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TUYEN BO BAN QUYEN
Tai liéu nay thudc loai sach gido trinh nén cic ngudn thong tin cd thé dugc
phép dung nguyén ban hoic trich ding cho cac muc dich vé dao tao va tham khao.
Moi muyc dich khdc mang tinh l¢éch lac hoac st dung v6i muc dich kinh

doanh thiéu lanh manh s& bi nghiém cAm.



LOI GIOI THIEU
Vi sinh ndng cao la mé dun chuyén nganh xét nghiém dwoc thuc hién vao hoc ky 2
nam hoc thir 3 trong chirong trinh ddao tao nghé kj thudt xét nghiém y hoc trinh d¢
cao dang. Vé tinh chat ciia mé dun: la mé dun tw chon, tich hop 1y thuyét va thuc
hanh tai truong.
Gido trinh dwoc bién soan theo chwong trinh khung da dwoc phé duyét cho sinh
vién nganh cao ddng xét nghiém y hoc bao gom 6 bai trong dé cé 3 bai Iy thuyét va
3 bai thuc hanh, méi bai ¢é muc tiéu hoc tdp va cac ngi dung thiét yéu. Trong do,
noi dung thé hién dwoc cdc yéu cau: kién thirc co ban, chinh xdc khoa hoc, cdp
nhdt dwoc tién bg khoa hoc hién tai va thuc tién. Sach dung dé ddao tao sinh vién
nganh cao dang xét nghiém y hoc dong thoi ciing la tai liéu tham khdo tét cho sinh
vién cdc chuyén nganh khdc quan tém dén cong tdc xét nghiém.
Cdc tac gia la nhitng nguoi co kinh nghiém lam sang ldu nam ciing nhu kinh
nghiém gidng day, hy vong rang cuén sdch sé cung cdp nhitng théng tin gid tri cho
sinh vién nham gip sinh vién cé nén tang kién thirc, kj ndng can thiét.
Cdc tac gia da bién soan cudn gido trinh nay véi tinh than trach nhiém cao, song
ciing khong tranh khoi nhitng thiéu sét va cdan bé sung. Chiing t6i mong nhdn dwge
nhiéu y kién déng gop cia ddc gid va dong nghiép dé cudn gido trinh ndy cang
hoan thién hon.

Xin tran trong cam on!
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GIAO TRINH VI SINH NANG CAO
Tén mé dun: VI SINH NANG CAO
Ma mo dun: XN15A
Vi tri, tinh chit, y nghia va vai tro ciia mén hoc/mé dun:
- Vi tri: 1a m6 dun chuyén nganh xét nghiém duoc thuc hién vao hoc ky 2 nam hoc
thr 3 trong chuong trinh dao tao nghé k¥ thuat xét nghiém y hoc trinh d6 cao ding.
- Tinh chét: 1a mé dun ty chon, tich hop 1y thuyét va thuc hanh tai truong.
Muc tiéu ciia mon hgc/mé dun:
* V& Kkién thirc:
- Trinh bay duoc nguyén 1y, thuc hién duoc ky thuat va nhan dinh duoc két qua cia
khang sinh d6 theo ndng do e ché vi khuan cua 1 sd vi khuan gy bénh thudng
gap.
- M6 ta dugc nguyén ly, cac budce tién hanh va nhan dinh két qua cia 1 so ky thuat
chan doan virus méi ndi bang test nhanh.
* Vé ky ning:
- Thyc hién dugc quy trinh luu giit chung vi khuan.
- Thyuc hién dling thao tic vo trung, quy trinh khu trung, tiét trung trong phong xét
nghiém vi sinh
* V& niing lwe tw chii va trach nhiém:
- Biéu 10 tac phong can than, ty mi, chinh xac, trung thyc trong khi thyc hién xét
nghiém.
- Thé hién hanh vi ding myc vdi bénh nhan, déng nghi¢p va c6 y thirc bao v¢é moi
truong cho cong dong

Noi dung va phwong phap danh gia MH/MD

1. N¢i dung
TT Tén chwong/bai Thoi gian (g10)
TS LT | TH | KT

K§ thuat khang sinh do dinh lugng 5 5
K thuat luu gitr ching vi khuan 5

3 | Cac ky thuat xac dinh vi khuan khang | 4 4
thude
Kiém tra 1 1

4 Thyc hanh k¥ thuat khang sinh do dinh 15 15
lugng

5 | Thyc hanh ky thuat luu gitt ching vi 9 9




khuén
Kiém tra 1 1
6 | Thuc hanh ky thuat xac dinh vi khuan| 5 5
khang thudc
Tong sb 45 14 29 2
2. Phwong phap

- Kién thirc: kiém tra ndi dung di hoc bang bo coéng cu luong gia.
- K¥ ning: Kiém tra thyc hanh tai phong thuc hanh chuyén dung, sir dung thang
diem.

- Nang luc tu chu, trach nhiém (thai dg): danh gia thai d0 thong qua vi¢c sinh vién

thuc hién ky nang.
Noi dung Hé sb 1 Hé sb 2 Thi
LT X X
TH X
Hinh thirc Ty luan/ Tric Thyc hanh Thyc hanh
nghiém/ chuyén can
S6 lugng 1 1 1




PHAN LY THUYET

BAI 1. KY THUAT KHANG SINH PO PINH LUQONG
MUC TIEU
* Kién thirc:
1. Trinh bay dugc nguyén 1y va y nghia cta k¥ thuét xac dinh néng d6 wc ché tdi
thiéu (MIC)
2. Trinh bay dugc dung cu hoa chat dé thuc hién k¥ thuat xac dinh néng d6 @c ché
t61 thiéu (MIC)
3. Mo ta duge quy trinh k¥ thuat x4c dinh ndng do wre ché t6i thiéu (MIC) trén moi
truong dac, moi truong 1ong.
*K¥ nang:
4. Nhan dinh dugc két qua cua xac dinh néng do e ché tdi thiéu trén moi truong
dic va moi truong 1ong dua trén mot s6 xét nghiém 1am sang
* Nang luc tw chi va trach nhiém:
5. Nghiém tac, can than, sang tao trong vi¢c van dung kién thuc duge hoc dé giai
quyét van dé trong hoc tap
NOQIDUNG
1. Nguyén 1y k¥ thuét xac dinh ndng dd e ché t6i thiéu (MIC)

Khang sinh dugc hoa déu trong mdi trudng long hodc méi trudng dic nén tai
bat ky diém nao trong mdi trudng, ndng d6 khang sinh déu nhu nhau. Khang sinh
dugc pha loang thanh nhiéu nong do khac nhau (thuong 1 pha lodng theo cap sb
nhan). Mot luong vi khuan nhat dinh nhu nhau duoc céy vao moi truong co néng
d6 khang sinh khac nhau. O néng d6 khang sinh nao con thay vi khuan phat trién 13
vi khuén c6 kha ning dé khang voi khang sinh tai nong do d6. Nong do khang sinh
pha loang nhét c¢6 kha nang Uc ché duoc su phat trién cua vi khuan duoc goi la
ndng do we ché t6i thiéu. Gia tri MIC cho biét ndong d6 khang sinh can dat duoc tai
6 nhiém tring dé c6 thé &rc ché duge cin nguyén gy bénh. Tuy nhién, gia tri MIC
khong phai 1 mot gia tri tuyét ddi. Gia tri MIC thyc ¢ khi nam giita ndng do tc
ché t6i thiéu c6 dugc khi doc két qua thir nghiém va néng do khang sinh thap hon
ngay sat gia tri cia MIC doc két qua. Vi duy, khi pha lodng khang sinh theo cip s6
nhan bac hai, thtr nghiém xac dinh MIC cho gia tr1 1a 16 pg/ml nhung gia tri MIC
thue ¢6 thé nam trong khoang giita cta 16 pug/ml va 8 ug/ml. Dya vao gia tri MIC
va diém giy trong bang chuan, mic d6 nhay cam c6 thé phan chia thanh phan loai
S (susceptible - nhay cam), I (intermediate - trung gian), R (resistant - d& khang)
hodc NS (non-susceptible - khong nhay cam).

2. K§ thuit xac dinh nong dd e ché toi thiéu trén méi truwong dic



2.1. Dung cu, héa chit, sinh phim
2.1.1. Vatli¢u

- Thach dia Muller Hinton.

- Nudce mudi sinh 1y vo tring.

- Chuing vi khuén thuan, méi 16-24 gio.

2.1.2. Dung cu

- Panh kep, kéo

- Pén con

- Que ciy

- Que tam bong (que gon) vo trung
2.1.3. Thiét bi

- May lic.

- Tt 4m.

- May do d6 duc hoac 6ng Mc Faland 0,5.

2.2. Cdc buéc tién hanh

- Dung tam bong (que gon) vo tring nhing vao éng huyén dich vi khuan da
pha & trén, ép nhe va xoay tron tim bdng (que gon) trén thanh bén ciia dng huyén
dich vi khuan dé loai b6t phﬁn huyén dich vi khuan da thAm vao dau tam bong (que
gon). Sau do, ria déu que tim bong (que gon) trén toan bd mit dia thach Mueller-
Hinton, xoay déu dia thach theo goc 60° rdi ria déu que tim bong (que gon). Cur
tiép tuc xoay dia mot goc 60° va ria que tim boéng (que gon) dé sao cho vi khuan
dugc dan déu 1én trén toan bd bé mit dia thach. Cudi cung, ria tim bong (que gon)
vong quanh bd mép ctia mit thach. Pong nip dia thach va dé dia thach sau ria cdy
vai phut ¢ nhiét d0 phong cho mat thach se lai. C6 thé dung may ria vi khuén dé
dan déu canh khuén 1én mit thach.

- Pé mat thach se hoan toan truée khi dat dai Etest.

- bat dai Etest 1én mat thach sao cho mat c6 ghi dai néng do huong lén trén va
phai dam bao toan bd bé mit cua dai Etest dugc tiép xuc hoan toan véi mat thach.

- Khi da dat xong dai Etest khong duoc dich chuyén dai Etest khoi vi tri.

- U am dia & 35 + 2°C trong vong 16 - 20 gid ¢ diéu kién khi truong binh hoic
khi truong co6 bo sung CO2 néu chung vi khuan 1a H. influenzae, Streptococci,
Neisseria.

- Dat 6 dai Etest dat trén dia 150mm, 2 dai Etest dat trén dia 90mm
2.3. Nhén dinh két qua

- Sau U 4m 16 - 24 gio va khi thay 16 vi khudn moc, doc gia tri MIC ¢ diém

cat ctia hinh elip véi dai Etest. Khong doc két qua khi bi 14n hai hay nhiéu chung vi



khuan, khi vi khuan moc qua day hodc qué thua.

- Lam tron gia tri MIC ¢ diém giira hai bac pha lodng 1én gia tri cao hon trudc
khi phién giai két qua.

- Phién giai két qua MIC ra gia tri S, I hodc R theo hudng dan cua CLSI cap
nhat hang nam.

- Véi cac khang sinh diét khuan, phai doc gia tri MIC tai diém vi khuan bi tc
ché hoan toan. Dic biét cha y khi doc v&i1 chung Pneumococci, Streptococci,
Enterococci, Acinetobacter va Stenotrophomonas spp. Vo1 cac khang sinh kim
khuan, phai doc gia tri MIC tai diém vi khuan bi e ché 80%.

