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1. Mục đích
Quy trình cấy nước tiểu hướng dẫn cách thực hiện nuôi cấy, định lượng và định danh một số vi sinh vật thường gây nhiễm trùng đường tiết niệu.

2. Phạm vi áp dụng

- Quy trình này áp dụng cho Khoa Vi khuẩn – Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương khi tiến hành nuôi cấy, phân lập và định danh các vi khuẩn gây bệnh thường gặp trong bệnh phẩm nước tiểu.

- Áp dụng cho các bệnh phẩm nước tiểu được thu thập từ bệnh nhân có triệu chứng nhiễm trùng đường tiết niệu hay từ bệnh nhân có các yếu tố nguy cơ nhiễm trùng đường tiết niệu. 

- Bệnh phẩm nước tiểu bao gồm các loại sau: nước tiểu giữa dòng, nước tiểu lấy qua ống dẫn lưu, chọc hút trên xương mu, nước tiểu lấy từ thận, niệu quản, bàng quang qua can thiệp phẫu thuật, thủ thuật.

3. Trách nhiệm  
3.1. Trưởng khoa 

· Phê duyệt quy trình xét nghiệm.

3.2. Trưởng phòng thí nghiệm

· Phê duyệt quy trình kỹ thuật
· Xem xét kết quả và ký phiếu trả lời kết quả xét nghiệm

· Cập nhật các thay đổi của quy trình

3.3. Cán bộ đầu mối 

· Kiểm soát chất lượng toàn bộ quy trình

· Cập nhật các thay đổi của quy trình

3.4. Nhân viên PTN

· Thu thập mẫu nước tiểu đúng theo hướng dẫn và vận chuyển mẫu để có được bệnh phẩm tốt nhất cho nuôi cấy. Thông tin loại mẫu thu thập cần phải thể hiện trong phiếu xét nghiệm đi kèm để phòng xét nghiệm có căn cứ biện luận kết quả nuôi cấy.

· Thực hiện thao tác xét nghiệm theo quy trình chuyên môn và an toàn sinh học 
· Nhân viên làm xét nghiệm phải được đào tạo và có chứng chỉ hoặc chứng nhận về chuyên ngành Vi sinh y học

· Điền các biểu mẫu liên quan 
· Người sử dụng tuân thủ hướng dẫn sử dụng thiết bị

4. Định nghĩa và từ viết tắt

4.1. Định nghĩa 

Mẫu: Các bệnh phẩm là nước tiểu thu thập từ bệnh viện và cộng đồng
4.2. Các từ viết tắt

ATSH: An toàn sinh học
QLCL: Quản lý chất lượng

VSDT: Vệ sinh dịch tễ

CFU: colony forming unit

CLED: Chromogenic Coliform Agar

MC: MacConkey

ATCC: American type culture collection
BA: Blood agar

5. Nguyên lý

Sử dụng phương pháp cấy định lượng và các môi trường thạch dinh dưỡng nhằm phát hiện vi khuẩn hiện diện trong nước tiểu. Số lượng vi khuẩn gây bệnh này tùy theo từng loại bệnh phẩm nước tiểu thu thập được. 
6. An toàn

Tất cả các bệnh phẩm được xem như là nguồn lây bệnh.

Sử dụng các dụng cụ bảo hộ đầy đủ để đảm bảo an toàn cho người và mẫu trong quá trình làm thí nghiệm. 

Các bước của quy trình được thực hiện trong tủ an toàn sinh học cấp 2 trừ các bước ly tâm.   

7. Đặc trưng kỹ thuật

Độ đặc hiệu: 100%
Độ chính xác: 100%
Hạn chế: Đòi hỏi kỹ thuật viên được đào tạo bài bản, có kỹ năng và kinh nghiệm phòng xét nghiệm
8. Nguyên vật liệu và trang thiết bị 

a. Nguyên vật liệu: 
Môi trường nuôi cấy: 

- Thạch máu  

- Thạch Mac Conkey
- Thạch chọn lọc cho nuôi cấy nước tiểu (Uriselect, Chromogenic agar…) nếu có 

Hóa chất: 

- Bộ thuốc nhuộm Gram 

Các chủng quốc tế ATCC: Các chủng chuẩn quốc tế ATCC để kiểm tra chất lượng môi trường, hóa chất, sinh phẩm.
b. Trang thiết bị: 

