so liéu clia ché phdm U va ché phdm chuén, voi Zy = 11.483 va L,L —-1.635
(Bang 13.10.10).

= 3.296.482,225

£y 2= 3.390.325
Bang 13.10.12 - Phan tich phucmg sai khéne c6 ché phdm Z

Ngudn bién thién Bac tuw do \Tong cac Binh phuio’ng TvsoF Xéc suéat
binh phwong trung binh

Ché phdm T 390,6 390/

H6i qui tuyén tinh 1 66.830,6 66.830,6 90,5 <0,01
Khéng song song 1 34,2 34,2 0,05 > 0,05
Gilra cac xtr ly 3 67.255,5

Sai s0 du 36 26.587,3 738,54

Sai s0 toan phan 39 93 842,8

wTrong hang 13.10.7 khdng co t) =54. Tuv nhién /AL, IMifl -\.p 4»- 7,31 nén 0 day F.r{ - 0cly; ,,, >, phéi <7,31, con Flai=83.4, do
rji-Tcr; rén hién so hdi qui 14t 6 v ngha. Néu cd hang tra ctu chi tiét hem 6 f . 54 thi Fc)l - 7,13. Tri 0 nay c6 the tim dugc hang phép ;
uy clia bang 3. lii.v hodc ciinc ¢0 the tinh duyc bang T TTNV(pf; 1) clra chircmiti trinh hang tinh Tixcel
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Sau khi loai ché pham Z, két qua phan tich phwong sai cho thdy thir nghiém thoa man cac yéu cau vé ca hdi qui va ca

tinh khéng song song.
Dinh gia hoat iwc vo cac gi¢i han tin cay

_ s _5.804 ~290.2
20
u 5.679
-~ - = 283,95
yv~Nv ~ 20

Ty & gitra céc lieu ké tiép nhau bang 1,0/0,25 = 4, do d6 / = Ini4) = 1,3863, t = 2,03 v6i p - 0,95 va/= 36 (Bang

13.10.28).
Ls T La
inh

h

A

-1.635

20/

-58,970

Hoat lyc gia dinh Aw clia ché phdm v 1a 1don vi/mg, do do:
Mi; - MI; +In(Ai;)- 01060+ 0=01060
Hoat iuc cua ché pham obang antiln(A/o) antiln(0,1060) =1,11 don vi/mg.

c-JL

- « -
E- so 66.830,6 - 738,5 x 2,032

E

66.830,6

N

hain ~ (-58,970)2 x 2 x 10

- - 58,970

= 0,969091

11,0477

(c-1if MI/ +2h )= (1,0477- 1)(1,0477 x 0,10602 + 2 x 0,969091)= 0,09223

Logarit cac gi¢i han tin cay bang:

in(Au)+ CMa £7009223 =0+0,1110+0,3037

Céc gi¢i han tin cay la 0,82 va 1,51 don vi/mg.

Vi duy 3.2.8.2 Thir nghiém 3 liéu d<m ché pham, vo¢i thiét ké thi nghiém ngan nhién theo khéi khong Idp

Thi nghiém dinh luvgng khang sinh hang phrong phap khuéch tan dirng hop Petri

Cac dung dich thtr cGia chc pham chuan sh s2vasi ¢6 néng dd lan luot 1a 2,4 va 8 IU/ml. Ché pham thir c6 hoat luc gia
dinh la 1.500 IbVml va cling duvoc pha thanh 3 dung dich thir uh u: va ui ¢d néng dé twong duong voi ndng do cac dung
dich cua ché pham chuan. Mdi hdp Petri déu ¢ 3 dung dich ctia ché phdm chuén va 3 dung dich clia ché pham thi, trong
d6 mbi dung dich thir chi xuat hién mot 1an duy Tihat trong méi hop Pctri (khong 13p). Trat tw sdp xép cac dung dich thir

trong mbi hdp dugc phan bo nhu trong Bang 13.10.13.

Céc dap Ung riéng va dap img trung binh clia mdi dung dich thr cho & Bang 13.10.14.

Bling 13.10.73 - Céach b6 tri cac dung dich thir trong cac hop

Hop sb

1
1 u2
2 Si
3 Ui
4 Si
5 ‘o
6 s2
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3
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«l
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Ui
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5

u2
M/
s.i
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Céc dap (rne riéng va tri trung binh dap (ng cia mdi ndng dd dwoc cho & Bang 13.to.i4.

Hemg i3.76.74 - Dap tng y - duong kinh vong vo khuan {mm x 10)
i |

Hop s6 Ché phdm chuén & Ché pham thir v Téng khui
S| g2 Si «/ u2 Ui
1 176 205 235 174 202 232 R, = 1224
? 178 208 238 175 206 234 7?;= 1239
3 178 207 237 177 203 236 Ri= 1238
4 175 205 235 173 201 232 R4= 1221
5 176 206 235 174 204 231 = 1226
6 174 204 236 170 202 229 [2d= 1215
Tdng cot 1057 1235 1416 1043 1218 1394 7363
Trung binh 176,2 205,8 236,0 1738 2030 2323
Phuong sai 2,6 2,2 16 54 3,2 5,9

Kiém tra sb liéu thu dwoc bang cac phép thir tvong tw nhu & vi du 3.2.8.1 cho thay thir nghiém dap Gng cac diéu kién ¢
muc 3.1.1.

N9 - = =
A> |\2| 36 1.505.938,03

Ny 2-1.527.127

Bang 13.11i.75- Céc tong dap ng va trong phan tuyén tinh (xem cdng thirc tinh & Bang 13.10.3)

Ché pham chuén s Ché pham thir H Tong s6
Ligu thdp 57- 1.057 o/= 1.043
! Liéu trung gian 57=1235 0,= 1.218
Liéu cao Si= 1416 r,= 1.394
Tong dap (ng ctia ché pham S. 3.708 o - 3.655 L B
! Twong phan tuyén tinh Ls- 359 Ly- 351 -0
Tuong phan bac hai Gs-3 q = O
Céc tong cac binh phuong duoc tinh bng cac cong thirc trong Bang 13.10.5 va 13.10.6 véi cac S0 liéu o Bang
. +
Ché pham - —SZ—L—J—, —————— K= 78,026
1o
L Ls 4 LJY
Hoi qui tuyén tinh = (Ls L 21.004,167 = E
Khoéng song song - ~v— - E - 2,666
pocong- O TRU T _ 478
6n 36
Gitta cde xiily = S T o1 ESEFY UL VS o\ 085137

Gitacackhdi=1 t E .ttiy6A ill+EL-I1C =75805
Toan phan Sv- - K=21.188,97

Sai s0 dw — Toan phan - Gilra cac xt ly --Gitra cac khoi -- 28,03
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liang 13.10.16 - Phan tich phuong sai

. 1
Ngudn bién thién Bac tu do bi-rll—r?npgh;i(i:ig Bti:uhnghgl‘;zr?g Ty s0 F X&c suat

Ché pham 1 78,03 78,03

HGi qui tuyén tinh 1 21.004,17 21.004.17 18.737 <0,01
Khéng song song 1 2.67 2,67 2,4 > 0,05
Do cong 7 0,28 0,16 01 > 0,05
Gitra cac xt ly 5 21.085,14

Gifra cac khai (hop Petri) 5 75,80 15,16 135 ;. <0,01
Sai so dw 25 28,03 1121

Sai s6 toan phan 35 21.188,97

Kct qua phén tich phuonii sai cho thay su khac nhau c6 y nghia cao (P <0,01) cta kich thudc dwong kinh vong vo khuan
gitra cac hop Pctri. Néu thi nghiém thiét ké theo ki6u ngau nhién hoan toan, bién thién gira cac khoi sc khong dugc tach
ra khoi sai s0 toan phan, do d6 binh phwong trung binh cta sai sd dw V+ s 16n hom, dan dén khodang tin cay sé rong hon.
Pay la vu diém cula thiét ké thi nghiém ngau nhién theo khoi so voi thiét ké thi nghiém kiéu ngau nhién hoan toan.
Phép th( tinh cd gia tri cla thir nghiém

Hoi qui tuyén tinh rat c6 y nghia (P <0,01), céc dai lvong khdng song song va dé cong khdng cé y nghta (P > 0,05), do
do6 thr nghiém théa méan cach tinh hiéu luc.