3. K§ thuit xac dinh ndng dd e ché toi thiéu trén méi truwdng 16ng
3.1. Dung cu, héa chit, sinh phim

- TG Am.

- May vortex.

- Canh thang Mueller-Hinton 0,5 ml.

- Khang sinh bt sir dung cho nghién ctru thir nghiém.

- 6 duc chuin McFarland 0,5.

- Nude mudi 0,85% vo tring.

- Bén con, que cdy, dng nghiém.

3.2. Céc buéc tién hanh

- Chuén bi du sb lugng 6ng canh thang Mueller-Hinton 0,5 ml theo cac ndng do
khang sinh can thtr nghiém. Thém mot ong canh thang khong cdy vi khuan va
khong c6 khang sinh dé 1am chtng v tring cho méi trudng va mot ong canh thang
cay vi khuan nhung khong chtta khang sinh dé 1am chimg cho sy phat trién cua vi
khuan.

- Hut 0,5 ml dung dich khang sinh thir nghiém chuyén véao dng chira 0,5 ml canh
thanh Mueller-Hinton, tron déu rdi chuyén 0,5 ml hon dich sang 6ng 0,5 ml canh
thanh thir 2, tron déu rdi tiép tuc chuyén 0,5 ml hon dich sang 6ng 0,5 ml canh
thanh thir 3. Cir tiép tuc nhu vay cho dén 6ng canh thanh cudi ciing thi hat b6 0,5
ml hén dich cta 6ng cudi cing di. Nhu vy, nong do khang sinh trong cac dng canh
thang duoc pha lodng giam dan theo bac 2.

- Cho vao mdi dng canh thang chira khang sinh 0,5 ml canh khuan 106 CFU/ml,
mot dng canh thang chi ¢6 0,5 ml canh khuan 106 CFU/ml va mét éng canh thang
khong bo sung canh khuan. Nong do vi khuan trong mdi dng con 5 x 105 CFU/ml.
3.3. Nhin dinh két qua

- Poc gia tri MIC ¢ 6ng c6 nong do khang sinh thap nhét con {rc ché duoc sy

phat trién cua vi khuan (6ng canh thang khong duc) khi nhin bang mat thudng. Chi



doc két qua khi dng chimg vi khuan khong chira khang sinh thiy canh thang duc va
dng chimg canh thang khong chtra vi khuan phai trong. Khi thir nghiém cac khang
sinh 209 sulfonamide hoac trimethoprim, cé thé théy vi khuin moc dang vét rat kho
xac dinh duogc gia tri MIC. Trong trudng hop nhu vy, sé doc MIC ¢ éng ma vi
khuan bi trc ché khoang tir 80% hozc hon khi so sanh v4i dng chimg vi khuan. Vi
khuan moc c6 dang vét ciing gip ¢ nhitng trudng hop khang sinh kim khuan nhu
chloramphenicol va tetracycline.

- Gia tri MIC duogc so sanh vo1 cac gia tri breakpoint trong tai liéu CLSI hoac
EUCAST dé nhén dinh 1a nhay cam (S), dé khang trung gian (I) hay dé khang (R).
4. Y nghia ciia ky thuét xac dinh ndng dd &c ché ti thiéu

- K¥ thuat khang sinh d6 pha lodng dugc coi 13 phuwong phap chuan xac dinh
gia tri MIC nhung k¥ thuat khang sinh do dai gidy khuéch tan theo bac néng do lai
1a phuong phép kha thi thyc hién tai cac phong xét nghiém vi sinh 1am sang.

- K§ thuat vi pha loang duoc trinh bay dudi ddy 1a phuong phap tiéu chuan
xac dinh MIC va ciing cé thé thuc hién duogc tai cac phong xét nghiém vi sinh 1am
sang.

LUQNG GIA

1. Trinh bay nguyén 1y va ¥ nghia cta k¥ thuat xac dinh nong do trc ché tbi thiéu
(MIC)?

2. Trinh bay dung cu hoa chat dé thuc hién k¥ thuat xac dinh nong do e ché tdi
thiéu (MIC)?

3. Trinh bay cac budc cua ky thuat xac dinh ndng d6 we ché tdi thiéu (MIC) trén

moi trudng dac, moi truong long?



BAI 2. KY THUAT LUU GIU CHUNG VI KHUAN
MUC TIEU
* Kién thirc:
1. Trinh bay dugc muc dich, y nghia, nguyén tic cua lwu gitt chang vi khuan.
2. Trinh bay cac yéu cau, dung cy hoa chét can thiét dé luu gitr ching vi khuén.
3. M6 ta dugc quy trinh luu gitt ching vi khuén.
* Ky nang
4. Nhan dinh duoc két qua luu giit ching vi khuan dwa trén mot sé thir nghiém 1am
sang?
* Nang luc tw chi va trach nhiém
5. Xay dung duoc k¥ nang lam viéc doc 1ap va lam vi¢c nhoém.
6. Nghiém ttc, can than, sang tao trong viéc van dung kién thirc dugc hoc dé giai
quyét van dé trong hoc tap.
NOQIDUNG
1. Muc dich, y nghia ciia lru giir ching vi khuan

- Chung (strain): 12 ching vi khudn nuéi cdy thuan nhét, duoc lay ra tir mot
khuan lac duy nhat (khong 1an voi mot khudn lac nao khac). Ching chuin
(reference strain): 13 chung mang tén loai va 1a chuén vinh vién cho loai nay. Mot
loai bao gdm chung nay va tit ca cac chung twong tu nhu nd.

- Céc chung vi sinh vat nén dugc luu gitt, bdo quan. Pdc biét voi cac chung vi
sinh vat nhat 1 ching chuan, cac ching vi sinh vat can dugc duy tri dic tinh sinh
hoc, tinh trang di truyén 1a rat quan trong. Cac phuong phap bao quan khong thich
hop c6 thé din dén dot bién hodc mat plasmid. Do vay can phai chon cic phuong
phap bao quéan thich hop cho cac chung chuan.

- Chung chuén duoc luu gilt, bao quan dung gitip cho ching séng, co6 quy
trinh cdy chuyén hop 1y d¢am bao ludén co ching méi phuc vu cho cong viée kiém
tra chat luong thuong xuyén, giam kha niang bién d6i kiéu hinh, kiéu gen cta ching
cling nhu giam kha nang tap nhiém cac vi khuan khac.

2. Nguyén tic lwu giir chiing vi khuan

Céc chung vi sinh vat nén dugc luu gilr, bdo quan. Pac bi¢t vdi cac chung vi
sinh vat nhat 1a ching chuén, céc ching vi sinh vat can duoc duy tri ddc tinh sinh
hoc, tinh trang di truyén 1 rat quan trong. Cac phuong phép bao quan khong thich
hop c6 thé din dén dot bién hodc mat plasmid. Do vay can phai chon cic phuong
phap bao quan thich hop cho cac chiung chuan. Chung chuin duoc luu giit, bao
quan ding giup cho ching sdng, ¢ quy trinh cdy chuyén hop 1y dam bao ludn co

ching méi phuc vu cho cong viéc kiém tra chit lwong thuong xuyén, giam kha



nang bién d6i kicu hinh, kiéu gen cua ching ciing nhu giam kha nang tap nhiém
cac vi khuan khac.
3. Yéu ciu ciia chiing cén lwu giir

- Chiing vi khuén thuan nhat dugc phan 1ap va dinh danh.

- Chung vi khuan duoc cdy vao méi truong luu gitt dé dam bao duy tri su
song va giit dugc tinh chat sinh vat hoa hoc. Phuong phéap lwu giit chudn can han
ché tdi da xay ra dot bién trén ching vi khuan.

- Chung luu gitr dé phuc vu cho muc dich chan doan, kiém tra chat luong, hoi
ctru va cc nghién ciru thuc nghiém tiép theo.

4. Dung cu, hoa chat
- Thiét bi:
+ Tu an toan sinh hoc cép 2.
+ Kinh hién vi quang hoc.
+ T Am.
+ Tu lanh, ti am sau (-80° C).
+ May Vitek Compact (Bio Merieux, Phép).
+ May do d¢ duc.
- Dung cu:
+ Lam kinh sach.
+ Pén con.
+ Dau soi.
+ Que céy.
+ Bt chi kinh.
- Hoa chét, thudc thr:
+ B0 thudc nhudém Gram:
e Tim Gentian.
e Jodine.
e Cbn 96°.
e Safranine/ Fuchsin.
e (Céc mdi truong nudi céy: thach mau, thach s6 ¢0 la, thach thuong...
e B0 sinh vat héa hoc: API 20E, API 20NE, API 20strep.
e Thach Muller — Hinton, dai gidy khang sinh (E test).
e Card dinh danh va card khang sinh do (di kém may Vitek
Compact).
e Céc hoa chat khac: khoanh gidy optochin, huyét twong tho,..



5. Quy trinh luu giir chiing vi khuén
- Céy chuyén

+ Xac dinh moi trudng nudi cdy phu hop, nhiét do giit chung tdi wu, thoi
gian giita cac 1an ciy chuyén.

+ Lay ching luu trit tir ti luu trit ra (thudng 13 ta c6 nhiét do 4m sau). Dung
que cay vo trung lay chung (khi dng gitt ching van con dong da trude khi tan
bing), cdy vao mdi truong thich hop va dé trong diéu kién phu hop (nhiét do, do
am, thoi gian).

+ Cac chung sau khi moc duoc bdo quan & nhiét do phong, hoac ¢ 2-8 dg C
(tly yéu cau va muc dich str dung) va ciy chuyén hang tuan. Chuéin bi chung lam
viéc méi it nhat 1 thang 1 lan (tuy loai).

+ CAy chuyén lai theo lich, mdi 1an cdy chuyén kiém tra cac dic tinh sinh
hoc ctia chiing vi khuan dé phét hién thay d6i hodc chiing bi nhiém (néu co).

+ Chu y: Trude khi tién hanh cac thir nghiém, cay chuyén ching 1én dia
thach dé thu duoc khuan lac riéng r&. Dbi voi ching da dong bang, cdy chuyén
ching 2 1an trude khi tién hanh cac thir nghiém.

- Giir chung trong glycerol ¢ -20 6 C

+ Duing 2 6ng cryotube ¢ chira 1-2ml glycerol trung tinh vo tring

+ Nubi cay ching thuin nhat & moi truong dic

+ L4y 1 que cdy khuan lac nghién vao ong co chira glycerol

+Pé &t -20 d6 C, tranh dong va tan bang nhiéu 1an

+ Céy chuyén sau 12-18 thang

- Gitr chiing trong dau khoang dé ¢ nhiét d6 phong

+ Tiét tring 5ml dau khoang trong 6ng thuty tinh c¢6 nap kin bang kim loai
hodc céac dung cu chiu nhiét khac, & nhié¢t do 180 do C trong 2 gio trong ti séy kho.

+ Kiém tra su v trung cua dau khoang bang cach 1ay thir dau ra mot s6 moi
truong pht hop cho céc vi khudn thong thudng nhu thach thuong hodc thach mau.

+ Nuoi cdy vi khuan theo phuong phép théng thuong dé vi khuan phat trién
dén giai doan ting sinh theo ham sb mii, sau d6 cho dau khoang da tiét tring vao
phu kin bé mit moi trudng va day it nhat 2cm.

