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KTV Vo Thi Thu Nguy(t - Khoa Vi sinh

B0 c6 thu thd p, theo ddi, danh gia va so sanh di nhiy cdm cla vi khul n v i khang sinh gila
cac vung trong mit qudc gia va gilla cac nic trén thi gili, yéu clu cn phliditrala cac kit
qul phOixuOtphattd mitkD thult chinh xac va thi ng nhit.

Theo bao cao clla cac phong thi nghil m quic t0 nghién clu vO ph00ng phap tho nghil m do
nhOy cOm cOa vi khul n vOi khang sinh va cla NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standars), TO chdc y t0 thO gili da rat ra nhilu kOt luln va dla ra nhing chl din
chung cho cac kI thult khang sinh dl : d6 la ko thult khang sinh khuO ch tan t0 dia khang sinh
vao mdi tri0ng thi ch cla Kirby — Bauer. M i phong thi nghil m, mdi n00c c6 thd tuy tinh hinh ¢l
thD ma cli tiln chat it d0 phu hOp vOi hoan cnh sao cho kinh t0 va thuln I0i d0a trén phl0ng
phép nay.

0 Viot Nam t0 nhOng nam 1989 dilc sU tai trl clatl chic SIDA —Thiy Biln, chi0ng trinh
ASTS da thing nhit vO kO thuOt khéng sinh a0 trong toan quic. Vi thd d0 thOng nhOt kO thuOt
vli thO giliva cé thl so sanh sl lilu thu di0c vOi cac niO0c khac, chang t6i gili thilu kO thudt
xac dilnh mic d0 khang thul ¢ cla vi khull n theo ph00ng phap Kirby- Bauer cli tiln: Phng
phap khoanh gil y khang sinh khul ch tan trong thi ch.

I. MO ¢ dich va cac kO thult khang sinh dC

Khang sinh di 1a kO thudt do khO nang cla mit lodi khang sinh 0c chd sO phat tridn cla vi
khuO n in vitro. Khd nang nay co thd diCc danh gia bl ng phing phap pha lodng khang sinh
hoU ¢ phi 0 ng phap khul ch tan khang sinh vao méi trl 0 ng thi ch.

1.1. MO c dich

- NhIm hi0ng din cho cac bac sil 1dm sang chin I0a khang sinh t0t nhit cho t0 ng bl nh nhan
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- NhOI'm thu thO p nhi ng théng tin dich t0 hUc vO sU d0 khang cla vi khul n gay bl nh quan trl ng
0 cOng dlng

1.2. Cac kO thult khang sinh d0

KO thuOt khang sinh pha loang trong thi ch hol ¢ canh thang nhI m xac di nh ndng dd Oc chO t0i
thiDu (MIC) cOa khang sinh dli vOi vi khud n (d0 nh ID0ng)

KO thu0t khang sinh khul ch tan trong thiich thiOng d00c ap ding di xac dilnh d0 nhiy cOm
cUa vi khul n vOi nh ng khang sinh khac nhau (d0 nh tinh). 0 day khang sinh thi0ng di0c thim
trong nhi ng khoanh giy vi'i ham 100 ng nhit d0 nh.

Il. KD thult khang sinh khut ch tan trong thich

Pay la phi0ng phap diin giln va cé tho tiln hanh 0 cac phong thi nghid m hang ngay khéng cin
nhidu trang thilt b0 va may méc.

2.1. Nguyén ly: Dung khoanh gil'y cé di0ng kinh va d day nhit d0nh, vé trung da t0m sn
khang sinh vli m0t nOng d0 nhOt dinh (d0a vao hilu l0c cla tdng khang sinh ), dit1én mOt dia
maoi trl 0 ng da nudi cly vi khuln. NOng d0 vi khulln ciing da di0c qui dinh tri0c. B0 t0 O0m cho
vi khuO n mi ¢ va do di0ng kinh vong 0c ch vi khul n xung quanh khoanh gil'y khang sinh, dda
vao do xac dinh mc dl nhiy cdm cla vi khuOn dd0c thD vOikhang sinh dé.