Dinh gia hoat lyc v& céc gi¢i han tin cy

U -S 3655-3708 _ -53
y -y - = =
v s 37 18 18
Ty lé gitta cAc ndng do ke ti€p bang 2,0, do doé:
/= In(2) = 0,69315

Le+Lu = 359+351 = J710
linh 2% 1 x 6x 2 24/

- 42.6797

M’=———=-0,0690
b

M- NTEIn(AU - -0,0690 + in( 1.500) = 7,2442

Hoat luc cla ché phdm UVaR~ antiln(AT) = 1.400 1U/ml-
VOlp =0,95 va/- 25, t=2,06 (Bang 13.10.28), la co:
A 21.004,17
E -s¥ " 21.004,17 - 1,121 « 2,062

_E 2100417 1605
ban  (42.6797)- >'3x6

- 1,0002

(c-1icM'2+2//)= (1,0002. lilQOOI« (- 0,0690))2+ 2« 0,640605)= 0,00026
Cac In(gi6i han tin cay) bang:
In(/1v)+ CM’£V0,00026 = In(l .500)+1,0002X(-0,0690)+/0,00026 = 7,2442 +0,0160

Céc gi6i han tin cav bang 1.378 va 1.423 iU/ml.
Neu phan tich bang may tinh, céc két qua sé la:

¢ =1,000227
(c-\icM "2+2//)= 0,00029128
Khoang tin cdy: 1.376,3 - 1.424,1 IU/ml.
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Vi clu 3.2.8.3 Thir nghiém 3 liéu don chépham thiét ké hinh vudng Laiin khong ldp

Thir nghiém dinh lugng khang sinh bang phuong phap khuéch ran, dung khay vuéng

Ché pham chuan co hoat luc biét trwdc 4.855 Ili/mg. Ché pham thir ¢é hoat luc gia dinh la 5.600 1U/mg. Pha cac dung
dich géc hang cach hoa lan 25,2 mg ché phdm chudn va 21,4 mg chc pham thi trong lugng vira di dung méi pha lodng
do dugc 25 ml. Sau do, pha lodng cac dung dich goc dén ndng do pha lodng 1/20 va ticp tuc pha lodng xa hon vai ty 1é
pha lodng 1:1,5 dé dwoc ciic dung dich thr cubi cung cla chuan va mau.

Céc dung dich thir clia ché phdm chuén va ché phdm thir duoc thiét ké trcn khay theo b6 tri thi nghiém hinh vuéng
Latin nhv trong Bang 13.10.17. Céac dudng kinh vong v6 khuan cua thir nghiém dwgc trinh bay trong Bang 13.10.18.
Trung binh duong kinh vong vo khuén, phuong sai (vw,) va \n(vari) clia mdi nhém dung dich thir trinh bay trong Bang
13.10.19.

Bang 13.710.17 - Cach b0 tri cac dung dich thi trén khay

1 2 3 4 5 6
Si W 7 s s> %)
Il 3*s f sl Ky ooff
wi 2 4 o«
i ¥ G WA
Sy . Wy . %1 Iy Wi st
] VN A U2 B 4
Phép thi tinh ddng nhat cua cac phuong sai i
Ddi véi mot nhom gdm k phwong sai, trong dé moi phwong sai c6f = (n - 1) bac tw do, cong thirc tinh sé nhw sau:
32 klni—  ‘j-y Invap

X " 3A/+A+1

V6i k= 6, bac tw do /= 5, cong thirc trén sé rlit gon thanh:
X240, Bhaf 1y tovar
97 | I 6 1!

i50><(6 12r99”;0 '20,4943— 3,78
97 1 6

Gia tri tinh dwgc nhd hon gia tri téi han 11,07 doc tir Bang 13.10.29 véi p - 0,95 vaf= (k- 1)=m5. Do dd, su khac biét
gilra cac phuong sai clia mdi nhém dung dich thir khdng cd y nghia thdng keé.

Bang i3.10.18- Pép tng y - dueng kinh vong vo khudn (mm x 10)

1 2 3 4 5 6 Tong hang
1 161 160 1 178 : 187 171 194 R&- 1051
1 151 : 192 m 150 172 170 192 Ry- 1.027
3 162 i 1% 174 161 193 151 /?,- 1.036
4 194 « 184 199 160 i 163 ; 171 1071
$ 176 181 201 | 202 1 14 151 1.065
6 193 ; 166 : 161 | 18 ; 198 182 R(,- 1.086

Tong cot c= oy = , Q ry- Q=

1.637 1078 1063 1068 1049 1041
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Bang LU 0.19- Bung binh dwong kinh vong vo khuan va phuong sai clia moi nhém dung dich thw

STT Ché pham chuén s Ché pham thir V
(hop petri) Téng sb
s. Si ny Iil U

1 161 171 187 160 178 194

0 150 172 192 151 170 192

3 161 174 195 151 162 193

4 163 184 194 160 171 199

5 151 176 201 14 181 202

6 166 182 198 161 186 193
Toéng cot 952 1059 1167 937 1048 1173
Tmng binh 158,67 17650 194,50 156,17 174,67 195,50
Phuong sai ivar,) 43,47 n8,70 23,50 22.17 75,07 16,30  Zvar>- 209,20
In (var,) 3772 3357 3,157 3099 2 8 2791  Xin(var,) = 20,494

Bang 1.110.20 mCéc tong dap (rng va twong phan tuyén tinh (xem céng thic tinh & Bang 13.10.3)
Ché phdm chuén s Ché pham thi u Tong so
Ligu thap 5,==952 Vi -937
Ligu trung gian $2~ 1.059 w3= 1.048 i
Liéu cao s,= 1167 vy 1173
Tong dap tng ctia ché pham s =3.178 u =3.158 6.336
Tuwong phan tuyén tinh [s-=215 Lu =236 Li =451
Tuong phan bac hai Q-1 Q=14 42=15
K - - 6.3362 = 1.115.136
Y 36
X [ =1.124.692

Céc tbng céc binh phuwrong duoc tinli bang cac cdng thirc trong Bang 13.10.5 va 13.10.6 véi cac s liéu & Bang 13.10.18
va Bang 13.10.20.

+
Ché phaYm _ SZEU o 3782431582 ) icise vy
3n 18
»
B qui tuvan tnh - @ * _
HOi qui tuyén tinh 2nh o 8.475,0416 - E

Khong song"son-g’z4z+24 £ 2112365 g 4750416 -18,3750
n

12
02 02 12 i42

Db cong (khéng tuyén tinh) = | -- =——— =54722
on 36

+ +02+ +1. - +1-
Gitta che xir 1§ = Sll__{__SZ____S_I__;]_cH? 02+ _ 9522 IQ5962f 1-1732

Ri+Xi +1i +Ri +Ri +Ri 1.051=+ 1.027= '.086* | 115136 = 412

1.115.136 = 8.510

Gilra cac hang

Gilra cac cft = C+Ch+GT H "’%“L 1+Ql |, 10872+ L0782+ 10412 . 115 136 = 218,667

6

Toan phan = x>72 =1.124.692-1.115.136 =9.556

Sai s6 dw = Toan phan - Gilra cac xr ly - Gitra cac hang - Gitra céc cot - 415,3333
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Bang 13.i0.2i - Phan tich phuong sai
| 6ng cac binh  Binh phuong

Ngudn bicn thién Béc tu do phurong trung binh Tysd F Xac suat
: Ché pham i 1 11,1111 11,1111 :
Hoi qui tuyén tinh 1 8.475,0416 ;  8.475,0416 408,1 i <0,01
Klibng song song i Li 18,3750 | 18,3750 0,885 > 0,05
Dé cong 2 54722 | 2,7361 0,132 > 0,05
! Gillra cac xtr ly 5 8510 i
' Gifra cac hang 5 412 1 82,40 3.968 <0.05
Gitra cac cot 5 218,6667 43,73 2,106 > 0,05
Sai s6 dw 20 415,3333 . 20,7667 1
Sai s6 toan phan 35 9.556 ; '

Phan tich phuong sai cho thay su khac nhau c6 y nghia (P < 0,05) gilra cac hang chiing to thiét ke thi nghiém hinh vuéng
Latin cho do chinh xac cao hon thiét ké thi nghiém ngau nhién hoan toan.