+ Gilr cac moi truong & tu thé ding trong ti lanh, cay chuyén 6-12 thang
kiém tra kha ning song sot ciia vi khuan.

+ Dung que cdy v tring liy vi khuén tir mdi truong giit chung, dat nhe dau
que cdy 1én manh gidy thim vo tring dé hat dau di, sau d6 cdy chuyén nhu thong
thuong

- Cay xuyén sau



+ Dung thach TSA cho nhiing ching d& nudi cdy nhu Staphylococci va
Enterobacteriaceae, CTA ddi véi giit chung Neisseria va Streptococci

+ Str dung nhimg 6ng c6 nip van, day sau chira moi truong thach phu hop

+ Dung que cdy, lay khuan lac cam vao 6ng thach

+ U qua dém & 35 do6C

+ Pay nap dng thach. Néu dung 6ng loai nip day, can phai boc paraffin

+ Pé ¢ nhiét do phong, cdy chuyén sau 1 niam véi Staphylococci va
Enterobacteriaceae

+ Pbi vi Neisseria gitr & 35 ¢ C, cdy chuyén mdi 2 tuan

+ Streptococci giit & nhiét do phong, cdy chuyén hang thang

- Mbi truong cook-meat gitt chung vi khuan ki khi

+ Str dung nhiing 6ng c6 nip chira moi trudng

+ Duing que cdy vo triung 1y khuan lac da phan 1ap nghién vao méi truong

+ U qua dém & 35 d6 C

+ Pay nép

+ Gifr & nhiét 46 phong, cay chuyén mdi 2 thang

- Lam kho

+ Chu yéu gilr nha bao va mot s6 loai vi khuén dic biét

+ Lam kho bing gidy tham: dat cac khoanh gidy vo trung cao mot dia petri
v6 triung, thém huyén dich vi khuan (108 té bao /ml )vao cac khoanh gidy cho dén
khi khoanh gidy bao hoa. Lam kho khoanh gidy bang cach hat chan khong, sau d6
cét cac khoanh gidy kho trong til lanh

+ Gelatin: pha canh thang vi khuan va gelatin dang nong chay ( 30 do) sao
cho ndng do vi khuan khoang 108 10° té bao /ml. Dung pipet Pasteur v trung hiit
huyén dich vi khuan nho 1én day mot dia petri vo triung. Dit dia petri bay vao binh
hat am chan khéng. Khi gelatin da kho, ding panh vo tring gép vao dng vo tring,
nap kin rdi cat trong ti lanh hodc tii lach séu.

+ Silica gel: cho céac hat silica gel vao 6ng nghiém, tiét tring trong 10 siy
kho, pha khuén lac vao dung dich skim milk 10% sau d6 cho vao 6ng chira silica
gel, gilt & 0 d6 C trong khoang 10 phut. Pit cac 6ng nay vao binh hat 4m ¢ chira
silica gel kho khac, gitt nhu vdy & nhiét do phong trong 1 tuan hodc & 25 do C trong
2 ngay. Cubi cung, nip chit cac ong lai va giir trong binh chong am.

- bong kho

+ Nguyén tic: dong kho 13 qua trinh 1am mét nuéc trong huyén dich vi

khuan da déng lanh bang cach 1am cho ching bay hoi dudi 4p luc am. Cac ttees

bao dong kho co thé séng dugc trong thoi gian rat dai néu khong cho chung tiép



xUc v6i oxy, am va anh sang. Chung co thé kaays ra dung bat ¢ luc ndo bang cach
hoa vao moi truong phu hop

+ Sau khi d6ng khoé vi khuén, bao quan ¢ 2-8 d6C tranh anh sang c6 thé giir
dugc ching trén 30 nim ma khong bién ddi dic tinh cta ching, bao quan & nhiét
d6 -70,-80 do C gilr dugc lau hon.

- Siéu lanh

+ Bdo quan trong nito long ¢ -19 d6 C hoac bao quan trong pha khi cua dung
dich nitrogen

+ Phuong phéap nay giap bao quan chung trong 10-30 nam.
LUQNG GIA
1. Trinh bay duoc muc dich, ¥ nghia, nguyén tic cua luu trit chung vi khuan?
2. Trinh bay cac yéu cau, dung cu hoa chit can thiét dé luu trir ching vi khuan?

3. MO ta cac quy trinh luu gitr ching vi khuan?



BAI 3. CAC KY THUAT XAC PINH VI KHUAN KHANG THUOC
MUC TIEU
* Kién thirc:
1. Trinh bay duoc nguyén 1y cua k¥ thuat xac dinh tu cdu vang khang methicillin
(MRSA)
2. Trinh bay duoc nguyén 1y cua ki thuat xac dinh mot s6 truc khuan gram am sinh
enzym P- lactamase phd méd rong (ESBL)
3. M6 ta dugc quy trinh k¥ thuat xac dinh MRSA va ESBL.
4. Nhan dinh dugc két qua k¥ thuat.
* Ky nang
5. Nhan dinh duoc két qua cua ky thudt MRSA va k¥ thuat ESBL dya trén mét sb
xét nghiém lam sang.
* Nang luc tw chi va trach nhiém:
6. Xay dung dugc ky nang lam viéc doc 1ap va lam vi¢c nhom.
7. Nghiém tac, can than, sang tao trong vi¢c van dung kién thuc duge hoc dé giai
quyét van dé trong hoc tap.
NOI DUNG
1. Nguyén 1y ciia k¥ thuét xac dinh tu cau vang khang Methicillin.

- Tu cau vang (Staphylococcus aureus) 13 mot cau khuan Gram duong, khong
c6 1ong, khong di dong, khong sinh nha bao. S.aureus tim thay trong hé vi sinh vat
cu trd tai mang nhay mili & 20 — 40% déan s6 n6i chung. Khi hang rao nhay va da bi
ton thuong, vi du nhu cac bénh da man tinh, vét thuong, phau thuat, S.aureus co thé
xam nhap vao cac 16p md dudi da hodc mau va gay nhiém trung. Nguoi bénh cé
cac dung cu y t& xam lan nhu catheter tinh mach trung tim va ngoai vi hodc suy
giam hé mién dich c6 nguy co nhiém S.aureus.

- Methicillin 13 mot penicillin ban tong hop bao vé vong betalactam khong bi
thuy phéan boi penicillinase dugc gioi thi¢u vao nam 1959, ngay sau khi dugc dua
vao st dung trén 1am sang, ty cau vang khang methicillin (Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus — MRSA) da dugc bao cdo. Sy bung phat cuia MRSA xay ra
& chau Au vao dau nhitng nim 1960. Do ddc tinh, hién nay methicillin khong con
dugc sir dung cho ngudi va thay vao do 1a cac penicillin 6n dinh hon nhu oxacillin,
flucloxacillin va dicloxacillin. DU vay, thuat ngir tu ciu vang khang methicillin van
tiép tuc dugc st dung. Bén canh d6, MRSA con c6 kha nang khéng nhiéu nhom
khang sinh khac da tr¢ thanh van d¢ 16n.

- MRSA kha phd bién ¢ hau hét cac bénh vién & chau A, ty 16 MRSA chiém t6i

50% céc nhidm tring huyét do tu cau vang. Ty 18 khang methicillin cao lién quan



dén tinh trang st dung khang sinh rong rai ciing nhu tinh trang dan s6 dong la diéu
kién thudn loi dé lan truyén nhanh céc chung dé khang.

- MRSA c6 thé giy ra nhiéu loai nhiém trung, nhu SSTIs, viém phodi, nhiém
trung xuong khép, hoi chimg séc nhiém doc (1a mot bién chimg hiém gip, de doa
tinh mang) va nhiém trung huyét, 6 thé dan dén viém ndi tim mac hodc soc nhiém
khuan.

- MAu bénh pham vi sinh lién quan dén MRSA c6 thé phan 1am hai loai: miu
1am sang va mau sang loc. Mau 14m sang (vi du nhu dich mi, mé sau, dom va mau)
duoc léy tor nguoi bénh cé triéu ching hoac d4u hiéu chan doan nhiém trung. Mau
sang loc (nhu phét mili, day chiu va hong) dugc thu thap dé xac dinh cac truong
hop vi khuan cu tra khong gay bénh.

- Pinh nghia khéng methicillin trong phong xét nghiém vi sinh 1am sang 1a
ndng do wre ché t6i thiéu oxacillin (MIC) > 4 meg/mL(6). Nhitng phuwong phap khéc
phat hién, nhu str dung xét nghi¢ém khuéch tan dia cefoxitin hodc mot sb phan Gng
chudi polymerase dé phat hién céc gen mec. MIC < 2 mcg / mL duogc coi 13 nhay
cam.

2. Nguyén Iy ciia ki thuit xac dinh triee khuan Gram 4m sinh ESBL

- Men beta-lactamase phd rong (Extended Spectrum Beta-Lactamase - ESBL)
dugc tim thdy 1an dau tién nim 1983 tai Purc, thudng gip trong cac ching vi khuan
duong rudt dac bi¢t 1a Klebsiella sp, E.coli. ESBL hién dién trén cac vi khuan gram
am, chu yéu nhu Klebsiella pneumonia, Klebsiella oxytoca va Escherichia coli va
mét sb vi khuan khac nhu Acinetobacter, Burkholderia, Citrobacter, Enterobacter,
Morganella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia va Shigella spp. Khi cac
ching vi khuan sinh ESBL thi dong nghia véi viéc chiing khang lai rat nhidu cac
khang sinh, dic biét 1 nhom cephaslosporin. Day 1a ganh ning thuc su trong didu
tri nhiém trung truc khuan gram (-). Nhiing vi khudn sinh ESBL ¢6 thé mic do lay
truyén tir ngudi nay sang ngudi khac, hodc do duoc chon loc qua viée dung khang
sinh. Vi vy viéc phong chdng, giam thiéu nhiing van dé do nhiing vi khuén d6 gay
nén chinh la viéc chéng nhiém khuan tét tai cac trung tam cham séc dac biét va su
dung khang sinh hop 1y cho nhiing bénh nhan phai diéu tri dai ngay. Nho mang
nhimg men ndy ma vi khuan c6 kha niang khang lai cac khang sinh trudc day da
tung ti€u diét no.

- Tai Viét nam, Theo thong bao cua BO Y té nam 2003, vi khuan duodng rudt
sinh ESBL 13 nguyén nhan cia 30-50% céc truong hop nhiém khuan Bénh vién,
cac chung VK duong rudt c6 ESBL dao dong 16n tuy theo tirng khu vuec.

