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VI SINH VAT - PHUONG PHAP DANH GIA HOAT TiNH BOI KHANG NAM GAY BENH VUNG RE
CAY TRONG CAN

1. Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay ap dung cho Viéc xac dinh, ki€ém tra mat do va hoat tinh ddi khang cuia cac vi sinh vat
d6i v&i ndm gay bénh vung ré cay trong can (cay hang nam)

2. Thuat ngiv, dinh nghia
2.1. Vi sinh vat d&i khang ndm gay bénh viing ré cay tréng can |a cac vi sinh vat:

- C6 kha nang tiéu diét hoac trc ché sy phat trién hay lam mat hoac giam doc tinh gay bénh viing ré
cay trong

- Tao dwgc vong déi khang (vong tron trong sudt) bao quanh khuén lac/cum khuén lac clia vi sinh vat
do khi ti€p xdc véi ndm bénh trén moi trird'ng nubi cdy nhan tao
- Lam gidm dwoc ty |é bénh do ndm gay ra trén cay cha

2.2. Hoat tinh d&i khang cua vi sinh vat déi khang ndm gay bénh vung ré cay tréng la kha nang
tiéu diét hodc (rc ché s phat trién hay lam mat hoac giam doc tinh gay bénh ving ré cay trong

3. N6i dung, phwong phap
3.1. Xac dinh hoat tinh d6i khang trong diéu kién phong thi nghiém
3.1.1. Thiét bi va dung cu
3.1.1.1. Thiét bi khtr trung:
- Noi hap khtr tring: Ap sudt t6i thiéu 1 at (twong dwong nhiét do khir trung 121°C)
- TG say: Nhiét do tir 40 dén 260°C
3.1.1.2. Thiét bj nudi cay vi sinh vat:
- TG @&m: Nhiét do t6i da 60°C
- TG &m lanh: Nhiét d6 20- 60°C
- Bubng cay vo trung
- May l&c 6n nhiét: T6c dd 150 vong/phat, nhiét dd t6i da 60°C
3.1.1.3. Thiét bj do lwvong:
- Can phén tich (d=0,001)
- Can ky thuat (d=0,1)
- May do pH
- May dém khuan lac
- Micropipet: 50-200pl; 200-1000pl; 500-5000pul
3.1.1.4. May céat nwéce 2 lan
3.1.1.5. Dung cu thuy tinh:
- Binh tam giéac: 100, 250, 500 ml
- Céc thuy tinh: 100, 250, 500,1000 ml
- Céc dinh lvong: 50, 100, 500 ml
- Petri: duwdrng kinh 90mm
- Ong nghiém: 18x180mm
3.1.2. M6i trww'ng nudi cdy va hoa chat khac
3.1.2.1. M6i truwdng nudi cay
- Méi truong PDA
- M6i trvong Thach-Thit-Pepton
- Mdi trworng Czapek

- Mbi trvorng Gauze



3.1.2.2. Hoé chat khac

- HCI

- NaOH

- Khang sinh (Streptomycin, Rifamycin, Spectamycin)
3.1.3. Chuén bi
3.1.3.1. Khtr trung dung cu va dat

- Cac dung cu st gung trong nudi cdy, nhiém vi sinh vat va xac dinh hoat tinh cda vi sinh vat phai
dwoc khiy tring bang 1 trong 2 cach: Sdy & nhiét dd 180°C khong it hon 1 gi¢ trong tl sdy hoac gitr &
ap suét 1,0 atmotphe (twong dwong121°C) khéng it hon 30 phit trong ndi hdp khir tring

- bat duoc st dung trong phép thr nghiém trén cay tréng duoc gilr & ap suat 1,5 atmotphe khong it
hon 1 gi& trong noi hap khtr tring

3.1.3.2. Dich vi sinh vat
a. Dich ndm bénh ving ré

- Céy giéng: Lua chon nhitng bao t&r cdia ching ndm bénh c6 doc tinh da duoc kiém tra kha nang gay
bénh ving ré cay trong, cdy chuyén vao moi trieang PDA. Nudi cay trén méi trwdng thach dia trong
thoi gian 3-5 ngay & nhiét dé 28-30°C cho dén khi bao tlr nAm moc day trén dia thach

- Pha mau: Dung que cay vo trang I8y bao t&r ném bénh dua vao éng nghiém thuy tinh da chira 5ml
nwéc cat vo trung, tron déu bang thiét bi lac co hoc

b. Dich vi sinh vat doi khang

Vi sinh vat doéi khang dwoc nudi cay trong moi trdng (xem phan phu luc) & diéu kién nhiét do, pH va
thoi gian thich hop véi tirng loai sao cho mat dé sau nudi cdy dat 10%-10°CFU/ml

3.1.4. Tién hanh
3.1.4.1. C8y mau ndm bénh

- Dung micropipet v6 trung hat 0,210ml dich ndm bénh (phan a muc 3.1.3.2) cdy vao dia petri chira
30ml moi trwdng PDA (I6p thach thtr nhédt) da chuan bi san