Phép thi tinh c6 gia tri cua thi nghiém

Hoi qui tuyén tinh rat cd y nghta (P <0,01), tinh khong luyén tinh va tinh khéng song song clia cac duong In(lidu) - dap
rng khong c6 y nghta ip > 0,05), do d6 thir nghiém théa méan cac phép thir tinh cé gia tri.

binh gia hoat Iyc v& cac gi¢i han tin cay

Ty ié gilta cac ndng dd ké tiép nhau bang 1,5. do d6 / = In(1,5) = 0,405465. VGi p - 0,95 vaf- 20, t- 2,09 (Bang
13.10.28).

S 3.178
y? = 18
~ U 3158 _
W=ar 18

451
linh 24/
175A17*556
h 46,346

M =M ’+in(ACQ)- -0,023974 +In(5.600) - 8,606548
Hoat ivc clia ché pham u \aR~ antiln(A/) = 5.467,3 lu/mg.
E 8.475,0416
K- s¥ " 8.475,0416 - 20,7667 X2,092 - 10108

hain  “feshE B T -oam

Cac In(gi6i han tin cdy) dugc tinh theo céng thic:
In(4;)+ CA/'+-J(c- licM"1+2h )=

~ In(5.600)+ 10108, (- 0,023974)+ y0,0108x[7,0108 (- 0.023974): . 2. 0,2192]

- 8,60629+ 0,06878
Céc gi¢i han tin ciy bang 5.102,6 va 5.855,1 1/mg & p = 0,05
Vi cac dung dich goc clia ché pham chuan va ché pham thir cd hoat luc khong hoan toan héng nhau dua trén hoat luc gia
dinh, can hiéu chinh hoat luc tinh dugc va cac gi6i han tin cay bang cach nhan véi mot hé so hiéu chinh:
4.855 x 252/25
- 1.02091
5.600 « 21,4 /25
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Sau khi hiéu chinh, hoat lwc tinh dwoc sé bang 5.582 1U/mg véi gidi han tin cdy tir 5.209 1U/mg dén 5.977 TU/mg o xé&c
suat 95 %.

Vi du 3.2.8.4 Thiét ké chéo doi

Tht nghiém dinh lugng insuiin hing phurong phap tiém duéi da tho

Céc dung dich ctia ché phdm chudn c¢6 nbng dd 1va 2 1U/ml. Hoat lyc ghi dinh cla ché phdm thir 1a 40 1U/ml va dugc
pha lodng thanh cac dung dich cé néng d6 tvong dwong véi cac dung dich clia che phain chudn. Tiém duéi da cac tho thi
nghiém véi lieu 0,5 ml mdi dung dich thi theo thict ké & Bang 13.10.22. Cac két qua thi nghiém trinh bay trong Bang
13.710.23. Phrong sai I6n cho thay bién thién 16n gilta cac tho thi nghiém va can tliiét phai dung thiét ké thi nghiém chéo.

Bang i3.10.22 - Cach sap xép cac xu ly

Ngay thi nghiém Nhém tho
1 ............. 2 3 4
Ngav [ " si « u2
Ngay IT ih & Yz

SL
Phép thr tinh dong nhét ctia cac phuong sai hang phép kiém Hartlev
Tinh ty s6 F theo cdng thirc:

P_ ~dmx N ~~AN53
var»ji,  230%

Trong do varfim la phwong sai 16n nhédt va varni,, 1a phuong sai nhd nhat trong k phuong sai can kiém tra. F tinh dwoc
(F-ri- 5,3) nho hon F téi han (Pam= 12,7) doc tir Bang 13.10.30 v6i p = 0,95, k - 8 va béc ty do/-= 7. Do do, su khéc
nhau gilra cac phuong sai clia moi nhdém dung dich thir khdng cd v nghta thong ké. Néu dung phép kicm Bartlctt véi cing
s liéu, gia tri tinh dwoc sé la 6.4 so v@i gid tri téi han bang 14,1

Trong cac thr nghiém dung thiét ké chéo, cac tdng dap (ng va tuong phan tuyén tinh dwoc tinh riéng ré cho méi giai
doan thi nghiém. Két qua thu duoc trinh bay trong Bang 13.10.24.

Bang 73.10.23 - Bap Gng y: glucose huyét (mg/100 ml) & 1va2/2h

Nhém 1 Nhém 2 Nhém 3 Nhém 4
N2 ng L. o ng Y u s ngg u Si ng g
12 14 216 65 72 137 16 9 1% 118 44 262
126 112 238 116 160 2716 8 67 150 119 149 268
62 58 120 73 72 145 125 67 192 42 51 93
86 63 149 47 93 40 56 45 101 64 107 1
52 53 105 88 113 200 92 8 17 93 17 210
110 113 223 63 71 134 101 56 157 73 128 201
116 9 207 50 65 15 66 5 12 39 87 126
101 68 169 55 100 155 a 68 159 a1 71 102
Téng cot 765 662 557 746 719 533 579 854 5415
Trungbinh 956 82,8 696 933 899 66,6 724 106.8
Phuong sai  709,7 627.9 5251 10125 4796 230,6 12143 12151
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Bang 13.J0.24 - Cac t6ng déap (rng M1 lvong phan tuyén tinh

Ché phdm chuan s Ché pham thir U Tong s6

Nogay T

Nong do thap 5//- 765 Un =719

Nong do cao S =557 v:j- 579

Téng sb Si- 1322 uj = 1.298 Dj = 2.620
Ngay 1.

Nong do thap Sur-854 Un,- 246

Nong dd cao N =533 iUl = 662

Tong sO Su- 1.387 0, = 1408 D,, =2.795
Toéng ché pham s - 2.709 u--- 2.706 X v=>5415
Tuwong phan tuyén tinh

Ngay 1 Ls,---- 208 1/7=-140 ¢1=-348

Ngay 1L Lsu-~-321 Lun ='84 ¢l =-405

Tong so A =-529 ol =-224 El=-753

Phan tich phuong sai trong cac thir nghiém thiét ké chéo phtc tap hon cac kiéu thiét ké ihi nghiém khac vi bién thién do
cdu phéan tdng céac binh phwong, gay bai tinh song song khdng doc 1ap véi bién thién do cau phan gay béi sw khac nhau
cuia tho. Tinh song song clia cac dwong hoi qui s& dwoc kiém tra bang dai lvong binh phuong trung binh cla sai s6 dw
th hai, dwoc tinh bang cach 1av téng cac binh phueng clia ciu phan do sw khac nhau vé thd (khdi) trir di cdu phan khdng
song song va hai cau phan twong tac.

Ba cu phan tuong tac duoc dwa thém vao phan tich phuong sai la do sy i3p lai tronc m6i nhdm thd thi nghiém, gom:
Gilra cac ngay xche pham: Gilra cac ngay x hdi qui; Gilra cac ngay x tinh sons song.

Ba dai lvong nay biéu thi khuynh hwéng clia 3 cdu phan (ché phdm, hdi qui va song song) thay doi tir nsay thi nghiém
nay sang ngay thi nghiem khéc. Tinh c6 gia tri clia th(r nghiém phu thudc vao céc ty s0 F twong (ng clia ba dai lwgng
ndi trén. Néu F tinh duoc rét c6 V nghia. FQ > F@' 0 p - 0,01, can phai rét than trong khi suy dién cac két qua cla thir
nghiém, va néu cé thé, phai Idp lai thir nghiém.