3. Quy trinh k¥ thuat xac dinh MRSA



Theo hudng dan cua CLSI 2020: Vi khuan dugc nudi cdy, phan lap va dinh

danh theo thudong quy. Truc khuan Gram am phan 14p dugc lam thtr nghiém khang
sinh d0, xac dinh ESBL.
QUY TRINH KY THUAT XAC PINH MRSA

(Methicillin resistance Staphylococcus aureus)

STT

Noi dung

Y nghia

Tiéu chuan phai dat

Chuan bi thiét bi va do
dung

Thiét bi, d6 dung san
sang, giup cho thao tac
k¥ thuat thuan loi

Pay du, sach hoic vo
khuan, sip xép ngin
nap cac muc:

- Gang tay, khau trang

- Dung dich sat khuan
-Tu ATSH,

- Pén con, que cay,

- Lam kinh khd sach

- BUt viét kinh

2 | Chuén bi hoa chat, mdi | Hoa chat, méi truong, | Pay du, sach hoic vo
truong, sinh bénh pham | sinh  bénh pham sin | khuan, siap xép ngin
sang, gitp cho thao tac | nap:
k¥ thuat thuan loi - Dai Etest
- Canh thang Mueller-
Hinton 0,5 ml
- Thach dia Muller
Hinton
- Khéng sinh bot st
dung cho nghién cuu
thtir nghiém
- PO duc chuan
McFarland 0,5
- Nuéc mubi 0,85% vo
tring
- Chang vi khuan thuan,
maoi 18-24 gio.
3 | Kiém tra d6i chiéu mau | Knhép théng tin bénh | Boi chiéu va kiem tra

bénh phdm voi phiéu

pham, phiéu xét nghiém

ding thong tin trén




xét nghiém hoac thong

tin ciia ngudi bénh.

bénh pham, phiéu xét
nghiém

4 | Ghi ma s6 mau hoic ho | Khop ma sé mau hoic | Ghi ding ma s6 mau
tén bénh nhan théng tin bénh nhan hoac ho tén bénh nhan
5 |Chon khing sinh | Chuan bi khang sinh | Bing khang sinh cho vi
Cefoxitin (FOX) danh cho vi khuan gitp | khuan
cho k¥ thuat thuan loi.
6 |Chuan bi méi truong | Chuan bi méi truong | Ping méi truong MH
MH lam KSb MH sin giGp cho k¥
thuat thuan loi.
7 | Ghi cac thong tin 1én dia | Pia moi truong duoc | Ghi ding thong tin 1én
moi truong ghi thong tin ding dia moi truong
8 |Pha huyén dich vi|Pha lodng khuan lac | Do duc caa huyén dich
khuan trudc khi cdy 1én mdi|so véi éng do do duc
truong Mc Farland tuong
duong nhau
9 | Lay huyén dich vao tim | Chuan bj cho qua trinh | Pau béng phai tham
bong vo khuan ria cay déu huyén dich
10 |Ria cay Cay deéu vi khuan lén | Vi khuan duoc trai déu
trén mat thach trén mat thach, Puong
cay déu, phu kin mat
thach.
11 | Pat khoanh FOX Pé vi khuan co thé tiép | Pat dung vi tri, khong
xuc vai khang sinh dé cham thanh.
12 | it dia KSP & nhiét do | Pé vi khuan c6 du diéu | Pat ding vao ti am,
phong va dé vao trong | Kién dé phat trién nhiét @ thich hop
ta Am
13 | Poc két qua sau 16-18 [ Pé vi khuan co thoi | Poc dugc két qua vi
gio gian dé phat trién khuan
14 | Nhan dinh két qua theo | Dwa vao CLSI dé xem | Biét cach doc, nhan
CLSI muc d6 nhay cam cuaa | dinh mac d6 nhay cam
khang sinh véi vi khuan | duoc két qua S,I,R
15 | Tra két qua Pé xac dinh dugc vi | Ping ngudi bénh, ding

khuan nhay cam, hay dé
khang

két qua.




16

Thu don dung cy, hoa

chat, rac thai

Dung cu duoc thu don
va xu ly

An toan, dang quy dinh
CO sur dung dung dich
diét khuan

17 | Rua tay Ban tay sach khi két | Sach va dang quy dinh
thdc nhiém vu
18 | Ghikét qua vao so luu | Ghi lai két qua vao so | Ghi dugc ding cot,

dé luu lai

ding tén bénh nhan,
dung mau bénh pham

4. Quy trinh ky thuat xac dinh ESBL
Theo hudng dan ciia CLSI 2020

- K¥ thuat sang loc ESBL

- K§ thuét x4c dinh kiéu hinh

QUY TRINH

KY THUAT XAC PINH VI KHUAN SINH ESBL
(Extended spectrum - lactamase)

STT

Noi dung

Y nghia

Tiéu chuan phai dat

Chuan bi thiét bi va do
dung

Thiét bi, d6 dung san
sang, giap cho thao tac
k¥ thuat thuan loi

Pay du, sach hoic vo
khuan, sip xép ngin
nap cac muc:

- Gang tay, khau trang

- Dung dich sat khuan
-Tu ATSH,

- Pén con, que ciy,

- Lam kinh kho sach

- But viét kinh

Chuan bi hoa chat, moi

truong, sinh bénh pham

Hoéa chat, moi truong,
sinh bénh pham sin
sang, gidp cho thao tac
k¥ thuat thuan loi

Pay du, sach hoic vo
khuan, sip xép ngin
nap:

- Ching vi khuan thuan,

maoi 18-24 gio.

- Dai Etest

- Canh thang Mueller-
Hinton 0,5 ml

- Thach dia Muller

Hinton




- Khéng sinh bot su
dung cho nghién ctu

thir nghiém

- PO duc chuan
McFarland 0,5

- Nugc mudi 0,85% vo
trung

- Chuang vi khuan thuan,
maoi 18-24 gio.

3 | Kiém tra d6i chiéu mau | Knhép théng tin bénh | Boi chiéu va kiém tra
bénh phim véi phiéu | pham, phiéu xét nghiém | dung thong tin  trén
xét nghiém hoac thong bénh pham, phiéu xét
tin ciia nguodi bénh. nghiém

4 | Ghi ma sé6 mau hoic ho | Khdp ma sé mau hoic | Ghi ding md sé mau
tén bénh nhan thong tin bénh nhan hoac ho tén bénh nhan

5 | Chon 4 -5 khang sinh dé | Chon khang sinh truéc | Pung loai khang sinh,
dat xac dinh ESBL | gilp cho thao tac dién | dung liéu luong khang
(AMC, CAZ, CTX, |giadédang thuan loi sinh phd hop vi khuan
CRO, FEP...) theo CLSI

6 |Chuan bi moi trudng | Gilp cho thao tac dién | Ly dugc dung moi
MH gia dé dang thuan loi | truong MH dé ¢ nhiét

hon d6 phong

7 | Ghi cac thong tin 1én dia | Pia moi truong duoc | Ghi ding thong tin 1én
moi trudng ghi thong tin dling dia moi truong

8 |Pha huyén dich vi|Pha lodng khuan lac | Do duc cua huyén dich
khuén truéc khi cdy 1én mdi | so voi éng do do duc

truong Mc  Farland tuong
duong nhau

9 | Lay huyén dich vao tam | Chuan bi cho qué trinh | Pau bong phai tham
bong v6 khuan ria cay déu huyén dich

10 | Ria cay Cay déu vi khuan Ién | Vi khuan duoc trai déu

trén mat thach trén mat thach, Puong
cdy déu, phu kin mat
thach.

11 | Pit khoanh khang sinh | Dé vi khuan c6 thé tiép | Pat dang vi tri, khong




dat AMC ¢ gitra va 4
khoanh con lai dat xung
quanh theo nguyén tic
khoanh cach khoanh 2
cm, khoanh cach thanh

1 cm.

xuc vai khang sinh

dé sat thanh, khong dat
qué xa cling khong qua
gan

12

bat dia KSD & nhiét do
phong va dé vao trong

tu am

Dé vi khuan cé du diéu
kién dé phat trién

Pit dung vao ta am,
nhiét d6 thich hop

13

Poc két qua sau 16-18
gio

Pé vi khuan c6 thoi
gian dé phat trién

DPoc dugc két qua vi
khuan

14 | Poc két qua theo CLSI | Dwa vao bang CLSI DPoc duoc ding két qua
theo CLSI
15 | Nhan dinh két qua Dua vao CLSI dé xem | Biét cach doc, nhan

muc d6 nhay cam cua
khang sinh véi vi khuan

dinh mirc @6 nhay cam
duoc két qua S,I,R

16 | Tra két qua Pé xac dinh dugc vi | Pung ngudi bénh, ding
khuan nhay cam, hay dé | két qua.
khang

17 | Thu don dung cu, hdéa | Dung cu duoc thu don | An toan, dung quy dinh

chat, rac thai

va xu ly

C6 st dung dung dich
diét khuan

18 | Rua tay Ban tay sach khi két | Sach va dang quy dinh
thdc nhiém vu
19 | Ghi két qua vao so luu | Ghi lai két qua vao so | Ghi duoc dung cot,

dé luu lai

dang tén Dbénh nhan,
dung mau bénh pham

5. Nhan dinh két qua.

- MRSA

+ Nhan dinh mérc d6 nhay cam dugc két qua S,LR

+ So sanh ddi chiéu két qua theo nhom, so sanh két qua giira 1y thuyét va

thuc hanh

+ Cac sai s0 c6 thé xay ra va cach khac phuc

- ESBL

+ Nhan dinh mtrc d§ nhay cam duogc két qua S,ILR

+ So sanh ddi chiéu két qua theo nhom, so sanh két qua giira 1y thuyét va




thuc hanh
+ Céc sai s6 c6 thé xay ra va cach khic phuc
LUQNG GIA
1. Trinh bay nguyén ly cta ky thuat xac dinh tu cAu vang khang methicillin
(MRSA)?
2. Trinh bay nguyén 1y cua ky thuat xac dinh mét s truc khuan gram am sinh
enzym f- lactamase phd mé rong (ESBL)?
3. M0 ta quy trinh k¥ thuat xac dinh MRSA?
4. Mo ta quy trinh k¥ thuat x4c dinh truc khuan gram am sinh ESBL?



PHAN THU'C HANH

BAI 4. THUC HANH KY THUAT KHANG SINH PO PINH LUQNG
MUC TIEU
* Ky nang
1. Thuc hién dugc cac bude ky thuat xac dinh néng dd e ché t6i thiéu (MIC)
2. Nhan dinh duoc két qua cua ky thuat xac dinh néng dd e ché t6i thiéu.
* Nang luc tw chii va chiu trach nhiém
3. Can than, trung thyuc va an toan trong khi thuc hién k¥ thuat.
4. Hinh thanh dugc k¥ ning lam viéc doc lap va kha nang phdi hop trong lam viée
nhom trong khi thyc hanh.
NOQI DUNG
1. Nguyén Iy ky thuét xac dinh nong dd e ché toi thiéu (MIC)

Khang sinh dugc hoa déu trong méi truong long hodc méi trudong dic nén tai
bat ky diém ndo trong méi truong, ndng do khang sinh déu nhu nhau. Khang sinh
dugc pha lodng thanh nhiéu ndng d6 khac nhau (thuong 14 pha lodng theo cap sd
nhan). Mot lwong vi khuan nhét dinh nhu nhau duoc cdy vao méi truong co ndng
d6 khang sinh khac nhau. O ndng d6 khéng sinh nao con thay vi khuan phat trién 1a
vi khuén ¢ kha ning dé khang voi khang sinh tai nong do d6. Nong do khang sinh
pha loang nhat co kha nang Uc ché duogc su phat trién cta vi khuan dugc goi la
ndng do trc ché toi thiéu.

