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(Ban hanh kem theo Quyeét dinh s6: 54/2000/QD-BNN-KHCN ngay 15 thang 05 nam 2000)
1. Pham vi &p dung:
Tiéu chuan nay ap dung cho viéc bao quan dai han vi sinh vat di dwdng hi€u khi va vi hiéu khi st
dung trong ndng nghiép (trr vi sinh vat trong linh vire tha y) dwéi dang la té€ bao sinh dudng va
bao tr trong diéu kién v trung bang phuong phap nito 1dng.
2. Thuat ngir, dinh nghta:
2.1. Vi sinh vat néng nghiép: la cac loai vi sinh vat khac nhau thudc vi khuén, xa khuan, vi khuan

lam, ndm men, ndm moc dang la déi twgng dugc nghién clru va sir dung trong néng nghiép,
dwoc Bo néng nghiép va phat trién ndng thén cho phép.

2.2. B&o quan vi sinh vat: 1a bao quan cac mau giéng thuan khiét sau khi da chon loc, trong diéu
kién phl hop dé bao dam do s6ng sét cao va bao ton cac tinh trang ban dau.

2.3. Bao quan dai han: 1a bao quan cac mau giéng trong thdi gian trén 2 nam.

2.4. bac tinh sinh hoc: l1a kha nang cla vi sinh vat thdng qua hoat ddng séng clia chlng cé tac
dung dén qua trinh sinh trirdng, phat trién clia cay trong,vat nudi, kiEm soat sinh hoc va sinh thai
méi trrdng.

2.5. M6i tredng nudi cdy chon loc: 1a méi triedrng chi phd hgp cho s sinh triedng, phat trién clia
mot loai hay mét nhém vi sinh vat nao do.

2.6. M6i tredng chén doan phan biét (maoi trwdng chi thi): 1a méi trieng cho phép phan biét
nhanh chdéng mét loai vi sinh vat nay v@i cac loai vi sinh vat khac.

2.7. MAu giéng: la gidng do tac gia thu thap, chon loc, lai tao hay Idy tir qui gen c6 tinh di truyén
on dinh.

2.8. Thoi gian cdy chuyén: la khoang thai gian gitra 2 1an cdy dé duy tri cac tinh trang clia vi sinh
vat.



2.9. b0 phan tram song sét cla mau glong laty lé phan tram clia s6 Iuong t€ bao song s6t trong
cac mau giéng bao quan so v&i mau giéng géc khi méi dugc nudi cay va phat trién én dinh.

2.10. Hoi phuc giéng: la quéa trinh cdy chuyén vi sinh vat tir mau bao quan vao moéi trueong dinh
dudng thich hgp dé vi sinh vat khéi phuc lai c&c tinh trang ban dau.

3. NGi dung:

3.1. Trang thiét bi:

- Ta say (thiét bi tiét trung khd) va noi hap ap luc (thiét bi tiét trung wét)
-Ta am

- TG cay vo trang

- Td lanh sau

- Binh dé mau vi sinh vat c6 chira nito’ ldng

- Binh tri¥ nito’ 1dng

- Gang tay (Poleyolefin)

- Ong nghiém polypropylen c6 nit xoay, dung tich 2ml, chiu nhiét do thdp, khir trung duoc hodc
ampul thuy tinh trung tinh

- Can k¥ thuat c6 doé chinh x&c t&i 0,01g

- Que cay

- Que gat thly tinh

- Ong nghiém thay tinh

- Ong dong

- Binh tam giac

- Bia petri (hdp 16ng)

- Pipet chia d9, pipetman

- Bén con hoac dén gas

3.2. Tién hanh:

3.2.1. Chuan bj dung cu:

- Céac dung cu dung trong xac dinh vi sinh vat phai tiét tring bang mot trong cac phwong phap
duéi day:

+ Trong tu s@y & nhiét doé 160 - 175°C khong it hon 2 gio.

+ Trong ndi hap ap lwc latmotphe (121°C) khong it hon 20 phdt.

- Chuén bi 6ng nghiém polypropylen (hoac ampul): ngam trong dung dich HCI 2% trong 12 gio.
Sau d6 rira lai bAng nwdc may 3 - 4 1an va trang lai bang nuéc cét rdi khir trung trong ndi hap ap
Iwc 1atmotphe (121°C) khéng it hon 20 phdt.

3.2.2. Chuan bi méi trevong:

- M6i trrorng nudi cy sinh khéi va kiém tra do phan tram séng s6t clia mau giéng la mai treong
nudi cdy chon loc (muc 2.5).

Can va hoa tan cac thanh phan méi trid'ng trong nwée cat theo thiy tw da cho. Phan phéi moi
trvng vao céac binh tam giac. Bay nut bong, khtr tring & diéu kién phu hop cho tirng loai moi
trrong.



- MGi trvong bao vé: co ty I€ sira tach bo' 10% (w/v), hoac glyxerol 10% (v/v), hoac Dimetyl
sunfoxide (DMSO) 5% (v/v). M0i trwdng bao vé can dugrc tiét trung bang phwong phap Pasteur,
hodc mang loc vi khuéan hodc & 121°C trong 15 phut.

