TIEL CHUAN VIET NAM TCVN 4829 : 2001

Soat xét ldn 1

Vi sinh vat hoc - Huéng dan chung vé
phuong phap phat hién Salmonella

Microbiology — General guidance on methods for the detection of Salmonella

Canh bao - D& bao vé sirc khoé cho nhan vién phéng thi nghiém, cac phép thir phat hién
Salmonella chi dugc tién hanh trong cac phong thi nghiém dugc trang bi ddy du, dudi su
kiém soat ctia can bd vi sinh vat cé ky nang, va phai hét sirc can than khi thai loai cac vat ligu

da cay mau.

1 Pham vi ap dung
Tiéu chudn nay dua ra hudng dan chung vé phuong phap phat hién Salmonella.

Gigi han cdia phuong phap dudc trinh bay trong phan gidi thiéu. Tiéu chudn nay ap dung cho thuc phdm
ho#c thifc &n chan nudi.

Nhiét do nuéi cdy (35°C hozdc 37°C) s& do cac bén c6 lién quan thoa thuan va phai duge qui dinh trong
bao céao thif nghiém.
2 Tiéu chuan vién dan

TCVN 4881 : 1989 (ISO 6887: 1983), Vi sinh vat hoc - Hudng dan chung vé cach pha ché cac dung
dich pha loang dé kiém nghiém vi sinh vat.

TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218: 1997), Vi sinh vat trong thuc phdm va trong thifc an gia stc — Nguyén

tac chung vé kiém tra vi sinh vat.

3 Dinh nghia

Trong tiéu chudn nay &p dung cac dinh nghia sau:
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3.1 Salmonella (Salmonella): Vi sinh vat hinh thanh cac khudn lac dién hinh trén mai trudng dac
chon loc, ¢é nhitng d3c tinh sinh hoa va huyét thanh hoc nhu duge mé ta khi thir nghiém duogc ti€n hanh

theo tiéu chudn nay.

3.2 Phat hién Salmonella (detection of Salmonelia): Xac dinh suf c6 mé&t hay khong clia nhiing vi sinh
vat nay trong mét lugng mau cu thé, khi phép thir dugc tién hanh phi hgp véi tiéu chudn nay.

4 Nguyén tiac
Viéc phat hién Salmonella phai qua bdn giai doan ndi ti€p nhau (xem phu luc A).

Chu thich 1 - Salmonella c6 thé hién dién véi s& lugng nhé va thuong kém theo mét lugng kha Ién cac vi sinh
vat thudc ho Enterobacteriaceae hodc ho khac. Vi vay, viéc tang sinh chon loc 1a can thiét; ngoai ra, qué trinh
tién tang sinh thudng | can thiét cho viéc phat hién Salmonella da bi yéu hay bi suy giam c6 trong mau thir.

4.1 Tién tang sinh trong mdi trudng long khdng chon loc

Cdy phan mau thif vao nudc pepton c6 dém (ciing dung dé pha loang) va nudi & nhiét do 35°C hoac
37°C (theo thod thuén) trong 16 h - 20 h.

4.2 Ting sinh trong méi trudng long chon loc

Cay chat nudi cdy thu dugc 8 4.1 vao modi trudng magie clorua/luc malachit va mdi trudng

selenit/ xystin.

U méi trudng magie clorua/ luc malachit & 42°C trong 24 h va méi trudng selenit/xystin & 35°C hoac
37°C (theo thoa thuan) trong 24 h va thém 24 h nira.

4.3 Cay lén dia thach va nhan dang
T chat nudi cdy thu dudc & 4.2, cdy vao hai méi trudng déc chon loc sau:

- méi trudng thach dd phenol/luc sang, ngoai trif trudng hop ¢b tiéu chudn cu thé @i véi san pham
can thir, hoac vi nhimg muc dich khac (vi dyu: phan lap Salmonella dudng lactoza duaong tinh) yéu
cau phai thay thé mot méi trudng nao doé lam mai trudng bat budc.

bat ki méi trudng déc chon loc nao khac (xem 5.2. 4.2).