2. K¥ thuit xac dinh ndng dd vre ché tdi thiéu trén méi truwong dic
2.1. Chudn bj
- Thiét bi, dung cu:
+ Taam
May vortex
Pén con, que ciy, 6ng nghiém
Panh kep, kéo

Que tam bong (que gon) vo trung

+ o+ o+ + +

Hoéa chat va méi truong:
+ Dai Etest
- Héa chat va méi trudng
+ Canh thang Mueller-Hinton 0,5 ml
Thach dia Muller Hinton
Khang sinh bt sir dung cho nghién ctru thir nghiém
D6 duc chuan McFarland 0,5

Nude mubi 0,85% vo tring

+ o+ o+ o+



+ Chét khir nhiém
- Bénh pham: Chung vi khuan thuan, méi 16-24 gio.
2.2. Tién hanh
K¥ thuat xac dinh MIC vancomycin ciia S. aureus biang E- test

STT Cac bude tién hanh

Chuan bi nhan vién y té

Do6i mil, deo khau trang, di ging

Chuén bi dung cu va trang thiét bi may moc

2 Chuan bi hoa chat

Chuan bi bénh pham

Kiém tra d6i chiéu mau bénh pham voi phiéu xét nghiém hoic thong tin

cua nguodi bénh.

Ghi ma s6 mau hoac ho tén bénh nhan

Lay E- test vancomycin

Ghi céc thong tin 1én dia moi truong

4
5
6 Chuan bi méi truong MH 1am KSP
7
8
9

Pha huyén dich vi khuan

Lay huyén dich vao tim bong v6 khuan
10 Ria ciy
11 bat thanh E- test vancomycin

12 bat dia KSD ¢ nhiét d§ phong va dé vao trong tu am

13 Poc két qua sau 16-18 gio

14 | Nhan dinh két qua theo CLSI

15 Tra két qua

16 Thu don dung cu, hoéa chat, rac thai

17 Rura tay

18 Ghi két qua vao so luu

2.3. Cic buéc can lwu y

- Nhan dinh két qua k¥ thuat

- Cac sai 80 va cach khac phuc

- Sau 0 4m 16 - 24 gio va khi théy rd vi khuan moc, doc gia tri MIC & diém cét
ctia hinh elip v6i dai Etest. Khong doc két qua khi bi 14n hai hay nhiéu ching vi

khuan, khi vi khuan moc qua day hodc qua thua.




- Lam tron gia trj MIC & diém giira hai bac pha lodng 1én gia tri cao hon trudc
khi phién giai két qua.

- Phién giai két qua MIC ra gia tri S, I hodc R theo huéng dan cua CLSI cap
nhat hang nam.

- Vé6i cac khang sinh diét khuan, phai doc gia tri MIC tai diém vi khuan bi trc
ché hoan toan. Pic biét chu y khi doc véi ching Pneumococci, Streptococci,
Enterococci, Acinetobacter va Stenotrophomonas spp. Vo1 cac khang sinh kim
khuan, phai doc gia tri MIC tai diém vi khuan bi e ché 80%.

3. T6 chirc day hoc
- Day hoc truc tiép tai Phong thuc hanh Vi sinh — ky sinh trung.
- Giang vién hudng dan thyc hanh dua trén quy trinh k¥ thuat va bang kiém.
- Str dung két qua nudi ciy thuc té dé day hoc.
- Sinh vién thyc hanh theo nhom, 1an luot thuc hién quy trinh k¥ thuat.
- Sinh vién tu hoc tir cac két qua nuoi céy thuc té khac nhau.
- Str dung thang diém dé danh gia.
LUQNG GIA
Noi dung: Lwong gia theo muc tiéu bang thang diém

Thang diém Ky thuit xdc dinh MIC vancomycin ciia S. aureus bang E- test

A Thang diém
STT NOI DUNG 0 ] 5 Hé s
| Chuén bi nhan vién y té
Doi mil, deo khau trang, di gang
Chuan bi dung cy va trang thiét bi
may moc
2 [Chuén bi hoa chét
Chuan bj bénh phém
Kiém tra d6i chiéu mau bénh pham
3 v6i phiéu xét nghiém hodc thong tin
cua nguoi bénh.
4 Ghi md s6 mau hodc ho tén bénh
nhan
5 | Lay E- test vancomycin
6 | Chuan bi méi trudong MH lam KSP
7 Ghi cac thong tin 1én dia mo1 truong




8 | Pha huyén dich vi khuan 2
5 Léyq huyén dich vao tim béng vo 2
khuan
10 | Ria cay 2
11 | Dat thanh E- test vancomycin 2
1 bat dia KSD’ ¢ nhiét do phong va dé
vao trong ti am
13 | Poc két qua sau 16-18 gid
14 | Nhan dinh két qua theo CLSI 2
15 | Trakét qua
16 Thu don dung cu, hoa chat, rac thai
17 Rura tay
18 | Ghi két qua vao so luu
Tong diém
* Quy dinh:

e Khéng lam: 0 diém

Lam sai/ thiéu: 1 diém

e Lam dung va du: 2 diém

* Panh gia nang lyc tu chu va trach nhiém: Sinh vién thé hién tac phong can than,

chinh x4c, trung thyc trong khi thyc hi¢n k¥ thuat

e Thé hién t6t . 4 diém

e Thé hién trung binh: 2 diém

e Khong thé hién duoc : 0 diém
Téng diém ti da: 50
Quy dbi sang thang diém 10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0-5 6-10 | 11-15 | 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50
Sinh vién dat yéu cau khi dat mac diém tir 5 trd 18n trén thang diém 10.
CAC PHU LUC
1. Quy trinh

Phu luc 1: Quy trinh k¥ thuat xac dinh MIC vancomycin

ciia S. aureus bing E- test

STT

Noi dung Y nghia

Tiéu chuan phai dat

Chuan bi thiét bi va | Thiét bi, d6 ding

Pay du, sach hoic vo khuan,




d6 dung

san sang, giup cho
thao tdc ky thuat
thuan loi

sap Xép ngan nap cac muc:
- Gang tay, khau trang

- Dung dich sat khuan

-Tu ATSH,

- Bén con, que cdy,

- Lam kinh khd sach

- BUt viét kinh

Chuidn bi héa chit,

modi truong, sinh

bénh pham

Hoa chat, moi
treong, sinh  bénh
pham sang,
giup cho thao tac ky

thuat thuan loi

san

Pay du, sach hoic vé khuan,
Sép Xép ngan nép:

- Chung vi khuan thuan, moi
18-24 gio.

- Dai Etest

- Canh thang Mueller-Hinton
0,5 ml

- Thach dia Muller Hinton

- Khéng sinh bot sir dung cho
nghién ctru thir nghiém

- D6 duc chuan McFarland 0,5
- Nudc mudi 0,85% vo tring

- Chung vi khuan thuan, moi
18-24 gio.

Kiém tra do6i chiéu
mau bénh pham véi
phiéu xét nghiém
hodc thong tin cua

ngudi bénh.

Khép thong tin
bénh pham, phiéu
xét nghiém

Péi chiéu va kiém tra dung
thdng tin trén bénh pham,
phiéu xét nghiém

Ghi ma sb mau hoic
ho tén bénh nhan

Khép ma s6 mau
hoac thdng tin bénh
nhan

Ghi dung ma s6 mau hoic ho
tén bénh nhan

Lay E-
vancomycin

test

Lay san thuan tién
cho thao thac Ky
thuat

Ldy duoc dung dai E- test
vancomycin

Chuan bi méi truong
MH 1am KSP

Lay méi truong MH
thuan tién cho thao
tac ky thuat

L4y ding mdi tuong MH




Ghi céc thdng tin Ién

bia mobi truong

Ghi dting thong tin 1én dia moi

7 . dugc ghi thong tin .
dia mdi truong ] truong
ding
Pha huyén dich vi|Pha lodng khuan lac | o duc cua huyén dich so voi
8 khuan trudc khi ciy 1én|éng do d6 duc Mc Farland
moi trudng tuong duong nhau
o Lay huyén dich vao | Chuan bi cho qué | Pau bong phai tham déu huyén
tam bong vo khuan | trinh ria cy dich
o . | Vi khuan duogc trai déu trén
L Cay déu vi khuan| i N i
10 | Riacay L mat thach, Buong cay déu, phu
Ién trén mat thach o
kin mat thach.
. Pé vi khuanco the | .
bat thanh E- test| , | o bat dang vi tri, khong dé cham
11 _ tiep xuc voi khang | |
vancomycin i thanh.
sinh
Pit dia KSP o nhiét | Pé vi khuan c6 du| . . L
o o N . . .| bat dang vao ta am, nhiét do
12 | d0 phong va dé vao | dieu Kkién d¢ phat|
. x . thich hop
trong tu am trien
] Pé vi khuan c6 du
Doc két qua sau 16-| ., X , L. A
13 . dicu kién dé phat | Poc duogc két qua vi khuan
18 gio 2
trien
Dwa vao CLSI dé| , | L ,
. . ) L Biet cach doc, nhan dinh muc
Nhan dinh két qua | xem muac do nhay | i . i
14 ) ) . ) dd nhay cam dugc két qua
theo CLSI cam cua khang sinh SIR
Vi vi khuan v
Pé xac dinh duoc| e ) .
o _ . ) bing nguoi bénh, ding ket
15 | Tra két qua vi khuan nhay cam, Ui
\ a—.
hay d¢ khang a
An toan, dung quy dinh
Thu don dung cuy, |Dung cu dugc thu| , sawy @ _ N
16 ) < L Co st dung dung dich diét
hoa chat, rac thai donvaxu ly .
khuan
17 | Réat Ban tay sach khi két Sach va sinh
ua ta ach va dang quy di
Y thdc nhiém vu ' sawy &
L L . .. | Ghi duogc dung cdt, dung tén
Ghi ket qua vao so | Ghi lai két qua vao | A i ~
18 bénh nhan, dang mau bénh

luu

s6 dé luu lai

pham




2. Bang kiém

Phu luc 2: Bang kiém k§y thuit xac dinh MIC vancomycin

ciia S. aureus bing E- test

R Danh gia
STT NOI DUNG
Pat Khong dat
| Chuén bi nhan vién y té
Ddi mii, deo khau trang, di gang
Chuan bi dung cu va trang thiét bi may moc
7 | Chuén bi hoa chat
Chuan bi bénh pham
3 Kiém tra d6i chiéu mau bénh pham véi phiéu xét
nghiém hodc thong tin cua nguoi bénh.
4 | Ghi ma s6 miu hoic ho tén bénh nhan
5 | Lay E- test vancomycin
6 | Chudn bi mdi truong MH 1am KSP
7 | Ghi céc thong tin 1én dia moi trudong
8 | Pha huyén dich vi khuan
9 | Lay huyén dich vao tim bong vo khuan
10 | Ria cay
11 | bat thanh E- test vancomycin
12 | bat dia KSP ¢ nhiét d6 phong va dé vao trong tu
am
13 | Poc két qua sau 16-18 gio
14 | Nhan dinh két qua theo CLSI
15 | Tra két qua
16 | Thu don dung cy, hoa chat, rac thai
17 | Rua tay
18 | Ghi két qua vao so luu




BAI 5. THUC HANH KY THUAT LUU GIU CHUNG VI KHUAN

MUC TIEU
* Ky nang
1. Chuan bi duoc chung can luu giit dat yéu cau
2. Thyc hi¢n dugc céc budc luu gilt chung vi khuén
* Nang luc tw chi va chiu trach nhiém
3. Céan than, trung thuc va an toan trong khi thuc hién ky thuat.
4. Hinh thanh duoc k¥ ning lam viéc doc 1ap va kha ning phdi hop trong 1am viée
nhom trong khi thyc hanh.
NOI DUNG
1. Nguyén ly cua ky thuat

Chung vi khuan thuan nhit dugc phan 1ap va dinh danh. Chung vi khuan dugc
cay vao moi truong luu trir dé dam bao duy tri sy séng va giit dugce tinh chét sinh
vat hoa hoc. Phuong phép luu trir chuan can han ché tdi da xay ra dot bién trén
chung vi khuén. Chung luu trir dé phuc vu cho muc dich chan doan, kiém tra chat
lwong, hdi ctru va cic nghién ctu thue nghiém tiép theo.
2. Chuan bi

- Thiét bi, dung cu:
+ Tu an toan sinh hoc (ATSH) cap 2
Kinh hién vi quang hoc.
May ly tim - May tron, lic
Ong v tring c6 nip day.
Pipet Pasteur v0 trung
Tu lanh, ta -20°C, ta -80°C, binh ni-to long, may lam dong kho.
Ong hop luu giir ching
Choi, hdt rac
+ 2 loai x6 dung rac thai 1a Xanh va Vang

3. Tién hanh

+ 4+ + + + 4+ o+

K§ thuat hru trir chiing vi khuan

STT NOI DUNG

Chuan bj thiét bj va d6 dung

Chuan bi hoa chat, moi truong, sinh bénh pham

Kiém tra d61 chiéu mau bénh pham véi phiéu xét nghiém hodc thong tin cua

nguoi bénh.