3.2.3. Chuén bi mau giéng:
- M6t mau gi6ng vat liéu can gitr mot lwgng mau 13p lai khong it hon ba lan.

- Khéng duoc chon nhirng khun lac riéng biét trong cac lan cay chuyén lam gidng (tranh dét
bién sinh trudng).

- Viéc ldy mau duoc tién hanh sao cho mau kiém tra phai 1a mau thuan. Nguoi 18y mau phai
dwoc huan luyén va cé kinh nghiém trong viéc |dy mau.

- Trong qua trinh 18y mau, van chuyén va xt ly mau phai dam bao tranh su tap nhiém tir bén
ngoai va dam bao dugc tinh nguyén trang ban dau.

3.2.4. Chuan bi dich huyén phu: theo 2 cach

3.2.4.1. Chuén bi dich huy&n phu tir miu giéng nubi cdy trén méi trudng thach nghiéng:

Cac mau giéng dwoc nudi cdy trén méi tredng thach nghiéng thich hop. Sau khi t€ bao phat trién
tot, 6n dinh (pha sinh trwdng), thu sinh khéi vi sinh vat dé tién hanh bao quan.

Dung pipet vo trung hat 5ml moéi treong dinh dwdng (NB) chira 10% (v/v) glycerol hodc 5% (v/v)
DMSO hoac 10% (w/v) sira tach bo vao méi 6ng thach nghiéng.

Dung pipet vo trung hat 5ml moi treong dinh dwdng (NB) chira 10% (v/v) glycerol hoac 5% (v/v)
DMSO hoac 10% (w/v) sira tdch bo' vao méi 6ng thach nghiéng.

Dung dung cu v triing danh tan toan b6 sinh khéi trén bé mat thach nghiéng vao mai truvong,
sau dé hut toan bo dich huyén phu té bao, ddm bao méat do té€ bao it nhat 1a 108 té€ bao/ml.

Dung pipet vo trang phan 1ml cla dich huyén phu t€ bao vao 6ng nghiém polypropylen, van chat
nut . Co6 thé str dung ampul thuy tinh, gan dau ampul bang den kho. Khdng dé ray dich vi sinh 1én
mép hodc thanh 6ng nghiém polypropylen hodc ampul.

Pat ampul trong td lanh 5°C trong 30 phat dé dat dwoc sw 6n dinh gitra t€ bao va méi tredng.
3.2.4.2. Chuén bi dich huy&n pht tir mau giéng nudi cay trén méi triong dich thé:

Céac mau giéng dugc nudi cdy trén moi triong dich thé thich hop. Sau khi té bao phat trién t6t,
&n dinh, ti€n hanh bao quan bang nito 16ng.

Dung pipet vo trung b6‘sung mét lwong 20% (v/v) glycerol hodc 10% (v/v) DMSO hoac 20% sira
tach bo da khir triing bang thé tich clia dich vi sinh vat dé dat ndng dd glycerol cudi cting 10%
(v/v) hoac DMSO 5% (v/v) hoac sira tach bo 10% (w/v).

Lac nhe dé thu dwoc dich huyén phui té bao ddng déu, dam bao mat do té bao it nhat [a 108 t&
bao/ml. Néu giéng vi sinh vat moc thanh vién nhé hay thanh dam I&n, cé thé diing may nghién
mo nhd hodc c6i si¥ vo triing dé nghién nat.

Dung pipet vo trang phan 1ml cla dich huyén phu t€ bao vao 6ng nghiém polypropylen, van chat
nut . Co thé str dung ampul thuy tinh, gan dau ampul bang den kho. Khdng dé ray dich vi sinh 1én
mép hodc thanh 6ng nghiém polypropylen hodc ampul.

Pat ampul trong td lanh 5°C trong 30 phat dé dat dwoc sw 6n dinh gitra t€ bao va méi tredng.
3.2.5. Qua trinh bao quan bang nito 16ng: dwoc tién hanh nhw sau:

bat 6ng nghiém polypropylen (ampul) vao trong khay nhém. Sau dé dat vao budng lam lanh clia
may lam lanh.

Diéu chinh téc d6 lam lanh 1-2°C/phut dén khi nhiét dé dat am 30°C. Sau dé tiép tuc diéu chinh
toc d6 lam lanh 1°C/phut dén khi nhiét dé dat khdng nhé hon am 50°



Nhanh chéng chuyén dng nghiém polypropylen (ampul) dén vi tri bao quan cudi cung trong binh
nito 1éng (nhiét do tir am156°C dén am 196°C).

Ghi cha: Can di gang tay poleyolefin khi thao tac dé tranh bj bong tay.

3.3. Kiém tra giong:

Binh ky hang nam kiém tra dd song s6t va dac tinh sinh hoc cta gidng. Chi cho phép gilr lai cac
giodng c6 d6 sbéng sot va cé hoat tinh sinh hoc 6n dinh nhw giéng goc.