54152 =458.159,77

X r =511.583

Tinh gia tri cla tdng cac hinh phwong cua ché pham, hdi qui va khong song song theo cong thirc trong Bang 13.10.5 véi
sO liéu trong Bang 13.10.24.
Chu y trong tht nghiém nay n = 16, la tong s6 dap (ng clia mdi x& ly qua hai ngay thi nghiém.

o Cvur o |

Ghé phim = S tU7 4 27092127062, -0 19 77 2014
Jn 32

Hoi Oi" tuyén tinh = onf B =8.859,52 = E

Khéng song song = - ) 1 E :)gSOO\—;;S(—?%V -8,859 52 =1.45351
n

_ 216" ) 2382+... 102:

Gitra cac khéi (thd) K )

- 458.159,77 = 39.794,73

Trong d6 /), 1a céc tong ttap img cta mdi tho tli nghiém trong Bang 13.10.23.
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. b; +)I 2.620'4 2.7952
Gilra cac ngay = —In Ol A -m-i- BT 458.159,77 = 478,51

Trong dd Di va Dy la tong dap i'mg ctia moi ngay thi nghiém.

_ (8,-8,,-U,+0.,Y _[1322- 1387~ 1,298 +14087

N 64
Trong d6 M. Sii, ui va UFIa téng déap (tng cla tirng ché phdm trong moi ngay.

“4v o+ A [ ( - 321)-(-208)+(-X4)-(-140)?
N « 64

Gilra cac ngdy X Khong song song - (LS”-:——L_V:QTT7+'-¥ILK A T[&_??Zl)-_(-ZO%-_EM) -t(ﬁ@l?: 446,27
Trong d6 Ty/, ¢ 17, Tt7va Lun Ia tiromg phan tuyén tinh ciia méi ngay thi nghiém.

Toan phan = Xy*- K m511,583 - 458.159,77 =53.423,23

Sai sO du gitra cac tho r Gilra cac khoi - Khong song song - (Gitta cac ngav x che pham) - (Gitra cac ngay x hoi qui)
39.794,731.453,51 31,64 - 50,76 - 38.258,81

Sai sO dv trong moi thd = Toan phan - Gitra cac khéi - Gilra cac ngay - Chc pham - Hoi qui - (Gilra cac ngay X khéng
song song) - 53.423.23 39.794,73 - 478,51 - 0.14 - 8.859,52 - 446,27 = 3.844,06

Phép thiv tinh c6 gia tri ctia thir nghiém

Phan tich phuong sai cho thay thir nghiém thoa man phép thi tinh cd gia tri:

1) Hoi qui tuyén tinh rét ¢ y nghia: ty sO F clia dai lwong hoi qui dugc tinh dwa trén binh phrong trung binh cla sai s6
dv trong mbi tho, Fati - 64,5 > F, = 7.63 voi p - 0,01,// = 1va/- “ 28.

2) Tinh khéng song song clia dudng hdi qui: phép thir tinh khdng song song trong lhict ké chéo dua trén binh phtrong
trung binh cla sai s6 dv gitta cac thd, Fa = 1,06 < F(/._0®/, =!,/: -2X) = 4,19, chi*ng t0 cac duong In(liéu) - dap (ng cla
chuén va mau song song véi nhau.

3) Ba cau phan twong tac déu khong c6 y nghia, cac ty s6 F tinh dwgc lan luot 1a 0,02, 0,04 va 3,25 va déu nhd hon
Fadi, =4,19.

Gilta cdc ngay x Ché pham -—3164

Gitta cac noay x héi qui — (ca,

>3 >

Bang ii.70.25 - Phan tich phuong sai

Ngudn bién thién tuB?O : Tonpghﬁicng'”h Bt'r”uhnghl;’;zﬂg Tys6F | Xéc sust
1 Khéng song song 1 1.453,5 1.453,5 106 [ >005
Gitra cac ngay Xché pham 1 31,6 31,6 0,02 > 0,05
1Gitra cac ngay « hoi qui ! 1 ; 50,8 50,8 0,04 > 0,05
Sai so du gitta cac tho 28 38.258,8 1.366.4 1
Gitra cac khoi (tho) 3l 39.794,7 1.283,7 !
1 Ché pham I 1 i 01 : 01 000 |, >005
, Ho6i qui 1 1 8.859,5 8.859,5 64,5 | <0,01
Gitra c&c ngay 1 478,5 478,5 3,48 >0,05
1 Gilra céc ngay « khdng song song : 1 , 446,3 446,3 3,25 >0,05 ;
Sai s6 du trong moi thd 28 ;38441 137,3
Toan phan 63 53.423,2 847,9878472

Binh gia hoat luc va céac gi¢i han tin cay
Ty Ié pha loang bang 2, do d6/ =in(2) - 0,69315. Vé6i p - 0,95 va/- 28, t- 2,05 (Bang 13.10.28).

. o _U-S _2.706-2.709, -3
B

5 2n 32 32
h= =I17l = 33,948

2ni 32/
M'- —-0- \p oo Ve — - 0,00276

h 32x(-33,948)
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M =\f" +\n(Ar)- 0,00276 In(40) - 3,6916
Hoat lyc R - antiln(AZ) - antiln(0,00276) = 40,1 U/inl.

[7- —— = e e - 024023
h-cin (-33V48)-« 24 16 5

(C-\icM Il +2h)=0,0697 (1,0697 « 0,002762+ 2, 0,24023)= 0,033488
Logarit cac gi@i han tin cay bang:
In(4 )+ CA/'+/0,033488 =3,6918 £0,1830

Khoang tin cay cua hoat tuc tir 33,4 den 48,2 luw/ml.
4. Phdi hop cac két qua thr nghiém

41 M6 dau

D6 dap (ng cac yéu cau cuia Dugc dién, vi du yéu cau vé do chinh xac. ¢6 thé phai 1ap lai hai hay nhiéu thir nghiém doc
iap va ph6i hop cac ket qua thir nghiém dé dwoc két qua cudi cling chinh xéac va dang tin cay hon.

Hai thir nghiém duoc coi la doc 1ap véi nhau néu qua trinh thyc hién ctia mdi thir nghiém khong gy bat ct anh hudng
nao dén két qua clia thir nghiém khac. Diéu dd co nghta 1a cac sai s6 ngau nhién clia cac yéu t6 chli yéu anh hucmg dén
két qua thir nghiém (VI du: s pha Ioang ché pham chuan va ché pham thir, d6 nhay cla chi thi sinh hoc) ctia mot thir
nghiém phai doc lap VOI cac sai s6 ngau nhién trong (¢ng cdia thir nghiém kia. Céac thir nghiém thuc hién vao nhitng ngay
ké ti€p nhau dung cling dung dich gdc ctia che phdm chuén khong phai la nhitng thir nghiém déc lap.

C6 nhiéu phrong phap phéi hop két qua clia cac thir nghiém doc 1ap, tuy nliién, dudi day chi trinh bay ba phuong phap
gan dung do tinh don gian va dé &p dung ctia chung.

Trudc khi ph6i hop, cac hoat luc phéi dwoc hiéu chinh véi hoat luc gia dinh ctia moi ché pham thir (xem Vi du 3.2.8.3)
va phai duoc biéu dién dudi dang fogarit.

4.2 Phoi hop can chinh (weighted combination) cac két qua thr nghiém

Phwong phéap nay cé the 4p dung néu théa man céc diéu kién sau:

1) Céc thir nghiém phai déc iap véi nhau;

2) Pai lwvgng ¢ clia mdi thir nghiém phai nho hon 1,1 (xem cdng thirc 3.2.5-6 dé biét cong thikc tinh va y nghia cta C);
3) Bac tw do cuia sai s dw cia mdi thr nghiém khong dwgc nho hon 6, t6t nhat la 1on hon 15;

4) Sy khéc nhau gitra cac dinh gia hoat luc riéng phai khong cé y nghta thong ké (xem muc 4.2.2).

Néu cac dicii kién trén khong théa man, phuong phap nay khong dwoc dp dung. Khi d6 dung phwong phap gidi thiéu &
muc 4.3 dé tinh hoat luc trung binh va lay két qua tinh dwgc lam hoat lyc gid dinh cho Ian tht nghiém ké tiép.