2.2. Cacylutl Unh hIOng t0i kit qul khang sinh dl

2.2.1. Méi trl0ng
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- Thanh phi n méi tri0 ng:

M@éi tri 0 ng nghéo chit dinh d0ng sl tho ravong Oc chl I0nhOnvangiOc IDi.

- Cac chit hOu ¢ cla méi trd0ng nhi pepton, cao thit...lam cho méi tri0ng d0 chit dinh diOng
nhO ng chung kho dit tinh d0ng nhit, ngay c0 t0 mOt hang xultva 0 nhlng 16 sOn xult khac
nhau.

-D0ivOimit sO vi khul'n khé mic méi tri0ng cOn cho thém méau chll ng déong nhll mau thi, clu
, hgla...cac loli mau khac nhau khéng Onh hiOng rd rOt t0i kOt qud khang sinh di, trl mau
chi ng déng bl ng Natri citrat dili tetracylin.

- Ching lodi thO ch: thO ch thé ¢é nhilu phO chit lam cho vong 0c¢ chd nhO I0i. ThO ch d& tinh chO
khong cé nhiing yOu t0 g n bam khang sinh si cho kOt qul t0t hOn.

- C4c lon trong mai trd0ng nh Mg 2+, Ca2+ c6 Unh hIng I0n t0i tdc dIng cl a tetracyclin va
aminosid . NhO ng ion nay c6 ham I00 ng khac nhau trong nhi ng 16 méi tri 0 ng khac nhau va mii
h&ng sl n xult khac nhau.

- B0 pH: c6 OUnh hiOng t0i s phat triln cOa vi khul n va tac ding cl a khang sinh, vi di:
streptomycin, kanamycin, erythromycin, oleandomycin [ pH = 6 va 6,5 gil m tac ding so vli
pH= 7,3 d0 pH I0i phO thul c vao nhidt d0 nén khi didu chl nh phii l0u y dil m nay.

- B0 day cla thich: thl ch phlico d day nhit ddnh vi qua ming vung 0c chO s rIng ra va
nglOc I0i. TOt nhOt la day 4mm.

- Lam khé mOt thO ch: lam khé tr00 ¢ khi cly d0 vi khuDn di0c trai ddu, nDu mOtthOch 00t chung
s mO ¢ thanh thO m day d0 c thu hp vung Oc chl. Sau khi cOy vi khuOn n0u d0 khé qua lau mOi
dit khoanh gily cting sO lam vung 0 ¢ chd nhO 0.
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2.2.2.Vi khul'n

- L0ONg vi khuln cly vao méi tri0ng ¢cé OUnh hiOng I0n t0i d00ng kinh vung 0 ¢ chd: qué nhid u,
dic vung Oc chl thu nhO 10iva qua it, mOng vung 0c chl m0 rOng ra. TOt nhitla c0y sao cho
cac khul'n I0¢c mi ¢ sat nhau ma khéng thanh thi m.

- Dung d0 ch vi khull n (Inoculum) : la mOt dung dich ¢6 di dic nh0tdinhti0Ong Ong 108 vi
khuO n /ml (108 UFC/mI: Colony Forming Unit —dl n vO hinh thanh khull'n I0c ), kil m d0 nh bl ng
di dic chuln Mc Farland 0,5. BO d0c nay dilc pha chl b0 ng cach 0y 0,5 ml 0,048 M BaCl2
(1,175 % BaCl2.2H20 v/v) cing vii 99,5 ml 0,9 M H2S0O4 (1% v/v) , dong vao cac 0 ng nghil m
c6 dl 10n nhD nhau, han kin va gi 0 nhilt dl phong, cé thi dung trong vong sau thang. Trilc
khi sU ding phUil0c kO.