3.3.1. Kiém tra d6 song sot clia giong:

3.3.1.1. Méi treong dé ki€ém tra:

Dung méi triedng nudi cdy chon loc 1a moéi triong dé kiém tra. Moi trvong dwoc pha ché theo thi
tw cac hod chét trong thanh phan da cho. Sau dé phan phéi vao cac dung cu thuy tinh da chuan
bi trwdc roi khir tring & nhirng digu kién phd hop. DE ngudi moi trrong dén 45-50°C rdi phan
phdi vao céac dia petri vo trung. Thao tac nay dwoc thwe hién trong diéu kién vo tring.

3.3.1.2. Dich pha loédng: Nuwéc mudi sinh ly (NaCl 0,85%), khéng chira cac hop chat nito, sau khi
khr tring cé dd pH la 7,0.

Phan phéi dich pha loéng vao cac 6ng nghiém co dung tich thich hgp vai mét lvgng sao cho sau
khi kh(r tring, moi 6ng nghiém chira 9ml. Lam nat bong va khir tring & 1 atmotphe (121°C) trong
30 phat.

NEu chwa st dung ngay, dich pha lodng can dwgc bao quan trong tl lanh & nhiét do 4-10°C, thoi
gian bao quan khong qua 1 thang ké tir ngay chuan bi.

Ghi chd: PE tranh lam anh huwdéng dén céac vi sinh véat do thay doéi nhiét do dét ngét, nén diéu
chinh nhiét do cta dich pha lodng dén nhiét d6 phong thtr nghiém trwde khi str dung.

3.3.1.3. Chuan bj dich huy&n phu té bao (suspension):

Lay 6ng gidng bao quan can kiém tra ra khoi binh nito ldng, cho bang tan tw nhién (trong diéu
kién phong thir nghiém).

Lau bén ngoai ctia 6ng nghiém polypropylen (ampul) bang gac v triing cé thdm etanol 70%
(v/v), dac biét cha y dén vung gilra nat va than ong.

M@ nut 6ng nghiém polypropylen (ampul) trong diéu kién vo trung. Dung bom tiém da vo trang
hat 1ml dich huyén pht trong 6ng nghiém cho vao 9 ml dich pha loéng, tranh cham bom tiém vao
dich pha lodng. Tron k¥ bang cach dung mot pipet vo trung khac hat 1én xuéng 10 lan hoac bang
dung cu trén co hoc trong 5-10 gidy. Lap lai cac thao tac nay dé thu dwgc dich pha lodng 1073, 10°
4,10°, 10°, 107

Cdy mau: ding pipet vo triing |8y tir dich mau pha lodng mot lwgng 0,05 ml mau (1 giot) cdy vao
1 dia petri chira mdi trwong da chuan bi san (xem 3.3.1). Moi mau pha lodng duoc cay vao 3 dia
petri (mo6i dd pha loang st dung 1 pipet v trung riéng).

Dung que gat vo tring gat déu dich mau trén bé mét thach, doi khd bé mat thach, Up nguoc dia
petri, d€ trong t0 &m v&i nhiét do va thoi gian thich hop.

DPém s6 lvgng khudn lac dic trieng clia mau gidng vi sinh vat trén moi dia petri.

Mat dd vi sinh vat trén mot don vi ki€ém tra (ml) dwec tinh theo cong thirc sau:

ax20

Trong do6:




A: s khuén lac/ml dich

a: s6 khuan lac trung binh c6 trong dia petri
d: ndng dod dich pha lodng

20: s6 giot dich trong 1 ml dich

Ghi chii: S6 Iwgng khuén lac trung binh dweec tinh 1a trung binh cong s6 khuan lac clia cac dia
petri dwgc cay tir cing mot dé pha lodng, trong dé chi tinh cac dia petri chira tlr 30-300 khuén
lac. SO lwgng khuén lac trung binh ciing c6 thé duoc tinh 1a trung binh céng so lwgng khuan lac
cla céac dia petri dugc cdy tir hai dd pha loéing ké ti€p nhau bang cach tinh s6 khuén lac trung
binh cong & mdi dé pha lodng, trong d6 sd khuén lac & dd pha lodng cao hon dugc nhan vai 10,
sau dé lay trung binh cdng cla hai gia tri trén néu ty sé gilra gia tri I&n va gia tri nhd khong I&n
hon 2. Néu ty s6 nay Ién hon 2 thi 1ay gia tri nhoé lam két qua. Mat do vi sinh vat trén mot don vi
kiém tra dwoc biéu thi bang mot sé gitra 1,00 va 9,99 nhan véi 10", n la s6 mii thich hop.

Mat do té bao mau giéng bao quan

% sdng s6t = x 100

Mat dd té bao mau gidng gbc

3.3.2. Xac dinh dac tinh sinh hoc:

Tién hanh theo nhirng phwong phap cu thé phu thudc vao dac tinh sinh hoc cua tirng chiing vi
sinh vat.