4.2.1 Tinh cac hé so can chinh w

Gia slr cac két qua do clia mdi n ' thir nghiém da dugc phan tich dé dwgc n ’gia tri logarit hoat lwc M va cac gi¢i han tin
cay tuong (rng. BEi véi moi thir nghiém, tinh theo logarit khoang tin cdy L bang cach 8y gi6i han tin cay trén trir di gidi
han tin cdy du6i. Tinh hé s6 can chinh ITcho moi gia tri cia M theo phuwong trinh 4.2.1.-1, v6i t c6 cung gia tri nhu khi
tinh cac gidi han tin cay.

(4.2.1.-1)
4.2.2 Tinh dong nhat cua cac hoat luc
Bc kiém tra tinh dong nhéat ctia mot day céc logarit hoat lyc, thanh 1ap biéu thirc cé phan phdi xap xi phan phdi y 2

nhu sau:

(4.2.2.-1)

VGi:
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Néu % tinh dwgc nhd hon gia tri twong ng v6i bac tw do/ - (n'~ 1) tra tr Bang 13.10.29, su khac nhau gilta cac hoat
lvc khdng cé y nghta théng ké va, do do, co thc ticp tuc tinh hoat lwc trung binh va céac gi¢i han tin cdy theo céc cong
thirc & muc 4.2.3.
Néu y/ tinh dugc 16n hon gid tri téi han twong (ng doc tir Bang 1.3.10.29, cac hoat luc tinh dugc khdng dong nhét va
khong the si dung cac cong thirc o muc 4.2.3. thav vao do, cé thé ding cac cong thirc v muc 4.2.4.
4.2.3 Tinh hoat Iyc trung hinh c6 cin chinh (xveighted mean) v6 cac gi¢i han tin cay
Logarit hoat luc trung binh c6 can chinh duoc tinh theo céng thic:

y WM

M (4.2.3.-1)
y=>r

Do léch chuén clia fogarit hoat luc trung binh 1a can bac hai clia nghich dao clia téng cac hd s6 can chinh iV

— n -
"tlyu! (4.23-2)

va cac logarit gi¢i han tin cdy cua hoat lyc trung binh duoc tinh theo phwong trinh sau:

AT/s\, (4.2.3.-3)
Trong do t la gia tri t6i han duc dwgc tir Bang 13.10.29 véi bac tw do bang tdng s6 bac tv do cla cac sai s6 dw cua moi
th&r nghiém riéng.
4.2.4 Hoat lyc trung hinh c6 can chinh va cac gi6i han tin ciy dua trén hién thién trong méi th&r nghiém vi gitra cac
thtr nghiém
Khi phéi hop cac két qua ctia mét so thir nghiém lap lai. giatri TT c6 thd cé Vnghia. Bién thién cla cac hoat luc cé tho

phan tich thanh hai cdu phan, gom:
1) Bién thién trong moi thir nghiém s\f - 1'w

2
2) Bién thién gilta cc thir nghiém sh =

voi M la trung binh chua can chinh (trung binh s6 hoc) clia cac M. Bién thién dau thay doi tir thir nghiém nay dén thi
nghiém khéac, trong khi bién thicn sau la chung cho tat c& céc Ai.
D6i v6i mbi M tinh hé s6 can chinh theo cong thic:

SM - sl
Dung W' thay thé cho w trong céac cdng thirc & muc 4.2.3, v6i t =2,

4.3 Phoi hop plti can chinh (umveighter comhination) cac két qua th* nghiém
Céch phdi hop céc két qua thir nghiém don gian nhdt Ia tinh trung binh s6 hoc ctia //” logarit hoat lic M va sau do tinh
dd léch chuan cua né theo cong thtc:

i;'(ii" -1) (4.3.-1)

Cac logarit gi¢i han Un cay bang:

M ttsii (4.3.-2)
Trong d6/cé (n 1) bac tw do. Vi s6 cac thw nghiém can phdi hop thuong, nho nén gid tri clia t kha 16n.
4.4 Vidy
Bang 13.10.26 liét ké céac hoat lwc cung cac gidi han tin cav cla 6 thu nghiém doc 1ap cua cung mét ché pham va bac tw
do cla sai sé dv twong ing. Tat c cac thir nghiém déu dap ng diéu kién ]. 2 va 3 trong muc 4.2. Cac hé sb can chinh
ICdwoc tinh theo cong thic 4.2.1.-1 & muc 4.2.
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Phép thir tinh dong nhat cua cac hoat luc

Y, (WM)

Aif I|W)-Uyr ® 2-123.323, 8792=442

Xi=1> (v 22.070,6028

y 2tinh dugc 4.42 nhé hem gia tri t6i han 11,07 doc tir Bang 13.10.29 v&i bac tv do / - 5. Do d6, su khac nhau gitra cac
hoat lyc khéng c6 y nghia thdng ke, va do d6 dat tat ca cac diéu kion.

Bang 13.10.26 - lloat lwc va cac gidi han tin cdy cua sau thi nghiém doc lap

Lan thir nghiém Hoat lyc R Céc gidi han tin cay (ILifio) Bac tu do
(iufio) Gio6i han dudi Gi6i han trén DF
1 18.367 17.755 19.002 20
2 18.003 17.415 18.610 20
3 18.064 17.319 18.838 20
4 17.832 17.253 18.429 20
5 18.635 17.959 19.339 20
6 18.269 17.722 18.834 20
Tong sO 120
Blng 13.i0.27
\0i f=20, p - 0,05. Bang 13.10.28 cho t = 2,09. Tinh W = 4t2L2theo cong thirc 4.2.1.-I
M = In(R) i V w WM w\p
9,8183 0,0679 i 3.777,8301 37.091,9101 364.179,9033
9.7983 0,0664 3.951,6825 38.719,7456 379.387,4392
9,8017 0,0841 2.462,5579 24.137,1950 236.584,9721
9,7887 0,0659 4.003,1116 39.185,4586 383.576,6531
9,8328 0.0740 3.175,7400 31.226,4061 307.042,9060
9,8130 0,0609 I 4.699,6807 ! 46.117,7833 452.552,0054
58,8528 : 22.070.6028 216.478,4988 2.123.323,8792

* L - In(gii han tin cay trén) - In(gidi han tin cay dudi)

Hoat lwc trung hinh va céc gidi han tin cav:

IToat lwc trung binh va cac gidi han tin cay clia né dugc linh bang cac cbng thic & muc 4.2.3 va cac s6 liéu trong Bang

13.10.26 va 13.10.27.

. .S-wW 217478"88
Ki ¢ .
y 1y 22.070,6028
sr: o= =0,00673
NyW o ~22.070,6028

V6i s0 bac tw do f= 120,p - 0,95, t- 1,98.

M +tsu =9,8085 + 1,98x 0,00673 = 9,7951 va 9,8218

Bang cach lay antilogarit cac gia tri tinh dugc, hoat luc trune binh bang 18.187 IU/lo véi khoang tin cdy & xac suat
95 % tlr 17.946 dén 18.431 IU/lo.
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5. Céac Bang tra ctru
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Bang 13.J0.2tS - Bang gid tri toi han cla phan phoi t

0,05
12,71
4,30
3,18
2,78
2,57
2,45
2,36
2,31
2,26
2,23
2,20
2,18
2,16
2,14
2,13
2,12
2,11

p

0,01
63,66
9,92
5,84
4,60
4,03
371
3,50
3,36
3,25
317
311
3,05
301
2,98
2,95
2,92
2,90

ERBB B

23
2
25
26
27

28-29
30

40-43

57-63

102-126

600-C0

0,05
2,10
2,09
2,09
2,08
2,07
2,07
2,06
2,06
2,06
2,05
2,05
2,04
2,02
2,00
1,98
1,96

0,01
2,88
2,86
2,85
2,83
2,82
2,81
2,80
2,79
2,78
2,77
2,76
2,75
2,7
2,66
2,26
2,58

Néu gia tri quan sat I6n hon gia tri trong bang, nd dwoc coi la cd y nghia (P - 0,05) hay rét cé y nghia (p - 0,01).