2.2.3. Khoanh gil'y thi m khang sinh

MOi khoanh giy thO m mOt I00ng khang sinh nhit dl nh cla mOt lo0i khang sinh. Thong thD0ng
cac khang sinh cung hi di0c thim I00ng nh0 nhau. MOi khang sinh ¢cé d0 bl n v ng khac nhau.
NhiOt d0 va dd O0m cao lam b0t hoO't khang sinh nhanh, nhit Ia h0 khang sinh B-Lactam. Vi viy
vilc cltgil t0tnhitla 0 nhiltdl -200C holc 0 40C trong cac I0 kin nat, ching 0m. C6 thl mua
khoanh gil'y th m khang sinh cla n00c ngoai hay t0 sUn xuOt. NOu t0 sOn xult cé thD dung
nhilu lo0i gily thO m khac nhau. Gily nhulm mau cé thi 0nh hi0ng t0i khang sinh tetracyclin.
Khoanh gilly t0 sOn xultcln co kidm tra d0 ding dlu va tac diing dili chOng vi khoanh gilly
chull n thO m khang sinh t00ng 0ng cla ni0c ngoai.

2.3. Cac bl c tiln hanh

2.3.1. Chulln v m6i tri0ng: méi tri0ng diIc chuln bl theo hiIng din cla tlng hang sin xult
bll ng cach can chinh xac I00ng thi ch Mueller — Hinton khé va hoa tan vao nic clt trung tinh,
kiDm tra pH tr00c khi hO p ti0t khuO n. Trong khi hOp , tranh a0 méi tri0ng 0 nhilt d0 cao va thOi
gian dai hin s cn thilt, vi dilu do6 sO lam gidm khd nang dilm va thay dii pH cOa mai tri ng.
Sau khi d0 nguli méi tri0ng din 50 — 600C (c6 pH khollng 7,2 — 7,4) ¢6 thD thém mau holc
cac siin phim cla mau...l[0c cho dlu va dil vao dia petri da vé khuln vidl day t0 3,5-4,5
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mm (c6 nghta la la 25 ml thO ch cho m0t dia petri d00ng kinh 90 mm hot ¢ 40ml thd ch cho dia cé
di0ng kinh la 110mm). Cac dia nay phdi dit trén mit m0t phl ng ngang bl ng d0 a0 m bl o cho
dl sédu clathOchO mdivD tri trong dia bl ng nhau. B0 dia méi tri0ng nguli 0 nhilt dl phong rdi
bl o qul n trong tai nilon 0 t0 10nh 4-80C. Cac dia thl ch nay dung trong vong 7 ngay ki t0 ngay
chuln bl.

Céc dra thich cé mau (hollc cac sin phim cla mau ) phii di0c kilm tra vé khul n trong t0 Om
qua dém miidi0c sO dOng.

2.3.2. Ria clly vi khu n: Sau khi vi khud n thull n khilt d00c nudi cly qua dém trén cac moi
trd0ng khéng cé chitOc chl, dung que cly 10y 5-10 khul n 10 ¢, nghiln trong mdt 0ng nO0c¢ muli
sinh ly vo trung |0 c d0u bl ng may votex, so sanh viing dd ddc chuln Mc Farland 0,5 (nu

di c qua cho thém n00c muli sinh ly; ng0Oc 10i khdng d0 d0 d0c cho thém vi khulln), ta di0c
hOn doch vi khul'n t00ng d00ng 108 CFU/mI. Dung que tam béng vo trung nhung vao hin dich
vi khu n trén ép vao thanh Ong cho blt nO0c, rdi ria d0u khi p mOt thO ch thanh nhiing d00ng b0t
chéo nhau 1200 Ién miOt thOch da di0c di trong t0 0m cho khé ( nhing khéng dillc qua 30
phut).