- L&c nhe dTa petri cho dich ndm bénh tran déu trén bé mat thach, dung que gat vé tring gat déu cho
dén khi dich n@m bénh thadm hoan toan trén bé mat thach. Chu y khong dé dich nAm bénh dinh vao
thanh dia petri

- Sau khi bé mat thach khé (khoang 4 gi®), pht ti€p 20 ml méi triwdng thich hop phu thubc vao vi sinh
vat doi khang (I6p thach the hai) 1én 1&p thach thir nhat da cdy nam bénh. Cac dia thach dwoc dé kho
trong 45 phat. Lwu y: nhiét d6 clia moi treorng khi phi 1én trén 1&p thach thir nhat tir 35° dén 45°C, do
day cua lép thach thi hai day 2 dén 3mm

- M6i mau 13p lai 3 1an

3.1.4.2. C8y mau vi sinh vat déi khang

a. Pha lodng mau

- Dung micropipet vo trung |y ra 10ml dich vi sinh véat doi khang dua vao binh thuy tinh chtra 90ml|
dung dich mudi sinh ly vé trung (0,85% NacCl trong nwéc céat), trdn déu bang thiét bi tron co hoc

- Dung micropipet vo trung ti€p tuc 1dy 1ml dich cho vao 6ng nghiém chira 9ml nwéc mudi sinh Iy vo
trang, tron déu bang thiét bi lac co hoc. Qua trinh nay dwoc Iap lai cho dén khi dwoc dich vi sinh vat
déi khang c6 mat do thich hop cé thé dém dwoc khuan lac trén dia thach

b. Cay mau

Dung micropipet vo trang hat 0,05ml dich vi sinh vat d6i khang (phan a muc 3.1.4.2) céy vao lép thach
thir hai. L&c nhe dia petri cho dich vi sinh vat déi khang tran déu trén bé mit thach, ding que gat v
trung gat déu cho dén khi dich vi sinh vat d6i khang thAm hoan toan trén bé mat I&p thach th hai.
Chu y khéng dé dich vi sinh vat déi khang dinh vao thanh dia petri. Cac dia thach dwoc nudi cay gitr &
diéu kién nhiét do va thoi gian thich hop

3.1.5. boc két qua

Hoat tinh d6i khang cda vi sinh vat d6i khang dugc thé hién thong qua vong d6i khang (vong tron
trong sudt bao quanh khuén lac clia vi sinh vat d6i khang), dugc tinh bang trung binh cong gia tri kich
thwdc vong vo khuédn ctia 3 lan Iap lai, biéu thi bang cong thirc:

Kich thwéc vong déi khang (mm) = D-d
Trong do:



- D la dwong kinh vong v6 khuén (mm)
- d la dwong kinh khuédn lac (mm)

S6 lwvong té€ bao vi sinh vat cé hoat tinh d6i khang trong 1ml dich dwoc thé’ hién thong qua so lvong
khuan lac tao dwgc vong d6i khang bao quanh khuan lac va dwoc tinh bang cong thirc:

A=axcx20
Trong do:
- Ala s6 lugng vi sinh vat déi khang/ml
- ala s6 lwgng khuan lac cé vong d6i khang
- ¢ la ti I& nghich dao cua ndéng do pha lodng
- 20 1a hé s6 quy d6i vé 1ml
3.2. Xac dinh hoat tinh doi khang trén cay trong
3.2.1. Dung cu, thiét bi, vat tw
- Dung cu va thiét bi: Nhw muc 3.1.1.
- Vat tu: Bat tréng, hat hodc cl giéng, phan bén, nwéc vé trung, v.v...
3.2.2. Chuan bj vat liéu
3.2.2.1. bat trong, hat gidng, phan bén

- Thir nghiém duoc tién hanh trén dat khir trung toi x6p, ¢ ham lwong hitu co khéng nhé hon 1,5%
va pH tlr 6,0 dén 6,5. Bat trong dwoc dung trong cac chau vai hoac khay véi lvgng dat pha hop cho
tlrng déi twong cay chu

- Hat ho&c cu giéng st dung la hat ho3c cu gidng sach, giéng man cam va dugc khir tring bé mat
bang dung dich 4% H;0,

- Phan bén duoc sir dung véi liéu lwgng va chiing loai theo qui trinh chung d6i véi tirng loai cay trong
3.2.2.2. Dich vi sinh vat
a. Dich ndm gay bénh

- Nam gay bénh dwoc nudi cay trén moi triedng thach dia (moi trwéong PDA). Chon nhitng 6ng gidng
thuan, cay truyén trén moi tredng thach dia PDA va nudi & nhiét dd 28-30°C.