- Tủ an toàn sinh học cấp 2 

- Kính hiển vi quang học 

- Tủ ấm thường 35 - 37(C 

- Tủ ấm CO2/hoặc các thiết bị tạo CO2

- Máy ly tâm tế bào (nếu có)

c. Dụng cụ
- Bộ pipet đơn kênh: P10, P100, P300, P1000

- Đầu côn vô trùng 

- Que cấy định lượng 0,001 ml (1µl) và 0,01 ml (10µl)

- Đèn cồn 

- Lam kính 

- Dầu soi

- Giá để tube
- Găng tay y tế 
9. Kiểm soát chất lượng

- Các loại sinh phẩm, môi trường nuôi cấy phải còn hạn sử dụng và trước khi sử dụng phải được tiến hành kiểm tra chất lượng để đảm bảo chất lượng. 

- Kiểm tra chất lượng môi trường: mỗi lô môi trường sản xuất ra phải được kiểm tra về độ vô khuẩn, khả năng mọc của vi sinh vật và khả năng tạo ra các phản ứng sinh hóa thích hợp. 

- Kiểm tra chất lượng tiêu bản nhuộm. 

- Các loại dụng cụ, hóa chất, môi trường nuôi cấy phải được kiểm tra để đảm bảo không bị nhiễm bẩn.

10. Nội dung 

10.1. Lưu đồ (không áp dụng)
10.2. Các bước thực hiện
a. Chuẩn bị
Lấy, bảo quản và vận chuyển bệnh phẩm: 
Cách thu thập mẫu nước tiểu:
- Nước tiểu giữa dòng: Đây là loại nước tiểu thường thu thập gửi đến phòng xét nghiệm nhất. Thời điểm lấy tốt nhất là vào buổi sáng, lúc này vi khuẩn đã có thời gian sinh sôi trong đêm tại bàng quang. Lưu ý cần phải loại bỏ (khoảng 30 ml) phần nước tiểu đầu dòng vì phần này thường bị ngoại nhiễm các vi khuẩn thường trú tại vùng niệu-sinh dục. Lượng nước tiểu 30 ml sau đó được lấy vào lọ vô trùng miệng rộng (thể tích khoảng 50ml). Đậy chặt nắp lọ sau khi lấy xong. 
- Lấy nước tiểu qua ống dẫn lưu: Bệnh nhân có ống dẫn lưu nước tiểu là đối tượng có nguy cơ cao mắc nhiễm trùng đường tiết niệu. Để tránh ngoại nhiễm, cần sát trùng vùng catheter rút nước tiểu bằng cồn 900, rút nước tiểu bằng kim tiêm vô trùng. Lưu ý: không thu thập nước tiểu trong túi chứa nước tiểu và đầu catheter ống dẫn lưu nước tiểu để nuôi cấy thường có nhiều vi khuẩn thường trú tăng sinh.
- Lấy nước tiểu qua chọc hút trên xương mu, từ thận, niệu quản, bàng quang qua can thiệp phẫu thuật, thủ thuật: Đây là các phương pháp khá xâm lấn để thu thập nước tiểu mà không bị ngoại nhiễm. Kết quả nuôi cấy từ bệnh phẩm này phản ánh khá chính xác tình trạng nhiễm trùng tiểu.
b. Lưu trữ mẫu
- Mẫu nước tiểu cần được đưa xuống phòng xét nghiệm ngay trong vòng 2 giờ để nuôi cấy. 

- Nếu không thể vận chuyển được ngay đến phòng xét nghiệm thì giữ trong ngăn mát tủ lạnh 40C trong vòng 18 giờ. 

c. Tiếp nhận mẫu

- Quan sát tình trạng của dụng cụ chứa bệnh phẩm.

- Quan sát điều kiện bảo quản và thời gian vận chuyển phù hợp. 

- Đối chiếu các thông tin trên phiếu chỉ định xét nghiệm và lọ chứa bệnh phẩm. Bổ sung phần còn thiếu (nếu có) vào phiếu yêu cầu. Thông tin về chẩn đoán bệnh giúp xử lý bệnh phẩm tốt hơn.  

- Ghi nhận ngày nhận mẫu, thời điểm nhận mẫu và người nhận.

d. Tiêu chuẩn từ chối mẫu
- Bệnh phẩm không có dán nhãn thông tin. 

- Bệnh phẩm rò rỉ, chảy ra khỏi dụng cụ chứa bệnh phẩm. 

- Bệnh phẩm là đầu catheter ống dẫn lưu nước tiểu. 