B W N b T

© o N O

10

Bang 13.70.29- Bang gia tri t¢i han cua y 2

0,05
3,84
5,99
781
9,49
11,07
12,59
14,07
1551
16,92
18,31

p

0,01
6,63
921
11,34
13,28
15,09
16,81
18,48
20,09
21,67
23.21

S rEBRE™

25
30
40

0,05

19,68
21,03
22,36
23,68
25,00
26,30
31,41
37,65
43,77
55,76

0,01

24,73
26,22
27,69
29,14
30,58
32,00
37,57
44,31
50,89
63,69

Ncu gia tri quan sat I6n hwu gia tri trong bang, né dwgc coi la cé y nghta (P =0,05) hay rat co y nghta (p  0,01).
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Bang 13.10.30 - Gia tri t6i han cla ty s6 F - varmadvar

k la s6 phuong sai trong nhom x(r ly, moi phwong sai c6/bac ty do {Hariiey 'stesi).

T 4 6 8 9 10 12
- 20,6 29,5 375" 41,1 44,6 514 ;
49 69 89 9 106 120
5 137 187 22,9 247 26,5 29,9
28 3 46 50 54 60
6 104 137 163 175 18,6 20,7
191 25 30 R 34 37
7 8,44 108 127 135 143 158
i 145 184 22 23 24 27
.8 7,18 9,03 105 U 11,7 12,7
11,7 145 169 179 189 2
9 6,31 7,80 8,95 9,45 9,91 10,7
9.9 121 139 14,7 153 16,6
110 5,67 6,92 7,87 8,28 8,66 9,34
8,6 104 118 124 129 139

Néu F tinh dugc 16n hon gia tri trong bang, bién sd can kiém tra dugc coi la cé y nghia (dong trén, p - 0,05), hay rit coy
nghiia (dong duéi, p = 0,01).

6. Bang chu giai cac ky hiéu

Ky hiéu Binh nghia )

- 19 déc hoi qui tuyén tinh clia dwong thang lidu - dap ¢ng hay In(liéu) - dép img cuia tét ca cac ché 1
i | i phdm trong mat thir nghiém 1

d S8 mic ligu clia mdi ché phdm trong mot thir nghiém ddi xing
r e . Co s0 clia logarit tw nhién, e =2,718281828.... i

f So béac tw do

h SO ché pham trong ml thir nghiém, ké ca ché pham chuan 1

k S0 Xt ly trong mét thtr nghiém, k = dh

n S thi nghiém 13p lai hodc s6 don V thi nghiém ctia moi xir ly

n’ : SO céc dinh gi4 hoat lyc riéng

2 Tri dinh gia clia phuomg sai duge tinh tir binh phrong trung binh cuia sai s6 dw. si l1a phrong sai
: cla logarit hoat luc M
Tri dinh gia ctia Dd léch chuén, (B\8))
Nong do tiéu thap, trung gian va cao clia ché phdm chuén s. Trong mdt thir nghiém chi c6 2 ndng

s dd ctia moi che pham V dai dién cho ndng do cao
i Thong ké | clia Student (Bang 13 ]0.28)
i’ Thong ké t"ctia Dunnctt (Bang 13.10.8)
uy ~ i __ Nong do™(liéu) clia cac ché pham thir v ... z
y Dap (ng_riéng hay_dap (ng riéng da dwgc chuyén doi
y’ DPép (ng tinh_duwoc dung dé thay thé cho gia tri bi mat
§s-y/ Déap tng trung hinh clia ché phdm chufn va cac ché pham thi

Tloat lyc gia dinh cla cac ché pham thir li ... 2, 1a hoat luc dugce ding dé tinh lugng ché pham can
lay khi pha cac dung dich thir
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B’

C

LS..L.Z

.7,

y...2
Ui.Ui.Ui

W
'Y
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Tdng dap (rng ctia moi don vi thi nghiém (1 dén 25) trong thicl ké chéo dbi

Téng dap rngcua khdi hay hang cé chira gia tri bi mat

Dai lvgng biéu thi y nghta clia héi qui. ding trong linh todn c4c gi¢i han tin cay (phuong trinh
3.2.5-5). Trong mét so tai liéu thong ké két qua thlr nghiém sinh hoc, y nghiia clia hdi qui dwoc biéu
thi theo g:

C.-L
1-g

Tong dap (ng clia mbi cot (1 den n) trong thiét ké hinh vubng Latin
Tong dap (rng clia cdt khdng ké mot gia tri bi mat trong thiét ké hinh vudng Latin
Lieu
Tong dap (rng cua giai doan i va giai (loan Il trong thiét ke chéo doi
Tong cac binh phuong cuia dai lwgng hoi qui (Biing 13.10.5)
Tv so clia hai tri dinh gia doc 1ap cua phuong sai theo phan phéi F (Bang 13.10.7)
Tong dap tng trong mat thu nghiém khong ké gid tri bi mét
Khoang céach gilta cac In(liéu) ké ti€p nhau, i - In(sysi) - In(s.i) - In(S/)
Pai lugng dugc dung de tinh t6ng cac binh phirong trong phan tich phuong sai

N

D0 rong cla logarit gi¢i han tin cay, |
L = In(gi6i han tin cdy trén) In(gidi han tin cay duéi)
Tuong phan tuyén tinh clia ché phdm chuan va cac ché pham thlr (Bang 13.10.2. 13.10.3 va 13.10.4) 1

| Tri dinh gia cua logarit hoat lyc. trong thir nghiém da ché pham, M dugc ding kém vai mot ky tu 1
(U...2) ghi & dwdi, vi du ML, dé chi rd mdt ché pham ricng (M = InR).

Trung binh ctua mdt vai tri dinh gia déc 1ap cua M
Logarit ty 1& hoat luc hay tri dinh gia cua logarit hoat luc trwéc khi hiéu chinh véi hoat luc gia dinh .

; (M*-InR”) _

Tong s6 dap (rng trong mot tlitr nghiém |
Tdng s6 dap (rng clia ché phdm s va u

Xac sudt

Twong phan bac | 'l clia ché phdm chuan va cac ché pham thir

Hoat luc dinh gia duoc dung voi mot ky tw (1J....2) ghi & dudi, vi du Ru dé chi rd mét ché pham thiy i
riéng trong mot thir nghiém da ché phadm (R = antilnM)

; Dinh gia hoai luc hodc ty s6 hoat luc trede khi hidu chinh bai hoat luc gia dinh (IV = antilnM’).
Téng déap (ng cua mbi hang (1 dén n) trong thiét k& hinh vudng Latin, hay moi khditrongthiét ké;
ngau nhién theo khdi.

Che pham chuan

Tong dap (ng clia chc phamchuan
Tong dap (ng clia liéu (ndng do) thap, trung gian va cao clia ché phain chuan s. Trong mot thir
nghiém chi c6 2 mic liéu, S2ia tong dap (rng cua liéu cao

Tong dap (ng trong mot x& Iy khdng ké gid tri bi mét i
Tong dap (ng clra cac ché phdm thir u...z

Céc ché phdm cén thir

; Tong dap Ung cua licu thap, trung gian va caoclia ché pham 12trong mét dinhlwong chi cdl
2 nong dd clia mdi ché phdm, u: dai dién cho nong dd cao

110 s6 can chinh ding trong phdi hop mot so dinh gia doc 1ap (phwong trinh 4.2.1 .-1)

In(ligu)
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1311 BINH LUONG HOAT TINH VITAMIN BI2BANG
PHUONG PHAP VI SINH VAT

Dung dich dém
Hoa tan 1,29 g dinatri hydrophosphat (TT), 1.10 g add
citric khan (IT), 1,00 g natri metahisuiiit fiT) trong 100 ml
nudc dé pha tiém.