- Sau 4-5 ngay, chuyén toan bd sinh khéi tlr dia thach vao 5ml nwéc cét vo tring; tron déu dé dat
dwoc mat do 108CFU/m.

b. Dich vi sinh vat doi khang

Vi sinh vat d6i khang dwoc chuan bj theo phan b muc 3.1.3.2

3.2.3. Tién hanh thtr nghiém

3.2.3.1. B6 tri th&r nghiém

- Thir nghiém duorc tién hanh véi 2 cong thikc: DG chirng (nhiém nam bénh), thi nghiém (nhiém hon
hop vi sinh vat doi khang v&i ndm bénh). Méi cong thirc duoc 1ap lai khéng it hon 3 1an véi tong sb
cay it nhat la 50 cay

- Thi nghiém dwoc thwe hién trong budng sinh tredng, bao dam han ché t6i da anh huédng cia cac
yéu t6 phi thi nghiém

3.2.3.2. Tién hanh thtr nghiém

- Vi sinh vat déi khang dwoc nhiém vao dat trede khi gieo trong véi mat do vi sinh vat 10 8CFU/m dbi
V@i cdng thire thi nghiém

- Ngam hat ho&c ct giéng trong dich ndm bé&nh mat dé 10 8CFU/ml da dwoc chuén bi trong thoi gian
30 phut

- Gieo trbpg hat ho&c ci da nhiém ndm bénh vao déat vo tring déi véi cong thire d6i chiing va dat da
dwoc nhiém vi khuéan doi khang déi véi cong thire thi nghiém

- Thi nghiém dwoc cham séc theo qui trinh phu hop véi tieng doi twgng cay chd; dam bao sw phat
trién, phat sinh ctia ndm bénh. S dung nuwéc vo trung dé gitr &m do twong doi (RH) khdng nho hon
70% va diéu khién nhiét do dat tlr 25 dén 30°C

- Trong thi gian 30-45 ngay ké tir khi gieo trong, phai quan sat va ghi nhan hang ngay tinh trang strc
khoé clia cay trong (khdng co triéu chirng bénh hodc c6 triéu chirng bénh)

3.2.4. Tinh toan két qua



Ti Ié cay bénh duwoc tinh theo cong thirc:

_ Trung binh céng s6 cay bi bénh
Ty |é cay bi bénh (%) = _ _ x 100
Trung binh cdng sb cay diéu tra

So sanh ty 1é cay bi bénh gitra cong thirc thi nghiém véi cong thirc doi chirng va danh gia hoat tinh
doéi khang cta vi sinh vat theo cac cap do sau:

STT Ty Ié cay bénh (%) Murc do hoat tinh d6i khang
1 <30 Hoat tinh cao
2 31-50 Hoat tinh khéa
3 51-70 Hoat tinh trung binh
4 71-90 Hoat tinh yéu
5 >90 Khéng c6 hoat tinh
PHU LUC B

B.1. MGi trwd'ng nudi cdy ham bénh

Thanh phan mai trwdng PDA (gam/lit)

- Dextrose: 20,00
- Khoai tay: 20,00
- Thach: 15,00
- pH: 6,7-6,8

Ghi chua:

- Khoai tay thai nhé, cho vao 1 lit nwdc va dun séi trong 20 phat, sau dé loc 18y nudc trong dé sty
dung lam méi truong

- B6 sung 0,2% khang sinh trong 100 ml méi trwdng da khir trang trieée khi do ra dia petri

B.2. M6i trwo'ng nudi cay vi sinh vat doi khang

- Trong trong hop da biét rd loai vi sinh vat doi khang can xac dinh, méi trvong dwgc sir dung dé
nudi cdy la mdi trirdng dac hiéu hodc moi tredng cé thanh phan thich hop cho su sinh tridng phat
trién cla loai vi sinh vat da biét.

- Trwdng hop chwa biét chinh xac vi sinh vat can xac dinh thi liva chon mét trong cac moi triedng nudi
cdy nhu sau:

B. 2.1.Mdi trwworng cho vi khuan: Méi triwong Thach-Thit-Pepton

Thanh phan moi trwdng (gam/lit):

- Pepton: 10,0
- Cao thit: 3,0
- Thach: 15,0
- Nwéc cat: 1lit
- pH: 6,5-7,5

(pH méi trudong duroc diéu chinh bdng HCI 1N hodc NaOH 1N)
B.2.2. Mbi triwd'ng nudi cdy nadm: Moi trwong Czapek

Thanh phan méi trwong (gam/lit):

- NaNOs: 3,0
- Sacaroza: 30,0
- KH,PO.,: 1,0
- MgS0,.7H,0: 0,5
- Thach: 15,0
- Nwérce cat: 1lit

- pH: 6,0-6,5



(pH méi trong duoc diéu chinh bang HCI 1N hodc NaOH 1N)
B.2.3. Moi triwo'ng cho xa khuan: Méi trwong Gauze

Thanh phan méi trwong (gam/lit):

- Tinh bot tan: 20,00
- KNOs: 1,00
- KH,PO,: 0,50
- MgS0..7H,0: 0,50
- NaCl: 0,50
- FeSO.: 0,01
- Thach: 15,00
- Nwérce cat: 1lit
- pH: 7,0

(pH méi trong duoc diéu chinh bang HCI 1N hodc NaOH 1N)

Ngoai ra trong diéu kién han hep c6 thé str dung moi triedng PDA cho s phat trién clia da so vi
khuan, hau hét nam va mot s6 xa khuan.