- Nước tiểu đựng trong môi trường tăng sinh. 

- Nước tiểu trên 48 giờ (nếu không bảo quản trong môi trường acid boric).
e. Thực hiện xét nghiệm
- Phòng vi sinh tiếp nhận và xử lí ngay các mẫu nước tiểu. Nếu không thể tiến hành xét nghiệm ngay thì cần giữ trong tủ lạnh ở 4(C. 

- Quá trình xét nghiệm mẫu nước tiểu bao gồm các bước sau:

 Bước 1: Thực hiện một mẫu nhuộm Gram 

- Đây là bước ban đầu để xét nghiệm mẫu nước tiểu, phòng xét nghiệm có thể quyết định thực hiện để khảo sát sự hiện diện của vi khuẩn và tế bào trong mẫu hay bỏ qua nếu không có điều kiện. Dùng pipette Pasteur trộn đều mẫu nước tiểu và hút 1 giọt 141 nhỏ lên lame kính, không dàn đều ra. Làm khô mẫu bằng nhiệt và nhuộm Gram. Soi mẫu dưới kính hiển vi dầu có độ phóng đại 100x, tìm sự hiện diện của vi khuẩn, bạch cầu đa nhân và tế bào biểu mô. 

- Nếu thấy > 10 vi khuẩn/vi trường, số lượng vi khuẩn trong mẫu nước tiểu tương đương > 105 /ml. 

- Nếu thấy > 10 tế bào bạch cầu đa nhân/vi trường: đây là dấu hiệu chứng tỏ tình trạng nhiễm trùng tiết niệu. 

- Nếu có nhiều tế bào biểu mô trong mẫu nước tiểu của bệnh nhân nữ, bất kể số lượng vi khuẩn: đây là dấu hiệu mẫu nước tiểu bị nhiễm vi khuẩn thường trú vùng âm hộ, âm đạo. 

- Nếu có yêu cầu kết quả khẩn cấp, kết quả nhuộm Gram cần gửi ngay cho bác sĩ điều trị kèm ghi chú “Kết quả nuôi cấy sẽ được trả sau”. 

Bước 2: Sàng lọc 

Cách 1: Sàng lọc dựa trên kết quả soi lame: nếu soi nhuộm Gram không có vi khuẩn và bạch cầu: mẫu nước tiểu được đánh giá là không nhiễm trùng, vì vậy không cần phải tiến hành nuôi cấy. 

Cách 2: Dùng que nhúng phát hiện nhanh leukocyte esterase hay nitrate (que nhúng test nhanh Tổng phân tích nước tiểu). 

Nếu kết quả test nhanh phát hiện có men leukocyte esterase hay nitrate + có vi khuẩn trên tiêu bản nhuộm > 105 /ml: cần nuôi cấy mẫu nước tiểu ngay để tránh vi khuẩn ngoại nhiễm tăng sinh. 

Nếu kết quả test nhanh không phát hiện men leukocyte esterase hay nitrate + không có vi khuẩn trên tiêu bản nhuộm: trả kết quả test sàng lọc nhiễm trùng tiểu âm tính, không cần thiết phải nuôi cấy. 

*Lưu ý: test nhúng nước tiểu có thể không đủ nhạy để phát hiện nếu mẫu nước tiểu có lượng vi khuẩn dưới 105 /ml. Có thể bỏ qua bước thực hiện que nhúng phân tích nước tiểu nếu phòng xét nghiệm chưa trang bị được 

Bước 3: Nuôi cấy nước tiểu định lượng 
- Dùng que cấy 1µl để lấy nước tiểu và thực hiện nuôi cấy định lượng trên môi trường Blood agar và MacConkey agar. 
- Lắc nhẹ mẫu nước tiểu cho đều, cho que cấy 1 µl chạm vào mẫu nước tiểu theo chiều thẳng đứng. Lưu ý không nhúng cả que cấy vào sâu trong mẫu nước tiểu.
- Dùng que cấy đã lấy nước tiểu vạch 1 đường giữa đĩa thạch (hình 1), ria đường zig-zag gần nhau cắt ngang qua đường giữa, vạch những đường song song với đường zig-zag
- Tiến hành tương tự cấy trên thạch MacConkey. 
- Ủ các đĩa cấy ở 35(C qua đêm. 
- Lưu ý: Có thể thay thế môi trường nuôi cấy blood agar và MacConkey bằng môi trường chọn lọc cho nước tiểu (ví dụ như CLED agar, …)
11. Diễn giải và báo cáo kết quả