Mo» treong dinh lugng

Thanh phan
L-Cystin 01g
L-Tryptophan 0,05 g
Acid hydrocloric IN 10 ml
Dung dich adenin - guanin - uracil 5ml
Dung dich Xanthin 5ml
Dung dich vitamin 1 10ml
Dung dich vitamin ! 10ml
Dung dich mudi A 5mi
Dung dich mu6i B 5ml
Dung dich asparagin 5ml
Dung dich thav phan casein bang acid 25ml
Dextrose khan 10g
Natri acetat khan 58

Acid ascorbic Ig
Dung dich polysorbat 80 5ml

Chuan hi cac dung dich

Dang dich thay phan casem hang acid: Cho 100 g cascn
khong chta vitamin vao 500 ml dung dich acid hydrocioric
6N, dun hoi luu tir 8 h dén ]2 h. Loai bé acid hydrocloric
trong hdn hop bang cét chan khdng dén khi thu dwoc khoi
bot nhao. Hoa tan cin thu dwoc bang nuéc de pha tiém,
diéu chinh pll dung dich v& 3,5 + 0,1 bang dung dich natri
hydroxyd i N (iT). Thém nwéc dépha tiém vira dd 2000 mi.
Thém 20 g than hoat, khudy d& hap phu trong I li. loc lay
dich trong. Tiép tuc I1dp lai budc tham than hoat trén dén khi
thu duoc dung dich trong suét, Bao quan dung dich trong
tolucn, trong td lanh Wnhiét A0 khong dusi 10 cC.

Dung dich Asparagin: Hoa tan 2,0 g L-asparagin trong
vlra du 200 mi nuéc dé pha tiém. Bao quan dung dich
trong toluen. trong td lanh.

Dung dich adcnin - gitanin - uracii: Hoa tan 200 mg moi
loai adenin sulfat. guanin hydrociorid va uracii trong 10 m!
dung dich aad hvdrodoric 4 M lam néng néu can den khi
tan hét, lam lanh, thém nuéc dé pha tiém vira dii 200 mi.
Bao quan dung dich trong toluen, trong tu lanh.

Dung dich xanthin: Hoa 0.2 g xanthin vao khoang 30 ml
dén 40 ml nuéc dé pha tiém, dun néng dén khoang 70 °C,
thém 6 mi dung dich amoni hydroxyd 6 N, khudy déu dén
khi tan hoan toan. Lam lanh dcn nhiét dd phong, thém
nwoc dé pha tiém vira du 200 ml. Bao quan dung dich trong
toluen, trong tu lanh.

Dung dich mudi A: Hoa tan 10 g kali dikydrophospluit (TU)
va 10 c dikaH hydrophosphat (TD trong vira du 200 ml

PHU LUC 13

nwéc de pha tiém. Thém 2 giot acid hvdrocioric (TT), bao
quan trong toluen.

Dung dich mudi B: Hoa tan 4,0 g magtiesi Sulfat (1T), 0,20 g
natri ciorid (77), 0,20 gs&t (H) Sulfat (TT) va 0,20 g mangan
Sulfat (TT) trong vira dd 200 ml nwéc dépha tiém. Thém 2
giot acid hydrocioric (TT), bdo quan trong toluen.

Dung dich poiysorbat 80: Hoa tan 20 g polysorbat 80 vao
200 ml alcol. Bao quan trong tu lanh.

Dung dich vitamin i: Hoa tan 10 mg riboflavin, 10 mg
thiamin hydrociorid, 100 pg biotin va 20 mg niacin trong
vira di 400 ml dung dich acid acetic 0,02 N. Bao quan
trong toluen, tranh &nh séng, trong td lanh.

Dung dich vitamin il: Hoa tan 20 mg acid paru-
aminobenzoic, 10 mg calci puntothenat, 40 mg pyridoxal
hydrociorid, 40 mgpyridoxin hydrociorid, 8 mg pyridoxamin
dihvdrodorid va 2 mg acidfolic trong vira di 400 ml dung
dich ethanol trung tinh lodng (i trong 4). Bao quan tranh
anh sang, trong ta lanh.

Pha ché méi trvimg

Hoa tan hoan toan cystin va tryptophan vao 10 ml dung
dich acid hydrocioric | N (77), thém 8 dung dich da chuan
bi & trén (trlr dung dich polysorbat 80) tron déu, tiép tuc
thém 100 ml nwéc dé pha tiém, hoa tan dextrose, natri
acelat, acid ascorbic vao dung dich nay. Loc neu can. Thém
dung dich polysorbat 80, khudy déu, diéu chinh pH moi
tru(Yng tir 5,5 dén 6,0 bang dung dich natri hydroxyd | N
[77), thém nuéc dé pha tiém vira di 250 ml.

C6 the str dung mdi truong & dang bot khd cé thanh phan
nhu trén. Ché tao moi trudng theo hwdng dan ghi trén nhan.

M6i trudng pha lodng

Pha lodng Mbi truong dinh lumig bang mét lugng nude dé
pha tiém twong dwong sé thu dugc MGi tredng pha loéng.
Pong vao mdi ong thdy tinh 10 ml mdi treong vira pha,
hap tiét khuan. Lam lanh ngay sau khi hap.

Nutrc ép ca chua

Ly tdm nuéc ép ca chua do loai bd hét phan thit qua, 1dy phan
dung dich. Hoa 5 g chét trg loc vao 1L dung dich trén thu
duwgc hon dich. Loc du6i ap suat giam dén khi thu dwoc
dung dich c6 mau dau lay trong subt. Bao qudn trong
toluen, trong tu lanh.

Moi truong nudi cdy chung

Thanh phan:
Cao men bia tan trong nwdc dé pha tiém 0,75¢g
Pepton kho 0,759
Dextrose khan 109
Kali dihydrophosphal 0,29
Nuwdc ép ca chua 10ml
Polysorbat 80 1ml

Céch lién hanh: Hoa tan cao men bia, pepton, dextrose
khan, kali dihydrophosphat trong 60 ml dén 70 ml nwéc
dé pha tiém, liop tuc thém 10 ml nuéc ép ca chua va i m!
polvsorbat 80, dieu chinh p!l dung dich vé 6,8 bang dung
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dich neitri hydmxyd 1 ;V (77). Them nuéc dé pha tiém
vira ¢t 100 m). Bong vao ong nghiém mbi dng 10 ml méi
trvong. Hap tiét trung & 121 °c trong 15 min. Lam lanh
ngav sau khi hap.

C0 tho sl dung méi treong cd thanh phan nhu trén ¢ dang
bot déng khd. Cha tao méi trwong theo huOTig dan ghi
trén nhan.

Chlrng goc

Thém 1,0 g den 15 g thach vao 100 tnl méi trwdng nubi
cay chung, tron deu, dun trong céach thav dén khi thach tan
hoan toan, dong vao mdi ong nghiém thly tinh 10 ml moi
trwong. Hap & 121 °c trong 15 min. Be ngudi. LAy it nhat
3 6ng mdi tredng, cdy vao moi 6ng mot quai cdy hon dich
Lactohaaiius leichmannii ATCC 7830 g6c thuan chdng, G
o mot nhiét do xac dinh trong khoang tir 30 °c dén 40 °c,
trong 16 h dén 24 h, duy tri nhiét do 6n dinh trong khoang
nhiét do lwa chon + 0,5 °c. Béao quan trong t0 lanh. Chung
slr dung tron2 phép thir dinh lvong phai dwoc cay truyén
khong duéi 10 lan trong vong 2 tuan.

Cdy truyén chiling it nhat 3 1an mét tuan, khong st dung
ching da qua 4 ngay tudi. Hoat tinh cuta ching sé& dwoc
tang Ién khi cdy truyén hang ngay hodc 2 ngay 1 lan dén
khi ¢ thé quan sat s phat trién clia ching lam duc moi
treong sau 2 h dén 4 h nudi cdy. Chung vi sinh vat cham
phat trién kho c6 thé tao ra mot dudng chuén dap tng thich
hop va do d6 c6 thé dan den két qua bat thudng.