4 | Ghi ma s6 mau hoic ho tén bénh nhan Ghi ma sé mau hoic ho tén bénh
nhan

Phén lap vi khuan

Dinh danh vi khuan

Cay vao moi truong

Bao quan lanh

O| 00| N| O O1

Dinh ky kiém tra (céy ra mt, nhi¢t do tu)

10 | Thu don dung cy, hoa chat, rac thai

11 | Ruatay

12 | Ghi két qua vao so luu

4. Nhan dinh két qua
- Bénh pham phai dung trong dng vo khuén.
- Bam bao con su nguyén ven cua test va con han su dung.
- Khi lam test: nén thuc hién trong tu an toan sinh hoc, khi lam xét nghiém can
v6 khuan tranh bi nhidm tir bén ngoai vao, anh huéng dén xét nghiém.
- Poc két qua dung thoi gian quy dinh ctia nha san xuat.
- Nhan dinh két qua k¥ thuat.
- Cac sai 86 va cach khéc phuc.
5. To6 chirc thwe hién
- Day hoc truc tiép tai Phong thuc hanh Vi sinh — ky sinh trung.
- Giang vién huéng dan thyc hanh dua trén quy trinh k¥ thuat va bang kiém.
- Str dung két qua nuodi céy thuc té dé day hoc.
- Sinh vién thuc hanh theo nhém, 1an lugt thuc hién quy trinh k¥ thuat.
- Sinh vién tu hoc tir cac két qua nudi céy thuc té khac nhau.
- Sir dung thang diém dé danh gia.
LUQNG GIA
Noi dung: Luwong gia theo muc tiéu bing thang diém

Thang diém k¥ thuat luu trir ching vi khuin

Thang diém
STT Noi dung Hé
0 1 2

>
7]
>~

1 | Chuan bi thiét bi va do dung

2 | Chuan bi hoa chat, méi truong,
sinh bénh pham

3 |Kiém tra doi1 chiéu mau bénh




pham voi1 phi€u xét nghiém hoac

thong tin cua nguoi bénh.

4 | Ghi ma s mau hoic ho tén bénh
nhan Ghi ma sé mau hoic ho tén
bénh nhan

Phén lap vi khuan

Dinh danh vi khuan 2

Cay vao moi truong

Bao quan lanh

©O©| 0 N o O

Dinh ky kiém tra

(céy ra mt, nhi¢t do ti)

10 | Thu don dung cu, hoa chat, rac
thai

11 | Rua tay

12 | Ghi két qua vao so luu

Quy dinh:
* Quy dinh:
e Khong lam: 0 diém
e Lam sai/ thiéu: 1 diém
e Lam dung va du: 2 diém
* Panh gia nang lyc tuy chu va trach nhiém: Sinh vién thé hién tac phong can than,
chinh x4c, trung thyc trong khi thyc hi¢n k¥ thuat
e Thé hién tot : 4 diém
e Thé hién trung binh: 2 diém
e Khong thé hién duoc : 0 diém
Téng diém t6i da: 30
Quy doi sang thang diém 10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0-3 4-6 7-9 | 10-12 | 13-15 | 16-18 | 19-21 | 22-24 | 25-27 | 28-30

Sinh vién dat yéu cau khi dat mic diém tir 5 trd 18n trén thang diém 10.




CAC PHU LUC
1. Quy trinh

Phu luc 1: Quy trinh ky thuét luu trir chiing vi khuan

STT

Noi dung

Y nghia

Tiéu chuan can dat

1

Chuan bi thiét bi

va do dung

Thiét bi, 46 dung san
sang, gilp cho thao
tac ky thuat thuan loi

Dﬁy du, sach hodc vo khuan,
sap xép ngdn nap cac muc:

- Gang tay, khau trang

- Dung dich sat khuan

-Tu ATSH,

- Bén con, que céy,

- Lam kinh kho sach

- Bat viét kinh

Chuén bi hoa chit,
modi trudong, sinh

bénh pham

Hoa chat, méi truong,
sinh bénh pham sin
sang, giup cho thao
tac k¥ thuat thuan loi

- Thach TM

- Thach Mau

- Thach Maconkey

- Thach schapman

- Khoanh gidy oxidase
- Moi  truong
Simmons

- Moi truong Ure — Indol

- Méi truong Mannit

- Méi truong Kia

- Protein A

- H202

- Nuéc mudi sinh ly vo
khuan

- Huyét tuong cuu, thd

Citrate

Kiém tra doi chicu
mau bénh pham
v6i  phiéu  xét
nghiém hodc théng

tin cia ngudi bénh.

Khép théng tin
pham,
nghiém

bénh

phiéu  xét

D6i chiéu va kiém tra dung
théng tin trén bénh pham,
phiéu xét nghiém

Ghi mia s6 mau
hoac ho tén bénh
nhan Ghi mia sb

Khép ma so
hoac thong tin
nhan

Ghi dting ma s6 mau hoac ho
tén bénh nhan




mau hoic ho tén
bénh nhan
5 | Phan ldp vikhuan |C6 duoc vi khuan | C6 duge vi khuan thuan
thuan chhurng phuc vu cho vi¢c luu
gitr
6 |Pinh danh vi|DPinh danh duogc vi|DPinh danh dugc dung tén
khuan khuan, tén vi khuan loai, chi
7 |Cay vao méi|Luu gitt chang vi|Ciy déu tay, dudng cay
truong khuan khong thua, khong day, du
luong vi khuén dé c6 thé moc
trén moi truong
8 | Bao quan lanh Luu giit ching vi|Pé dung vao ta lanh, bao
khuén quan ¢ nhiét do phu hop
9 |Pinhkykiémtra |Pam bao duoc chat | Cly sang mdi trudng khac dé
(cdy ra mt, nhiét 6 | luong cua ching ther nghiém vi khuan con
tu) hoat dong hay khong, nhiét
d6 ta c6 nam trong ngudng
phu hop dé luu gitt duoc
chung, ma khong lam chét vi
khuan.
10 | Thu don dung cu, | Dung cu dugc thu don | An toan, dang quy dinh
hoa chat, rac thai | va xi ly C6 sir dung dung dich diét
khuan
11 | Rua tay Ban tay sach khi két | Sach va ding quy dinh
thac nhiém vu
12 | Ghi két qua vao so | Ghi lai két qua vao so | Ghi duoc ding cot, dung tén
luu dé luu lai bénh nhan, ding mau bénh
pham
2. Bang kiém
Phu luc 2: Bang kiém k§ thuit luu trir chiing vi khuén
Danh gia
STT Noi dung ~
Dat Khong Dat

Chuan bi thiét bi va do dung

Chuan bi hoa chét, méi truong, sinh bénh pham

Kiém tra d6i chiéu mau bénh phadm vdi phi€u xét




nghiém hodc thong tin cia ngudi bénh.

4 | Ghi ma s6 mau hoic ho tén bénh nhan Ghi ma sé mau
hoac ho tén bénh nhan

5 | Phan lap vi khuan

6 | Dinh danh vi khuan

7 | Cay vao moi truong

8 | Bao quan lanh

9 | Dinh ky kiém tra (céy ra mt, nhi¢t do tu)

10 | Thu don dung cu, hoa chat, rac thai

11 | Rua tay

12 | Ghi két qua vao so luu




BAI 6. THUC HANH KY THUAT XAC PINH VI KHUAN KHANG THUOC
MUC TIEU

* Ky nang

1. Thuc hi¢n dugc ding quy trinh ky thuat xac dinh MRSA.

2. Thyc hi¢n dugc ding quy trinh ky thuat xac dinh ESBL.

3. Nhén dinh duoc két qua vi khuin MRSA va vi khuén sinh ESBL.

* Nang luc tw chii va chiu trach nhiém

4. Can than, trung thuc va an toan trong khi thuc hién ky thuat.

5. Hinh thanh duoc k¥ ning lam viéc doc 1ap va kha niang phdi hop trong lam viée
nhom trong khi thyc hanh.

NOQI DUNG

1. Nguyén tic

+ Nguyén tic cia ky thudt xdc dinh tu cau vang khdng methicillin

Tu cau vang (Staphylococcus aureus) 1a mot cau khuan Gram dwong, khong
c6 16ng, khong di dong, khong sinh nha bao. S.aureus tim thiy trong hé vi sinh vat
cu trdi tai mang nhay mili & 20 — 40% déan s6 n6i chung. Khi hang rao nhay va da bi
ton thuong, vi du nhu cac bénh da man tinh, vét thuong, phau thuat, S.aureus co thé
xam nhap vao cac 16p md dudi da hodc mau va gay nhiém trung. Nguoi bénh cé
cac dung cu y té xam lan nhu catheter tinh mach trung tdm va ngoai vi hoic suy
giam hé mién dich c6 nguy co nhiém S.aureus.

Methicillin 1a mét penicillin ban tong hop bao vé vong betalactam khong bi
thuy phan boi penicillinase dugc gioi thi¢u vao nam 1959, ngay sau khi dugc dua
vao sir dung trén 1am sang, tu cau vang khang methicillin (Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus — MRSA) da dugc bao cdo. Su bung phat cuia MRSA xay ra
& chau Au vao dau nhitng nam 1960. Do ddc tinh, hi¢n nay methicillin khong con
dugc sir dung cho ngudi va thay vao dé 1a cac penicillin 6n dinh hon nhu oxacillin,
flucloxacillin va dicloxacillin. Du vy, thudt ngi tu ciu vang khang methicillin van
tiép tuc dugc sir dung. Bén canh d6, MRSA con c6 kha nang khéang nhiéu nhom
khang sinh khac da tro thanh van dé 16n.

MRSA khé pho bién & hau hét cac bénh vién & chau A, ty 16 MRSA chiém
t6i 50% cac nhidém trung huyét do tu cau vang. Ty 18 khang methicillin cao lién
quan dén tinh trang sir dung khang sinh rong rii ciing nhu tinh trang dan s6 dong 1a
diéu kién thuan loi dé lan truyén nhanh cac chiing dé khang.