U & nhiét do 35°C hoc 37°C (theo thoa thuan) va kiém tra sau 24 h, va néu cén, sau 48 h d€ kiém tra

su co mat clia cac khuén lac c¢6 cac dic trung dugc coi la Salmonella gia dinh.
4.4 Phép thirkhdng dinh

Cdy truyén cac khudn lac Salmonella gia dinh dugc nudi trén dia nhu mé ta trong 4.3 va tién hanh thu

kh&ng dinh bang cac phép thif sinh hoa va huyét thanh hoc thich hop.
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5 M®i trudng nudi cay, thudc thir va huyét thanh
5.1 Khai quat
Vé thuc hanh phong thi nghiém, xem TCVN 6404:1998 (ISO 7218).
5.2 M&i trudng nudi ciy va thudc thir

Chu thich 2 — Do phuong phap c6 sif dung nhiéu loai méi trudng nudi cdy va thudc thdr, dé thuan tién khi sir
dung, thanh phan va cach chufn bi ching dugc néu trong phu luc B.

5.2.1 Mai trudng tién tang sinh khdng chon lgc: Nudc pepton cé dém
Xem B.1.

5.2.2 Mai trudng ting sinh chon loc thir nhat: Mdi trudng Magie clorua/ luc malachit
Rapport — Vassiliadis (moi trudng RV)

Xem B.2.

5.2.3 Mdi trudng ting sinh chon loc thir hai: Mai trudng selenit/ xystin

Xem B.3.

5.2.4 Moi truong dic chon loc dé dia

5.2.4.1 Mai truong thir nhat: Thach doé phenol/ luc sang (Edel va Kampelmacher)
Xem B.4.

Moi tritdng thit nhat 14 bat budc trir khi co quy dinh khac (xem 4.3).

5.2.4.2 M6i truong tha hai

Viéc Iua chon méi trudng thir hai la tuy timg phong thi nghiém, trir khi ¢6 tiéu chudn cu thé lién quan

dén san pham can kiém tra, trong d6 qui dinh thanh phan ctia mdi trudng thit hai nay.
5.2.5 Thach dinh dudng

Xem B.5.

5.2.6 Thach 3 dudng / sit (thach TSI)

Xem B.6.

5.2.7 Thach Ure (Christensen)

XemB. 7.

5.2.8 M®bi trudng L- Lysin decacboxyl

Xem B.8.
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5.2.9 Thudc thir phat hién p-galactosidaza (ho#c diing cac dia gidy lam sin, sir dung theo chi dan

clia nha san xuat)

Xem B.9.

5.2.10 Thudc thir phan img Voges-Preskauer (phan img VP)
Xem B.10.

5.2.10.1 Moi trusng VP

5.2.10.2 Dung dich creatin (N-amidinosarcosin)

5.2.10.3 1-Naphtol, pha trong dung dich con etylic

5.2.10.4 Dung dich kali hidroxit

5.2.11 Thuéc thir phan img Indol

Xem B.11.

5.2.11.1 Moi truong tryptophan - trypton

5.2.11.2 Thudc thir Kovacs (hop chat N,N — dixyclohexyl-cacbodimid pentachlorophenol)
5.212 Thach dinh dudng ban dic

Xem B.12.

5.2.13 Dung dich mudi

Xem B.13

5.3 Huyét thanh

Cac hang cung cdp hoa chat c¢é ban sin mét s loai huyét thanh ngung két cé chira khang thé déi vai
mot hodc mot vai khang nguyén O. Nghia 1a chi khang thé c6 chira mét hoic nhiéu nhom "O" (dudc goi
la khang huyét thanh "O" don gia hodc da gid) khang huyét thanh Vi, va khang huyét thanh chifa khang
thé déi vdi mét hoac mdt s yéu td H con goi la khang huyét thanh - H don gia hay da gia).

Can thir trudc cac khang huyét thanh @& dam bao 1a chung thich hop cho viéc phat hién tat ca cac
serotype Salmonella. Van dé nay c6 thé dugc trg giup bang cach sif dung khang huyét thanh clia mét

nha cung cdp da dudc cang nhan (vi du, ho dudc mét t6 chitc thich hgp cla chinh phi cdng nhan).

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

Chu thich 3 — Co6 thé sir dung thiét bi, dung cu ding mét I&n thay cho viéc st dung lai cac dung cu thuy tinh
néu chung dap (ng dude yéu cdu quy dinh.

Cac thiét bi théng thudng cha phong thi nghiém vi sinh, va dic biét la
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6.1 Thiét bi dé thanh trung khd (ti sdy) hodc dé thanh trung udt (ndi hap ap luc)
Xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218).