Hon dich ching lam viéc

Chuan bi 2 6ng chtta 10 ml mdi truong nudi cdy chlng
d4 chudn bi & trén, cdy mot quai cdy hon dich ching
Lactohaciiius icichmannii ATCC 7830 géc vao moi ong.
U & mot nhiét d0 xac dinh Long khoang tr 30 °c dén
40 °c, trong 16 h dén 24 h, duy trL nhiét dé 6n dinh trong
khoang nhiét do Iva chon + 0,5 "C. Trong (tiéu kién vo
trung, ly tam, 18y can vi khuén, loai bd dich néi. Hoa cén
vao 5 ml méi trwdng pha lodng, gdp hon dich tir 2 6ng thu
dwgc hon dich chuing goc, pha lodng hon dich chung goc
bang mdi treong pha lodng sao cho khi pha lodng hon dich
nav voi ty 18 1: 20 bang nuwéc mubi sinh Iy vo khuan dé
thu dwgc hon dich c6 do6 truyén qua 70 % khi do quang &
530 nm, cuvet 10 mm, mau trang 1a nwdc mudi sinh ly vo
khudn. Pha lodng hon dich ching goc bdng méi tnrong
dinh lvong ty 18 1:400 thu duec hon dich chung lam viéc.
Chu y: B duc ctia hon dich chlng lam viéc cé the thay doi
nham lao dwgc s dap (tng mong mudn.

Hbdn dich ching déng lanh Lactobacifius ieichmanmi
ATCC 7830 co thé thay thé cho chiing goc Lactobacilius
ieichmatmii ATCC 7830.

Cach tién hanh

Dung cu thir nghiém dugc rira sach bang cac chat tdy rira
va phuong phép thich hop. sdy & 250 °c trong 2 h dé phan
hav dv lugng vitamin Bp.

Dung dich thir: Ly mot lwgng thich hop s6 dwn vi déng
goi, 1am dong nhit mau voi mdi g hodc ml. Can chinh xéac
mét luvgng che pham thich hop vao binh nén, thém 25 ml
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(lung dich dém, l&c déu. Hap hon dich trén trong ndi hap
& 121 cc trong 10 min. L&y ra, d& ngudi, chuyén toan bd
dich hép sang binh dinh méc dung tich 200 ml, thém nuwéc
dé pha tiém vira dd dén vach. Ly tdm hodc loc, thu duoc
dich loc trong. Tiap tuc pha loang dich loc véi nwdc dépha
tiém dé duogc dung dich th(r lam viéc c6 ndng do twong tw
dung dich chuén.

Dung dich chuaii cvanocobaiamin géc; Hoa tan cyano-
cobalamin chuan trong alcol 25 % dé dugc dung dich co
nong dd 1 pg/ml. Bao quan trong 14 lanh.

Dung dich chuan cxanocobaiamin icun viéc: Lay chinh
xac mot luvgng thich hop dung dich chuén cyanocobalamin
g6c. pha lodng bang nudc dé pha tiém dé thu dwoc dung
dich chuan cyanocobalamin lam viéc ¢é ndng do 0,01 ng
dén 0,04 ng/inl.

Céch tién hanh:

Cho vao méi 6ng nghiém 1,0 mi; 15 ml; 2,0 ml; 3,0 ml;
4.0 ml; 5,0 ml dung dich chuin cyanocobalamin 1am viéc.
Thém nuéc dé pho tiém vira du 5,0 ml. Thém vao mdi éng
nghiém 5,0 ml méi trvong dinh lugng. Moi nong do lam
13p lai 2 6ng.

Cho vao mbi dng nghiém khac 1,0 ml; 1,5 ml; 2,0 ml; 3,0 ml;
4.0 ml dung dich thtr 1dm viéc. Thém nuéc dé pha tiém vira
du 5,0 ml. Thém vao mdi ong nghiém 5,0 ml méi trwdng dinh
lrong. M6i ndng do 1am 13p lai hai 8ng.

Cho vao 4 8ng tring, mdi &ng 5,0 ml nudc dé pha tiém va
5.0 ml méi trwong dinh lwgng.

Day ndp 6ng nghiém dé tranh nhiém khuén. Hép tiét tring
cac Ong nghiém trén & 121 °C trong 5 min, cd thé hép thoi
gian dai hon tuy nhién khong dwgc qua 70 min, sau khi hdp
xong lam lanh ngay.

Trong diéu kién vo trane, cdy vao moi ng 500 |il hdn dich
ching lam viéc trir hai ng tréng ‘khong cdy chang”, u o
mot nhiét do xac dinh trong khoang tr 30 °C dén 40 °c,
trong 16 Ii dén 24 h, duy tri nhiét do 6n dinh trong khoang
nhiét do lva chon i- 0.5 cc. Sau thdi gian nudi cdy, lam
nglrng st phat trién ctia vi khudn bang cach nhing céc 6ng
nghiém trong nudc dé pha tiém néng khong dudi 80 °c
trong 5 min. De ngudi don nhiét dd phong.

Lac déu 6ng thir nghiém. De yén hon dich thir nghiém
trong mot khoang thoi gian nhat dinh dén khi gia tri do
truyén qua dao dong it nhat. Do dd truyén qua cua 6ng
trdng “cdy ching” voi mau trdng 1a 6ng tréng “khdng cdy
ching” & budc séng 530 nm, cuvét 10 TMHI. Nou do truyén
qua cua hai dng trang nay khac nhau qua 5 % hodc cé dau
hiéu chang bi nhiém thi phai loai b6 phép thir. Tiép tuc do
do truyén qua clia cac 6ng nghiém chira dung dich chuén
va dung dich thlr v6i mau trang la éng trang “khoéng cay
ching”. Cha y thoi gian do do truyén qua ctia cac hon dich
thir nghiém phai nhw nhau.

Tinh két qua
Xay dwng dwong dap (ng cua dung dich chudn theo quy
trinh (lwéi day:
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Kiém tra cac gia tri do truyén qua va loai bo nhitng gia tri
sai s0 thod.
D6i voi mbi mic lidu ctia chudn, tinh tdng céac gia tri do
truyén qua cla hai 6ng 1ap lai (X), gia tri y duoc tinh nhw
sau:y=200 X
Thiét 1ap d6 thi v6i truc tung la gié tri y, truc hoanh la
logarit so ml ctia dung dich cyanocobalamin chuan. C6 thé
str dung truc hoanh theo thang s hoc hay logaril d€ thu
duoc duong dap ing pht hop. V& dwdng chun tvong dbi
phu hop nhét véi cac diém tren do thi.
Tinh y = 2,00 - y d6i voi mau thir tvong tw nhw cach tinh
y d6i voi mau chudn. T dd thi doc gié tri logarit cla thé
tich dung dich chudn tvong Gng véi mdi gia tri y, loai bod
cac gia tri y nam ngoai khoang xéac dinh cla gia tri chuan
(khoang tir gia tri nho nhat dén gid tri 16n nhat cla chuan).
DGi voi mdi mic ligu, gia tri X ia hiéu cla gia tri logarit
vira doc dwgc va gia tri logarit s6 mi clia dung dich chuén
twong (ng. Tinh trung binh it nhét ba gia tri Xtré 1én thu
dugc xto~ M\
Xac dinh gia tri M bang cong thtrc:
M~M’+ IgR

Tinh hoat lyc cyanocobalamin ctia mau thir bang cong thirc:

antilog M = antilog (M1+ Ig R)
Trong do:
R la hoat lyc gia dinh ctia cyanocobalamin trong mau thie
ban dau.
Tién hanh 13p lai phép the it nhat mét Ian, st dung dung
dich thr doc lap. Néu gia tri M gira hai Ian thr sai khac
nhau khdng qua 0,08 thi gi& tri trung binh Mtbchinh 1a ham
lrgng clia cyanocobalamin trong mau thir. Néu gia tri M
gilta hai lan thtr sai khac nhau qua 0,08, tién hanh thém
mot hodc nhiéu phép thi nira. Tinh gia tri trung binh Mth
tlr c&c gia tri M khéc nhau khéng qua 0,15 Ia hoat Iyc cla
cyanocobalamin trong mau thir.
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