MRSA c6 thé giy ra nhiéu loai nhiém tring, nhu SSTIs, viém phdi, nhiém

trung xuong khép, hoi chimg séc nhiém doc (1a mot bién chimg hiém gip, de doa



tinh mang) va nhiém tring huyét, c6 thé dan dén viém noi tAm mac hoic séc nhiém
khuan.

Mau bénh pham vi sinh lién quan dén MRSA c6 thé phan lam hai loai: mau
]am sang va mau sang loc. Mau 1am sang (vi du nhu dich mu, mé siu, ddm va mau)
duoc léy tr nguoi bénh ¢ tri¢u chiig hoac dAu hiéu chan doan nhiém trung. Mau
sang loc (nhu phét miii, day chau va hong) dugc thu thap dé xac dinh cac truong
hop vi khuan cu tra khong gay bénh.

Dinh nghia khiang methicillin trong phong xét nghiém vi sinh 1am sang 1a
ndng d6 trc ché t6i thiéu oxacillin (MIC) > 4 meg/mL(6). Nhitng phuong phap khac
phat hién, nhu sir dung xét nghiém khuéch tan dia cefoxitin hodc mot sé phan tng
chudi polymerase dé phat hién cac gen mec. MIC < 2 mcg / mL dugc coi 1a nhay
cam.

+ Nguyén tic cia ky thudt xdc dinh trie khudn gram ém sinh ESBL

Men beta-lactamase phd rong (Extended Spectrum Beta-Lactamase - ESBL)
dugc tim thay 1an dau tién nam 1983 tai Pirc, thudng gip trong cac chung vi khuan
duong rudt dac bi¢t 1a Klebsiella sp, E.coli. ESBL hién dién trén cac vi khuén gram
am, chil yéu nhu Klebsiella pneumonia, Klebsiella oxytoca va Escherichia coli va
mot s6 vi khuan khac nhu Acinetobacter, Burkholderia, Citrobacter, Enterobacter,
Morganella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia va Shigella spp. Khi cac
chung vi khuan sinh ESBL thi dong nghia véi viéc chiing khang lai rat nhidu cac
khang sinh, dic biét 1a nhém cephaslosporin. Pay 1a ganh ning thyuc sy trong diéu
tri nhiém tring truc khuan gram (-). Nhitng vi khuan sinh ESBL c6 thé mic do lay
truyén tir ngudi nay sang ngudi khac, hodc do duoc chon loc qua viée ding khang
sinh. Vi vy viéc phong chdng, giam thiéu nhiing van dé do nhiing vi khuén d6 gay
nén chinh la viéc chéng nhiém khuén 4t tai cac trung tam cham soc dac biét va st
dung khang sinh hop 1y cho nhiing bénh nhan phai diéu tri dai ngay. Nhd mang
nhitng men ndy ma vi khuan c6 kha ning khang lai cac khang sinh trudc day da
tung ti€u diét no.

Tai Vi¢t nam, Theo thong bdo cia BO Y té nam 2003, vi khuan duong rudt
sinh ESBL 13 nguyén nhan cia 30-50% céc truong hop nhiém khuan Bénh vién,
cac chung VK duong rudt c6 ESBL dao dong 16n tuy theo tirng khu vuec.

2. Chuan bi
- Thiét bi, dung cu:
+ Ta ATSH cép 2.
+ Que céy.

+ Pén con.



+ Choi, hét rac.
+ 2 loai x6 dung rac thai 1a Xanh va Vang.
- Héa chat va méi trudng
- Chét khir nhiém.
3. Tién hanh
3.1. Ky thuat xac dinh MRSA

STT | NOI DUNG

Chuan bi nhan vién y té

Po6i mil, deo khéu trang, di ging

Chuan bj dung cu va trang thiét bi may moc

2 | Chuén bj héa chat

Chuan bi bénh phém

Kiém tra d6i chiéu mau bénh pham vdi phi€u xét nghi€ém hoac thong tin cua

nguoi bénh.

Ghi ma s6 mau hodac ho tén bénh nhan

Chon khéng sinh Cefoxitin (FOX)

Ghi céc thong tin 1én dia moi truong

Pha huyén dich vi khuan

4
5
6 | Chuan bi méi truong MH lam KSb
7
8
9

Lay huyén dich vao tim bdng vo khuan

10 | Ria cay

11 | bat khoanh FOX

12 | Pat dia KSP 0 nhiét 46 phong va dé vao trong ti 4m

13 | Poc két qua sau 16-18 gio

14 | Nhan dinh két qua theo CLSI

15 | Trakét qua

16 | Thu don dung cuy, hoa chat, rac thai

17 | Ruatay

18 | Ghi két qua vao s6 luu

3.2. K§ thuat x4c dinh ESBL

STT NOI DUNG

{ | Chuén bi nhan vién y t¢




Po6i mil, deo khau trang, di ging

Chuén bi dung cu va trang thiét bi may moc

2
Chuan bj héa chat
Chuan bj bénh pham
3 Kiém tra d6i chiéu mau bénh pham véi phiéu xét nghiém hodc thong tin cta
nguoi bénh.
4 | Ghi ma sb mau hoac ho tén bénh nhan
5 Chon 4-5 khang sinh dé dit xac dinh ESBL
(AMC, CAZ, CTX, CRO, FEP...)
6 | Chuan bi méi truong MH
7 | Ghi céc thong tin 1én dia moi truong
8 | Pha huyén dich vi khuan
9 | LAy huyén dich vao taim bong vo khuan
10 | Ria cay
bat khoanh khéng sinh dat AMC ¢ gitra va 4 khoanh con lai dat xung quanh
11 | theo nguyén tac khoanh cach khoanh 2 cm, khoanh cach thanh 1 cm.
12 | bat dia KSD ¢ nhiét d§ phong va dé vao trong tu am
13 | Poc két qua sau 18-24h
14 | Boc két qua theo CLSI
15 | Nhan dinh két qua
16 | Tra két qua
17 | Thu don dung cu, hoa chét, rac thai
18 | Ruatay
19 | Ghi két qua vao so luu

4. Nhan dinh két qua
- Bénh pham phai dung trong 6ng v6 khuan.

- Bam bao con su nguyén ven cua test va con han st dung.

- Khi lam test: nén thyc hién trong ti an toan sinh hoc, khi lam xét nghiém can

v0 khuén tranh bi nhiém tir bén ngoai vao, anh hudéng dén xét nghiém.

- Poc két qua dung thoi gian quy dinh ciia nha san xuat.




- Nhén dinh két qua k¥ thuat.
- Cac sai 86 va cach khéc phuc.
5. To6 chirc thwe hién

- Day hoc tryc tiép tai Phong thyc hanh Vi sinh — ky sinh tring.

- Giang vién huéng dan thyuc hanh dua trén quy trinh k§ thuat va bang kiém.

- Str dung két qua nudi cdy thuc té dé day hoc.

- Sinh vién thuc hanh theo nhém, 1an lugt thuc hién quy trinh k¥ thuét.

- Sinh vién ty hoc tir cac két qua nudi cdy thuc té khac nhau.
- Str dung thang diém dé danh gia.

LUQNG GIA

Noi dung: Lwong gia theo muc tiéu bing thang diém

1. Thang diém k¥ thuit xac dinh MRSA

STT Noi dung Thang dicm oz
0 1 2 | Heso
| Chuan bi nhan \jién y té
Doi mil, deo khau trang, di gang
Chuén bi dung cu va trang thiét bi may moc
2 | Chuan bi héa chat
Chuan bj bénh pham
Kiém tra dbi chiéu mau bénh pham véi phiéu
3 | xét nghiém hodc thong tin cua ngudi bénh.
4 | Ghi ma s6 mau hodc ho tén bénh nhan
5 | Chon khéang sinh Cefoxitin (FOX)
6 | Chuan bi mdi truong MH lam KSP
7 | Ghi céc thong tin 1én dia mdi trudong 2
8 | Pha huyén dich vi khuan 2
9 | Lay huyén dich vao taim bong v6 khuan
10 | Ria cy 2
11 | bat khoanh FOX
1 Daj:c dia KSP ¢ nhiét d6 phong va dé vao trong
tu am
13 | Poc két qua sau 16-18 gid 2
14 | Nhan dinh két qua theo CLSI 2




15 | Tra két qua

16 | Thu don dung cuy, hoa chat, rac thai

17 | Ruatay

18 | Ghi két qua vao so6 luu

Tong dieém

* Quy dinh:
e Khong lam: 0 diém
e Lam sai/ thiéu: 1 diém
e Lam dung va du: 2 diém
* Panh gia nang lyc tu chu va trach nhiém: Sinh vién thé hién tac phong can than,
chinh xac, trung thuc trong khi thuc hi¢n k¥ thuat
e Thé hi¢n tét : 4 diém
e Thé hién trung binh: 2 diém
e Khong thé hién duoc : 0 diém
Tong diém ti da: 50
Quy d6i sang thang diém 10

1 2 3 4 3) 6 7 8 9 10

0-5 6-10 | 11-15 | 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50

Sinh vién dat yéu cau khi dat mirc diém tir 5 tro 1én trén thang diém 10.
2. Thang diém k§ thuit xac dinh ESBL

Thang diém

STT Noi dung
0 1 2 | Hé

>
w
>

Chuan bi nhan vién y té

Po6i mil, deo khau trang, di ging

) Chuan bi dung cu va trang thiét bi may moc

Chuén bi hoa chét
Chuan bi bénh pham

5 Kiém tra d6i chiéu mau bénh pham véi phiéu
xét nghiém hodc thong tin cua nguoi bénh.

4 Ghi ma sb miu hodc ho tén bénh nhan

5 Chon 4-5 khang sinh dé dat xac dinh ESBL

(AMC, CAZ, CTX, CRO, FEP...)




6 | Chuan bj méi truong MH
7 | Ghi cac thong tin 1én dia moi truong
8 | Pha huyén dich vi khuan 2
9 | Lay huyén dich vao tim bdng vo khuan
10 | Ria cay 2
bat khoanh khéang sinh dat AMC ¢ gitra va 4 2
khoanh con lai dit xung quanh theo nguyén tic
11 | khoanh cach khoanh 2 c¢m, khoanh cach thanh
I cm.
1 Bé"c dia KSD & nhiét do phong va dé vao trong
tu am
13 | Poc két qua sau 18-24h
14 | Boc két qua theo CLSI
15 | Nhan dinh két qua 2
16 | Tra két qua
17 | Thu don dung cy, hoa chat, rac thai
18 | Rua tay
19 | Ghi két qua vao s0 Iuu
Tong diém

* Quy dinh:
e Khong lam: 0 diém
e Lam sai/ thiéu: 1 diém
e Lam dang va du: 2 diém
* Panh gia nang lyc tu chu va trach nhiém: Sinh vién thé hién tac phong can than,
chinh xdc, trung thuc trong khi thuc hi¢n ky thuat
e Thé hién t6t - 4 diém
e Thé hién trung binh: 2 diém
e Khong thé hién dugc - 0 diém
Téng diém t6i da: 50
Quy doi sang thang diém 10

1 2 3 4 3) 6 7 8 9 10

0-5 6-10 | 11-15 | 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50




Sinh vién dat yéu cau khi dat mirc diém tr 5 trd 1én trén thang diém 10.
CAC PHU LUC
1. Quy trinh

Phu luc 1. Quy trinh ky thuit xac dinh MRSA

STT Néi dung Y nghia Tiéu chuan phai dat
1 | Chuan bi thiét bi| Thiét bi, d6 dung sin | Pay du, sach hoic vo khuan,
va d6 ding sang, gilp cho thao tac | sap xép ngan nap cac muc:
k¥ thuat thuan loi - Gang tay, khau trang
- Dung dich sat khuan
-Tu ATSH,
- Pén con, que cay,
- Lam kinh khd sach
- BUt viét kinh

2 |Chuan bi hoéa|Hoéa chat, méi truong, | Pay du, sach hoic vo khuan,
chat, méi truong, | sinh bénh pham sin | sap xép ngan nap:
sinh bénh pham | sang, gilp cho thao tac | - Dai Etest

k¥ thuat thuan loi - Canh thang Mueller-Hinton
0,5 ml
- Thach dia Muller Hinton
- Khang sinh bét sir dung
cho nghién ctu thu nghiém
- P duc chuan McFarland
0,5
- Nudéc mudi 0,85% v triing
- Chuang vi khuan thuan, méi
18-24 gio.