6.2 Budng sdy hodc tu sdy, dudc thdng gié bang cach déi luu va cé thé duy tri nhiét 36 37°C + 1°C
va 55°C + 1°C.

6.3 T4 am, co thé hoat dong & 35°C + 1°C ho#c 37°C + 1°C tuy thudc nhiét d6 thoa thuan.
6.4 N&i cach thuy, cé thé hoat dong & 42,0°C + 1°C ho#c tl 4m co thé hoat déng & 42,0°C + 0,5°C.
6.5 NO&i cach thuy, coé thé hoat dong d 45°C + 1°C, 55 + 1°C va 70°C + 1°C.
6.6 NO&i cach thuy, coé thé hoat dong & 35°C + 1°C hoac 37°C + 1°C, tuy thudc nhiét d6 thoa thuan.
6.7 Vong que cdy, bing platin/iridi ho&c crom/niken, dudng kinh khoang 3 mm.
6.8 pH met, c6 d6 chinh xac + 0,1 don vi pH & 25°C.
6.9 Chai hoidc binh dé nudi cay

Ch thich 4 — C6 thé sir dung chai hoac binh c6 nut xody béng chat déo hoac kim loai khéng cé dac t6.
6.10 6ng nudi cay, co dudng kinh 8 mm, dai 160 mm.
6.11 6ng dong

6.12 Pipet chia do, cé dung tich danh dinh 10 ml va 1 ml, cd cac vach chia tuong (ng 0,5 ml va
0,1 ml.

6.13 Dia Petri, loai dudng kinh nhd (dudng kinh 90 mm dé&n 100 mm) va/ ho4c loai I8n (dudng kinh
140 mm).

7 Lay mau

Mau glii d&n phong thi nghiém phai 1a mau dai dién, trung thuc khdng bi hu hdng hay bién dai trong qua

trinh bao quan hoac van chuyén.

Phuong phép a8y mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. Xem tiéu chudn cu thé dsi véi san pham co
lién quan. Néu chua co cac tiéu chudn cu thé thi cac bén lién quan nén thoa thuan vdi nhau vé van
dé nay.

8 Chuan bi mau thir

Cé&n chuéin bi mau thi theo cac tiéu chudn cu thé cho mdi san phdm. Néu chua ¢6 cac tiéu chuin cu

thé thi cac bén lién quan nén thoa thuén vdi nhau vé van dé nay.
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9 Cach tién hanh

(Xem biéu dé & phu luc A.)

9.1 Ph&n mau th(r va huyén phu ban ddu

9.1.1 Xem TCVN 4881 : 1989 (1SO 6887) va tiéu chudn cu thé lién quan dén san phim.

D& chusn bi huyén phi ban ddu, ding méi trudng tién tang sinh & 5.2.1 1am chat Iéng pha loang.

9.1.2 Noi chung, d& chudn bi huyén phu ban ddu, thém 25 g phan mau thir vao 225 ml méi trudng tién
tang sinh (5.2.1), day la ti Ié gilra phan mau thr va moi trudng tién tang sinh qui dinh trong phuong
phap nay .

NéEu phan mau thir qui dinh khac 25 g thi ding Iugng mdi trudng tién tang sinh can thiét d& cé dudc mét
dung dich pha lodng x&p xi 1/10 (khéi luong theo thé tich).
Chu thich

5) DE gidm nhe cdng viéc xét nghiém, khi cé nhiéu phan mau thir 25 g tir mot 16 thuc phdm nhét dinh phai
ki€m tra va khi cé bling chimg cho thdy viéc phéi tron khéng anh hudng dén két qua d6i véi san phdm cu thé
d6 thi c6 thé gop cac phan mau dé lai. Thi du, néu cén phai xét nghiém 10 phan miu 25 g thi gdp chung lai dé
tao thanh mét Iugng méu 250 g va dua vao 2,25 lit canh thang tién tang sinh. Hodc cach khac, cb thé phéi hgp
0,1 ml (méi trung RV) va 10 ml phan mau thir canh thang tién tang sinh (mdi trudng selenit/xystin) tir 10 phan
mau thif riéng ré (9.3.1) trong 0,1 Iit va 1 lit méi trudng téing sinh chon loc tuang (mg.

6) Cacthuc phdm dang khé hoac dang bét c6 thé cdn mét quy trinh hoa 1dng d4c biét a8 lam tang kha nang
phuc hoi Salmonelia trong mau. Hai ky thudt cé thé st dung cho muc dich ndy dé la ngam va trén. Vé diéu
nay nén tham khao cac tiéu chudn lién quan dén san pham dang xét nghiém. Néu cac tiéu chudn nhu vay
khong c6 sén thi cac bén c6 lién quan nén thoa thuan vdi nhau vé van dé nay.