2.3.3. Chulln b0 khoanh gil'y khang sinh: L0y 0ng khoanh gil'y khang sinh t0 t0 [0nh d0 nhi0t a0
phong 30 phut cho thang bl ng nhil't d trong va ngoai [ ng.

BP0t cac khoanh gilly d& chin I0a vOitdng vi khuln da dilc thD sao cho mit c0a khoanh gilly ép
sat vao mit méi trl 0 ng, mép ngoai cl a khoanh gil'y cach thanh trong cl a dia kholl ng 15mm va
khoanh nll cach khoanh kia 20mm B0 dia thIch 0 nhi0t d0 phong khol ng 30 phut cho khang
sinh khul ch tan, rdi d0 mai trd0ng trong t0 0 m 350C qua dém. Céac dia thl nghilm vOi cac
ching H. influenzae, S. pneumoniae...phli dl trong t0 0m cé 5-10% CO2.

2.3.4. BUc kOt qul: Dung th0 O c chia mm do di0ng kinh vung Oc chd, dda vao tiéu chuln cla
t0 ng hang s n xult khoanh gil y khang sinh, so sanh di0ng kinh vong 0c chl do di0c vOi gili
hin do0ng kinh vong O ¢ chl cho t0ng lo0i khang sinh, ta c6 mic d0 nhly cOm, trung gian va dl
khang cla ting lodi vi khul n.

NhOy cOm (Sensitivity) nghta 1a vi khul n gay nhil m khull n c6 th0 diDu trl d00c vOi liDu théng
th0 0 ng da di 0 c khuydn cao.
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Trung gian (Intermediate) bao gilm cac ching c6 dilng kinh vong vé khull n trong gidi hin ( cé
nghta la MIC cla chdng th0Ong diin gin ning d0 ditdiClc trong mau vatl chic). MOc do trung
gian c6 thd ap ding dii0c trén Iam sang khi thul c cé di ¢ tinh t0 p trung d00c t0i vO tri nhilm
khuO n ( vi dO: cac B-Lactam va quinolon trong nd0c tilu ) holO ¢ khi thuOc 0 lilu cao ( thi dd c6
thD tang liDu céc B-Lactam di vOOt qua vin d0 khang thul ¢, vi li0 u khuyl n cao con xa gilli hOn
gay tac ding pht )

B0 khang (Resistan): cac chllng vi khuOn khéng bl 0c chd blib0tcl ning dl nao cla thulc
ma cU thd c6 thd chOp nhin di0c.

2.4. Kilm tra chitl00ng

2.4.1. Tiln hanh:

B0 di'm bl o chinh xac k't qul xét nghil m hO'ng ngay vl d0 nhiy cdm cOa vi khudn vi khang
sinh, phii kil m tra th0 0 ng xuyén bl ng nhi ng chd ng mdJu c6 d nhdy c0 m khéng thay dli vOi
cac chit khang khull n, céng vil ¢ nay phi til n hanh song song cung vli cac ching mii phan
I0p cOn xét nghidm. TrO0Oc khi sO ding 16 méi tri0ng mOi hoU ¢ khoanh gily khang sinh mi cing
phii ti0n hanh kidm tra chit I00ng b0 ng cac ching mou. Cac chiing miu dung d0 kil m tra chOt
I00ng la:

Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Streptococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

2.4.2.Danh gia kit qul

Vung Oc chl phOinOm trong céac gili hOn d& cho tri0c.
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- MOt sO hinh 0 nh minh hi a khang sinh d0 trén thd ch Mueller-Hinton.

-Hinh 0nh minh hi a khang sinh d0 trén thi ch mau.

elnghiemphocvn
EQIT
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Ngul n: Tai lid u ©1 p hull n chl n doan phong thi nghid m cac bl nh nguyén vi sinh Vi t gady nhil m
trang dnghé hip dip dlatding B0iHlc Y DOl c HUl (thulc dl an trung tam CARLO
URBANI)
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