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DU LIEU KY THUAT

MICROPLATE MUD/SF

PHAT HIEN VA PINHLUQNG ENTEROCOCCI TRONG NUOC

1 MUC PiCH SU DUNG

Microplate MUD/SF cho phép xac dinh va dém thuc té enterococci duong rudt trong nudc, theo NF EN ISO
7899-1.

Viéc str dung cac tim microtiter, voi cac giéng chira moi trudng dwoc phét trién dic biét, duoc hinh thanh dé
sir dung trong phan tich mot s6 loai nude, dang chii v i nudc boi va nrde bai bién trong nudc min va nude
ngot, nudc bé mat (tinh) va nuwdc sau xa ly. Phuong phap ndy co thé &p dung cho tat ca cac mau nudéc, ké ca
nhitng mau giau chét lo leng. Pdi v6i viéc dinh hrong enterococci, ky thuat microtiter véi MUD da duoc cong
nhan 1a phuong phap cuthé, chinh xac va nhanh cchong nhat trong tat ca cac phuwong phap duoc sir dung trudc
day. Ky thuat nay dai dién cho mot sy phat trien quan trong lién quan dén cac cong nghé hién co dbi véi
enterococci, trong s6 cac vi sinh vat chi thi 6 nhim phan, thé hién su quan tim dic biét dén viéc kiém soat
chat hrong nuéc.

2 LICH SU

Trong s6 rat nhidu phuong phap duoc sir dung dé phan lap va dinh lrong lién cau nhom D, méi truong GTC,
dugc phat trien lan dau boi Donnelly & Hartman vao nam 1978, rat chon loc, nhung khong cho phép tach lién
cau trong phan ra khoi lién cau khéng co trong phan.

Viéc sur dung chat nén fluorogen da thu hit nhiéu nghién ctu dé xac dinh vi sinh vat thong qua cac quy trinh
don gian va nhanh chéng. Nam 1982, Littel & Hartman da chon trong 50 rat nhiéu chat nén fluorogen, cht
cho phép md ta dic diém va phan biét lién cau trong phan vai cac lién cau khac. Ho da ching minh rang 4-
methylumbelliferyl-B-D-glucoside (MUD) di bi thuy phan boi gan nhu tit ca céc lién cau trong phan ngoai
trir Streptococcus mitis. Ky thuat microtiter, ciing nhu phwong phép thong ké dién giai két qua, da duoc
Hernandez sir dung va xac nhan vao nim 1988, véi su hd tro cua 5 phong thi nghiém ddi tac dé nghién ctru
so sanh gitra cac phuong phap hién dang dugc st dung va phuong phap fluorogen thu nho méi, trén nudc
bién ngoai khoi bd bién Phép. Mirc do thu hdi duoc cho [a bang hodc virot troi so Véi cac phuwong phap khac
trong 6ng hodc bang mang loc. Bic biét, phuong phap thu nho thé hién tinh dic hiéu cao hon phuong phap
loc mang. Do d6, phwong phap nay c6 thé duoc coi la mdt phurong tién dang tin cdy dé phat hién enterococci
trong nudc

3 PRINCIPLES

MGi tam microtiter chira 96 giéng (12 hang 8 giéng).
Co chit thé hién hoat tinh enzym cua vi khuan duoc dé cap a2 MUD (4-metylumbelliferyl-p-D-glucoside).
Thanh phan nay duoc két hop trong moi truong nudi cay duoc thiét ké dac biét dé phat hign enterococci. Mai

truong nuoi Cay duoc khir nude va cd dinh vao day giéng microtiter. Qua trinh bu nudc thuc sy cla modi truong
dat duoc khi miu nude duge dwa vao giéng. Enterococci cudi cing co mat trong mau cdy, thay phan MUD
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thanh 4-methylumbelliferone va glucose. Viéc san xudt 4-methylumbelliferone, duoc biéu thi bing huynh
quang mau xanh lam, co thé duoc quan sat voi su tro gilp cuia den UV ¢ buércNS(’)ng 366 nm. Khi viéc doc cac
gicng da duoc thuc hién, so lwong gieng phat huynh quang duwgc dém cho moi do pha lodng. Tur mot so dac
trung thu duoc, mot phan tich thong ké, dua trén dinh luat Poisson cho phép tinh toan enterococci trong mau
duoc phan tich,

Thanh phan méi treong, V6i ham hrong peptone va galactose cao, cho phép phuc hoi tuyét voi.