9.2 Tién ting sinh khéng chon loc
Nudi huyén phu ban dau & 35°C ho#c 37°C (theo thoa thuan) it nhat 16 h va téi da la 20 h.
9.3 Téang sinh chon loc

9.3.1 Cay chuyén 0,1 ml chét nudi cdy thu dugc & 9.2 sang mét dng nghiém cé chita 10 ml méi trudng
RV (5.2.2). Cdy chuyén 10 ml chét nudi cdy thu duge & 9.2 sang binh c6 chira 100 ml méi trudng
selenit/xystin (5.2.3).

9.3.2 Nudi 2 mbitrudng da c8y & (9.3.1) trong 18 h d&n 24 h nhu sau:
a) moitrudng RV da cdy nudi & 42°C trong 24 h;
b) mai trudng da cdy co selenit/xystin nudi & 35°C hodc 37°C (theo thoa thuan) 24 h va tiép theo

24 h nia.
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Chu thich 7 — Béi véi méi trudng selenit/xystin, trong mét s6 trudng hop co thé tang nhiét o dén 42°C dé
ting hiéu qua. Diéu nay can chira trong bao cao thir nghiém.

9.4 Cay lén dia va nhan dang

9.4.1 Dung chat nudi cdy thu dugc trong méi trudng RV sau 24 h nudi, sif dung vong que c8y (6.7)
cdy I16n bé mat clia dia Petri I8n (6.13) ¢6 chlta méi trudng chon loc d8 dia thir nhat (phan 18n 13 thach
dd phenol/luc sang xem 5.2.4.1) sao cho s& thu dugc nhing khuan lac tach biét rd rang.

Néu khéng c¢6 dia Petri 1n thi ding hai dia Petri nhd, chi dung mét vong ciy ciy lién tiép 18n hai dia
(xem chu thich 8).

Tién hanh tuong tu d6i vai méi truéng chon loc d8 dia thif hai (5.2.4.2), st dung que cdy mdi va cac dia
Petri c6 kich thudc thich hgp..

Chi thich 8 - Diing phuong phap ria cdy sau day cho méi trudng thach do phenolfluc sang. L&y mét véng que
cdy (6.7) ding cho ca hai dia. LAy mét giot nhd & mép trén 16p bé mét cla dung dich. Ria cdy 1&n ca hai dia
theo biéu dé & phu luc D. Cay I&n bé mat dia véi cac dudng cdy cach nhau 0,5 cm (khéng dudc d6t Iifa que céy
ho#c I8y mét vong canh khuén khac, sau khi cdy xong vong thir nhét ciing nhu khi chuyén sang dia th(r hai).
Khi chi duing mdt dia I6n thi phuoeng phap ria ciy cing giéng nhu da mé ta cho dia thir nhat trong phu luc D.

9.4.2 Dung chat nudi cdy trong méi trudng selenit/xystin sau khi G &m 24 h, 14p lai thao tac nhu da mo
ta & 9.4.1, véi hai mdi trudng dé dia chon loc.

9.4.3 Lat ngugc céc dia Petri (9.4.1) va (9.4.2) cho day quay lén trén, dat vao ti 8m (6.3) & nhiét do
35°C hodc 37°C (theo thoa thuan).

9.4.4 Sau khi nudi méi truang selenit/xystin 48 h (xem 9.3.2 va 9.4.3), I&p lai qui trinh mé ta trong 9.4.2
va9.4.3

9.4.5 Sau khi nudi cac dia 20 h - 24 h, kiém tra su hinh thanh cac khu&n lac Salmonella dién hinh &
cac dia (9.4.3 va 9.4.4). Cac khuén lac Salmonella dién hinh moc trén méi trudng thach dd phenoliluc

sang sé& lam mau méi trudng bién ddi tir mau héng dén mau dd.

9.4.6 Né&u Salmonella moc yéu hoc khéng c6 khuan lac dién hinh thi phai nuéi tiép & nhiét do 35°C
hoac 37°C (theo thoa thuan) trong 18 h - 24 h nita.

Kiém tra lai xem ¢6 xudt hién khudn lac salmonnella dién hinh trén cac dra thach.