- Nếu không có khuẩn lạc (khóm) mọc trên các môi trường thạch: Trả kết quả Nuôi cấy nước tiểu âm tính. 
- Nếu có vi khuẩn mọc trên thạch, biện luận kết quả như sau: 
a. Biện luận kết quả cấy nước tiểu định lượng 
- Trường hợp 1: 
+ Vi khuẩn nuôi cấy < 10 CFU/đĩa: lượng vi khuẩn tương đương < 104 CFU/ml: Trả kết quả Không phát hiện vi khuẩn gây nhiễm trùng tiểu. 
+ Ngoại lệ: Thực hiện định danh và kháng sinh đồ cho vi khuẩn < 104 CFU/ml ở những trường hợp sau: mẫu nước tiểu lấy từ bàng quang qua sinh thiết trên xương mu, qua nội soi bàng quang, trên bệnh nhân nữ có triệu chứng nhiễm trùng tiểu rõ, mẫu nước tiểu có tế bào mủ.
- Trường hợp 2: 
+ Vi khuẩn nuôi cấy có lượng từ 10-100 khuẩn lạc (khóm) /đĩa tương đương với 104 -105 CFU/ml. Biện luận như sau: 
+ Nếu bệnh nhân không có triệu chứng nhiễm trùng tiết niệu: đề nghị lấy 1 mẫu nước tiểu nữa và tiến hành nuôi cấy định lượng lại. 
+ Nếu bệnh nhân có triệu chứng nhiễm trùng tiết niệu + mẫu cấy có 1 hay 2 loại vi khuẩn: tiến hành định danh và làm kháng sinh đồ. 
+ Nếu bệnh nhân không có triệu chứng nhiễm trùng tiết niệu, hay triệu chứng không rõ ràng, kết quả soi đếm bạch cầu, vi khuẩn ít: trả kết quả số lượng CFU + đề nghị lấy 1 mẫu nước tiểu nữa và tiến hành nuôi cấy định lượng lại. 
- Trường hợp 3: 
Số lượng vi khuẩn > 105 CFU/ml + mẫu cấy có 1-2 loại vi khuẩn: Thông báo số lượng và hội chẩn với bác sĩ điều trị, từ đó có thể tiến hành định danh và làm kháng sinh đồ khi có yêu cầu.
- Trường hợp 4: Nếu mẫu cấy có có trên 2 loại vi khuẩn ở trường hợp 2 và 3: báo cáo kết quả: “Mẫu tạp nhiễm, yêu cầu lấy lại mẫu nước tiểu đúng cách.” 
b. Định danh và thực hiện kháng sinh đồ với các chủng nuôi cấy đạt số lượng gây bệnh (hay có khả năng là tác nhân gây nhiễm trùng tiết niệu trên lâm sàng). 
c. Các vi khuẩn gây bệnh thường gặp trong nhiễm trùng tiết niệu 
Enterobactericeace, Pseudomonas, Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus 
(phụ nữ trẻ).
12. Xử lý chất thải

Các chất thải dạng rắn phát sinh trong quá trình làm thí nghiệm được cho vào túi đựng rác thải y tế trong những hộp inox kín, vận chuyển tới phòng khử nhiễm, Khoa ATSH và QLCL Viện VSDT để tiệt trùng. 

13. Lưu ý 
- Luôn trả kết quả định danh và kháng sinh đồ Burkholderia pseudomallei và Streptococcus group B ở bất cứ số lượng nào. 
- Nấm hạt men phân lập từ nước tiểu lấy qua catheter: thực hiện xét nghiệm sinh ống mầm và trả kết quả định danh, đề nghị cân nhắc rút catheter.
14. Hồ sơ

	STT
	Tên hồ sơ
	Đơn vị lưu trữ
	Hình thức lưu
	Thời gian lưu

	1
	Hồ sơ nuôi cấy mẫu bệnh phẩm nước tiểu
	PTN VKKKS
	Bản cứng
	3 năm

	2
	Hồ sơ pha môi trường
	PTN MTVK
	Bản cứng
	3 năm


15. Tài liệu tham khảo

Vi khuẩn Y học – Giáo trình đào tạo sau đại học. Viện vệ sinh dịch tễ Trung ương. Nhà xuất bản y học - 2011

Hướng dẫn thực hành kỹ thuật xét nghiệm vi sinh lâm sàng. Bộ Y tế. Nhà xuất bản Y học - 2017
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