3 |Kiém tra doi|Khdp thong tin bénh | Doi chiéu va kiém tra ding
chitu mau bénh | pham,  phiéu  xét |théng tin trén bénh pham,
pham véi phiéu | nghiém phiéu xét nghiém
xét nghiém hoac
thong tin cua
nguoi bénh.

4 | Ghi ma s6 mau|Khsp ma s6 mau hoic | Ghi ding ma s6 mau hoic ho

hoac ho tén bénh

thong tin bénh nhén

tén bénh nhan




nhan

5 | Chon khang sinh | Chuan bi khang sinh | Bung khang sinh cho wvi
Cefoxitin (FOX) | danh cho vi khuan gidp | khuan
cho k¥ thuat thuan loi.
6 |[Chuan bi mdi|Chuan bi méi truong | Pung méi truong MH
truong MH lam | MH sin gilp cho k§y
KSb thuat thuan loi.
7 | Ghi cac théng tin | BPia mé6i truong duoc | Ghi dung théng tin 1én dia
1én dia moi truong | ghi thong tin dung moi truong
8 | Pha huyén dich vi | Pha lodng khuan lac|Do duc cua huyén dich so
khuén trudc khi ciy 18n mdi | voi émg do do duc Mc
truong Farland twong duong nhau
9 |Lay huyén dich | Chuan bi cho qua trinh | Pau boéng phai tham déu
vao tim bdng vo | ria ciy huyén dich
khuan
10 |Ria cay Cay déu vi khuan Ién | Vi khuan duoc trai déu trén
trén mat thach mit thach, Puong ciy déu,
pha kin mat thach.
11 | Dit khoanh FOX | Bé vi khuan c6 thé tiép | Pat dung vi tri, khong dé
xuc véi khang sinh cham thanh.
12 |Pit dia KSP & | Dé vi khuan co du diéu | Bat dung vao ta 4m, nhiét do
nhiét do phong va | kién dé phat trién thich hop
dé vao trong tu
am
13 | Poc két qua sau |Dé vi khuan cd thoi | Poc dugc két qua vi khuan
16-18 gio gian dé phat trién
14 | Nhan dinh két qua | Dya vao CLSI dé xem Biét cach doc, nhan dinh
theo CLSI mtc d6 nhay cam cua | mac do nhay cam dugc két
khang sinh véi  vi|quaS,IR
khuan
15 | Tra két qua Pé xac dinh duoc vi | Pung nguoi bénh, ding keét
khuan nhay cam, hay | qua.
dé khang
16 | Thu don dung cu, | Dung cu duoc thu don | An toan, dung quy dinh

héa chat, rac thai

va xu ly

Co sur dung dung dich diét




khuan

17 | Rura tay Ban tay sach khi két | Sach va dang quy dinh
thdc nhiém vu
18 | Ghi két qua vao | Ghi lai két qua vao so | Ghi duoc ding cot, dung tén

sO luu

dé luu lai

bénh nhan, dang mau bénh
pham

Phu luc 2. Quy trinh k¥ thuét xac dinh vi khuan sinh ESBL

STT

Noi dung

Y nghia

Tiéu chuan phai dat

1

Chuan bi thiét bi

va do dung

Thiét bi, dd6 dung san
sang, giap cho thao tac
ky thuat thuan loi

Pay du, sach hoic vo khuan,
sap xép ngin nap cac muc:

- Ging tay, khau trang

- Dung dich sat khuan

-Tu ATSH,

- Bén con, que cay,

- Lam kinh kho sach

- Bat viét kinh

Chuan  bi

chat, moi truong,

hda

sinh bénh pham

Hoa chat, méi truong,
sinh bénh pham sin
sang, gilp cho thao tac
ky thuat thuan loi

Pay du, sach hoic vé khuan,
sap Xép ngan nap:

- Chang vi khuan thuan, maéi
18-24 gio.

- Dai Etest

- Canh thang Mueller-
Hinton 0,5 ml

- Thach dia Muller Hinton

- Khéang sinh bét st dung
cho nghién ctu thir nghiém

- P6 duc chuan McFarland
0,5

- Nudc mudi 0,85% vo tring
- Chang vi khuan thuan, méi
18-24 gio.

Kiém tra do1 chiéu
mau bénh phim
xét

vo1  phicu

nghiém hodc

Khép thong tin bénh
pham, phiéu xét nghiém

Poi chiéu va kiém tra dung
thong tin trén bénh pham,
phiéu xét nghiém




thong tin  cula

ngudi bénh.

4 | Ghi md s6 mau|Khsp ma sé mau hoic | Ghi ding mad s6 mau hoaic
hoac ho tén bénh | thdng tin bénh nhan ho tén bénh nhan
nhan

5 | Chon 4 -5 khang | Chon khang sinh trudc | Pung loai khang sinh, ding
sinh dé dat xac | gilp cho thao tac dién | liu lugng khang sinh phi
dinh ESBL (AMC, | gia dé dang thuan loi | hop vi khuan theo CLSI
CAZ, CTX, CRO,

FEP...)

6 |Chuan bi moéi|Gilp cho thao tac dién | Liy dwoc ding mdi truong
truong MH gia dé dang thuan loi | MH dé & nhiét 6 phong

hon

7 | Ghi cac thong tin | Bia moéi truong duoc | Ghi ding thong tin 1én dia
1én dia moi truong | ghi thong tin dung moi truong

8 | Pha huyén dich vi | Pha lodng khuan lac | Do duc cua huyén dich so
khuan truéc khi cdy 1én moi|véi éng do do duc Mc

truong Farland twvong duong nhau

9 |Lay huyén dich | Chuan bj cho qua trinh | Pau béng phai thim déu
vao tim boéng vo | ria cay huyén dich
khuén

10 |Riacéy Cay déu vi khuan 1én | Vi khuan duoc trai déu trén

trén mat thach mat thach, Puong ciy déu,
phu kin mat thach.

11 | Pat khoanh khang | Dé vi khuan c6 thé tiép | Dat dung vi tri, khong dé sat
sinh dat AMC ¢ | xuc vai khang sinh thanh, khong dat qua xa
gitta va 4 khoanh cling khong qua gan
con lai dat xung
quanh theo
nguyeén tac
khoanh cach
khoanh 2 cm,
khoanh cach
thanh 1 cm.

12 |Pat dia KSP ¢ | Dé vi khuan c6 du diéu | Bit dung vao ti am, nhiét do




nhiét do phong va | kién dé phat trién thich hop
dé vao trong tu
am
13 |[Poc két qua sau | Dé vi khuan co thoi | Poc duoc két qua vi khuan
16-18 gio gian dé phat trién
14 | Poc két qua theo | Dya vao bang CLSI Poc duoc dung két qua theo
CLSI CLSI
15 | Nhan dinh két qua | Dwa vao CLSI dé xem | Biét cach doc, nhan dinh
mtc d6 nhay cam cua | mic d6 nhay cam duoc két
khang sinh véi vi khuan | qua S,1,R
16 | Tra két qua Pé xac dinh dugc vi | Ping nguoi bénh, ding két
khuan nhay cam, hay dé | qua.
khang
17 | Thu don dung cu, | Dung cu duoc thu don | An toan, dting quy dinh
hoa chat, rac thai | va xu ly C6 st dung dung dich diét
khuan
18 | Rura tay Ban tay sach khi két | Sach va ding quy dinh
thdc nhiém vu
19 | Ghi két qua vao | Ghi lai két qua vao so | Ghi dugc ding cot, dung tén
s6 luu dé luu lai bénh nhan, ding mau bénh
pham
2. Bang kiém
Phu luc 3. Bang kiém quy trinh ky thuat xdc dinh MRSA
Danh gia
STT Noi dung
Pat | Khong dat
{ Chuén bj nhan vién y té
Doi mil, deo khau trang, di gang
Chuan bi dung cu va trang thiét bi may moc
> | Chuan bj hoa chat
Chuan bi bénh pham
; Kiém tra doi chiéu mau bénh pham véi phicu xét

nghiém hodc thong tin ctia ngudi bénh.

Ghi ma s6 mau hoac ho tén bénh nhan




5 | Chon khang sinh Cefoxitin (FOX)

6 | Chuin bi méi truong MH 1am KSP

7 | Ghi cac thong tin 1én dia moi truong

8 | Pha huyén dich vi khuan

9 | Lay huyén dich vao tim bong v6 khuan

10 | Ria cay

11 | Bat khoanh FOX

12 | bat dia KSD & nhiét 46 phong va dé vao trong ti am

13 | boc két qua sau 16-18 gio

14 | Nhan dinh két qua theo CLSI

15 | Trakét qua

16 | Thu don dung cu, hoéa chat, rac thai

17 | Rua tay

18 | Ghi két qua vao s6 luu
Phu luc 4. Bang kiém quy trinh ky thuat x4c dinh vi khuin sinh ESBL
STT Noi dung Danh gia

bat | Khong dat
| Chuan bi nhan vién y té

Po6i mii, deo khau trang, di ging

Chuan bi dung cu va trang thiét bi may moc

2 | Chuan bi héa chat
Chuan bi bénh pham

3 Kiém tra d6i chiéu mau bénh pham véi phiéu xét
nghiém hodc thong tin cua ngudi bénh.

4 Ghi ma s6 mau hodc ho tén bénh nhan

5 | Chon 4-5 khang sinh dé dat x4c dinh ESBL
(AMC, CAZ, CTX, CRO, FEP...)

6 | Chuan bi méi truong MH

7 | Ghi cac thong tin 1én dia moi1 truong

8 | Pha huyén dich vi khuan

9 | Lay huyén dich vao tim bong v6 khuan

10 | Ria cay
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bat khoanh khang sinh dat AMC ¢ gitra va 4 khoanh
con lai dat xung quanh theo nguyén tic khoanh cach
khoanh 2 cm, khoanh cach thanh 1 cm.

12 | Dat dia KSD ¢ nhiét d6 phong va dé vao trong ti 4m
13 | Poc két qua sau 18-24 gid

14 | Poc két qua theo CLSI

15 | Nhan dinh két qua

16 | Tra két qua

17 | Thu don dung cu, hoa chat, rac thai

18 | Rua tay

19 | Ghi két qua vao s6 luu
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