Polysorbate, monopotassium phosphate va sodium hydrogenocarbonate lim ting hiéu suat méi trudng.
Nalidixic acid ngin chan sy sao chép DNA di voi vi khuan nhay cam véi nd va thallium acetate trc ché gan
nhu tat ca cac hé sinh vinh vat gay 6 nhiem khac.

Viéc 1 & 44°C da duoc nghién ctru dé &rc ché sy phét trién cua phan lon cac vi sinh vat gay & nhiém.

4 THANH PHAN MOI TRUONG

MGi giéng cua tim microtiter dugc d6 ddy 100 pL mdi trrong, trong d6 cong thirc c6 thé duoc diéu chinh dé
dat duoc hiéu suat toi wu..

Cho 1L mo6i truong hoan chinh:

T PIOSE ...ttt be e anes 40,09

GAIACTOSE ... v 2,09
- Polysorbate (TWEEN 80) .......coouiiiiiieieiiesieeee e e 1,5mL
- Monopotassium PhOSPRALE ..........civieiieiie e 10,09
- Sodium hydrogenoCarBoNALe. ............ocviiiiiiiiiii e 409
o o 0 (o Uod o SRS 0,259
- ThallIUM CELALE .......eeiiie e 2,09
- 2,3,5 triphenyltetrazolium chloride (TTC)....oooiiiiiiii 01g
S IMIUD . bbbt 0,15¢

pH ctia méi treong hoan chinh ¢ 25°C: 7,5 +0,2.

5 HUONG DAN SU DUNG

DE tién hanh phan tich cac mAu tir nuée clo héa, brom hoa hoac ozon héa, bing phuong phap vo tring, can
thém sodium thiosulfate du vao binh chira dé trung hoa chat oxy hoa. Bang cach nay, c6 thé thu hoi toan bo
vi sinh vat dugc phéat hién.

Chuén bi va pha lodng

« Tron déu mau dé thu duoc su phan bd dong nhat cua vi sinh vat.

o+ Ddi voi nuéc ngot, nudc tim va cac loai nudc bé mat khac (46 man dudi 30 g/Kg), sir dung cac ong
chira 18 mL chét pha lodng microplate dac biét (Mudi bién tong hop - BRO03 hoic BM088) c6 hoic khong
c6 bromocresol blue va tao d6 pha lodng 1:10.

«  Dbi véi nudc bién co ¢6 man Ion hon 30g/Kg (do bang khic xa ké), s dung nudc cat vd tring (BM115)
dé pha loang. |

o Thuc hién pha lodng lan frot voi mudi bién tong hop. Ty I pha lodng dé cy la ham s6 thé hién ban chat
va mirc do 6 nhigm clia nudc

« Cac do pha lodng va pham vi phét hién cho sb wong vi sinh vat ¢é trong mdi loai mau duoc liét ké trong
bang sau:

Loai mau Ty K pha Sé lwong giéng/ ty I pha|  Phamvido(sowi
lodng - sinh vat / 100 mL)
lodng
, Ll A . 64 gléng 6 12 :
Nudc nha tam/ ho boi 2 32 giéng & 1:20 1,5x 101 d@én 3,5 x 104
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24 gieng & 1:2
Nudc bé mat khac 4 2244g?é!engg 6"11:220% 4,0 x 101 dén 3,2 x 106
24 giéng & 1:2000

T 16 giéng &
Nudc thai va nudc sau , ,
XV& ¥ 6 12 cho dén 6,0 x 101 dén 6,7 x 108
16 gieng ¢ 1:200 000
Cay mau
« Chuyén dung dich pha lodng ban dau vao vat chira vo tring thich hop. [%{mg

« Sirdung pipet da kénh (8 diu vo tring), ciy 200uL vao ting giéng il
microtiter 36 dén 72 h & 44 °C

« Theo cach twong tu, ciy cac do pha lodng tlep theo (1:20, 1:200, 1:2000,
V.v.) bang céch sir dung 6ng nhan méi va dau tip pipet vo tring moi.

Ve

« Viéc cdy phai dugc thuc hién can than dé tranh lay nhidm chéo.

« Day méi tam microtiter bang mot miéng dinh vo trung duoc cung cap trong bo dung cu. Bién phap nay
han ché su mat nudc cia moi trudng trong cac giéng va bao vé dia khoi bi nhiém ban bén ngoai trong
thoi gian 1.

>

U:
U céc dia microtiter ¢ 44,0 + 1,0 °C trong 36 gio, t6i da khong qua 72 gio..

6 KET QUA

Céc gié'ngv hién thi huynh quang mau xanh lam dué6i anh sang tia cyc tim 366nm duoc coi la duong tinh.. Viec
doc co the duoc thuc hign sau thoi gian u toi thicu vi huynh quang khong giam dan theo thoi gian. Cac tam
microtiter mo duc (BT003) dugc phét trien dé doc truc quan va dém tha cong.

Xem PHU LUC 1: HO TRO ANH

Xac dinh s6 dic trung tir s6 giéng ‘duong tinh cho m01 d6 pha lodng da chon. Trong truong hop cdy nhiéu hon
3 d6 pha lodng, nén giir lai mot s6 dic trung bao gom 3 s6 (néu cd thé, két thic bang 0)

Tham khao phu luc cua tiéu chuin NF EN ISO 7899-
LUU Y:
Mot tép Excel c6 thé duoc cung cap theo yéu cau dé xac dinh MPN va mic do tin cay.

7 KIEM SOAT CHAT LUQNG

Huynh quang sau khi u trong 48h ¢ 44 °C:

Phan Két qua /
tich Tang trudng

Khong c6 giéng dwong, nén trung binh <25 %

Bdi canh: phan phéi DSM v tring neudng duong

Mirc huynh quang trung binh ciia Enterococcus| Huynh quang l6n hon gap d6i ngudng duong (bién

faecalis WDCM 00176 thién <10 %)
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Téang truong

Kha ning tang truong, vi sinh vat v
4 nang tang trrong o / Mtrc @6 hoi

phuc
Enterococcus faecalis WDCM 00176 66 den 150 % marc myc tiéu
Enterococcus faecium WDCM 00178 66 dén 150 % mirc muc tiéu
Enterococcus hirae WDCM 00089 66 dén 150 % mizc muc tidu

Aerococcus viridans WDCM 00061
Lactococcus lactis WDCM 00016
Staphylococcus epidermidis WDCM 00132

Huynh quang <25 % ngudng duong
Huynh quang <25 % ngudng duong
Huynh quang <25 % ngudng duong

8 BAO QUAN/ HAN SUDUNG

Microplates: 2-8 °C.
Han st dung duoc ghi trén nhdn dan.

9 PONG GOI

Microplates mau tring, mo duc:
25 microplates + 25 mieng dan dia v tring, trong SUOL...........coceririiinieeiie e BT00308
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11 THONG TIN THEM

Thong tin dwoc cung cip trén nhin dwgc vu tién hon cac cong thirc hodc hudéng dan duoc md ta trong tai licu
nay va co thé stra doi bat ctr luc nao ma khdng can canh béo.
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PHU LUC 1: HINH ANH HO TROQ

Microplate MUD/SF
Phat hién va dinh Iugng enterococci trong nudc, theo phuong phap NF EN ISO 7899-1..

Két qua:

Sinh truong thu duoc sau 36 gio u ¢ 44°C

Pic diém: Cac giéng thé hién huynh quang xanh lam duéi anh sang UV ¢ bude song 366 nm duoc coi la
duong tinh.
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