Chu thich 9 — B4t ky mét khudn lac dién hinh hay nghi ngd nao ciing can dugc khdng dinh (9.5). Viéc nhan
biét khudn lac Salmonella can phai c6 kinh nghiém, hinh thai cGia khun lac rét khac nhau khdng phai chi &
giita cac chling ma con réat khac nhau gilta cac dot nuoi céy, d giai doan nay viéc tién hanh phan (mg ngung
két voi khang huyét thanh Salmonella da gid sé tao diéu kién thuédn Ioi cho viéc nhan bit cac khudn lac
nghi nga.
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9.4.7 Co thé st dung bd phép thir nhan biét Salmonella thuong phdm dé nhan dang Salmonella.
9.5 Phép thir khing dinh

9.5.1 Chon cac khuan lac dé thir khdng dinh

T m&i dia méi trudng chon loc (9.4.5 va 9.4.6) 14y ra 5 khudn lac dudc coi 1a dién hinh hosc nghi ngd
dé thir khang dinh.

Néu trén mét dia cb it hon 5 khuan lac dién hinh hoac nghi ngd thi I&y t&t ca khudn lac dién hinh hoac
nghi ngd dé dé thlr khang dinh.

Ria cdy nhimg khuan lac da chon lén bé mat thach dinh dudng d8 dia da say khé trudc (5.2.5) sao cho
cac khudn lac s& dudc tach biét rd rang. Nubi cac dia da cay & 35°C hodc 37°C (theo thoa thuan) trong
18 h-24h.

Dung chat nudi cdy thuan khiét dé khang dinh vé sinh hoa va huyét thanh.

9.5.2 Thir khing dinh sinh hoa

Dung que cdy, cdy ting khudn lac thu dugc tir cac khufn chon loc trong 9.5.1 vao cac méi trudng qui
dinh trong 9.5.2.1 4n 9.5.2.6

9.5.2.1 Thach TSI (5.2.6)
Ria cay trén bé mat nghiéng va cay sau xudng day.
Nudi cdy & 35°C hoac 37°C (theo thoa thuén) trong 24 h.

Dién giai nhiing thay d8i trong méi trudng nhu sau:

Phan day éng

Mau vang: glucoza dudng tinh (l&én men glucoza)
Mau do6 hoac khéng déi mau: glucoza am tinh (khéng Ién men glucoza)
Mau den: hinh thanh hydro sunfua

Bot hoac vét nit: sinh khi tir glucoza

Mait nghiéng
Mau vang: lactoza va/hodc sucroza duong tinh (st dung lactoza va/hoic sucroza)
D6 hoac khdng déi: lactoza va sucroza am tinh (khéng s dung lactoza hoac sucroza)

Céac chung Salmonella dién hinh thé hién mat thach nghiéng kiém tinh (mau dd), ¢ sinh khi va axit

(mau vang) & day, tao thanh hydro sunfua (thach bi den) (khoang 90% trudng hop).
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Khi cé chiing Salmonelia lactoza duong tinh dugc phan lap (xem 4.3) thi mat thach nghiéng c6 mau
vang. Do dé, viéc khang dinh sa bd khong chi dua vao két qua trén thach TSI (xem 9.5.3).

9.5.2.2 Thach ure (5.2.7)
Ria trén mat thach nghiéng.
Nudi & nhiét d6 35°C hoac 37°C (theo thod thuan) trong 24 h va kiém tra thudng xuyén.

Né&u phan (ng duang tinh thi ure bi phan giai va giai phéng amoni lam chuyén mau d@é phenol thanh
mau hoa hdng va sau dé chuyén sang mau dé héng thdm. Phan (ng thuéng xudt hién sau 2 h dén 4 h.

9.5.2.3 Mai trugng L-Lysin decacboxyl (5.2.8)

Céay ngay phia duéi bé mat ca méi trudng Iong.

Nuadi trong 24 h & 35°C hoac 37°C (theo thoa thuan).

Xuét hién mau dd tia hay mau tim sau khi nudi cdy chimg té phan (mg duong tinh.

Mau vang sau khi nudi cdy chimg té phan (mg am tinh.

9.5.2.4 Thudc thir dé phat hién p-galactosidaza (5.2.9)

Hoa mét véng que cdy tir khudn lac nghi ngd vao &ng nghiém c¢é chifa 0,25 ml dung dich mudi (5.2.13).
Thém 1 giot toluen va l&c déu.

Dé &ng nghiém vao ndi cach thuy (6.6) & 35°C ho#c 37°C (theo thoa thuan) trong vai phat.

Cho thém 0,25 ml thuéc thir phat hién B-galactosidaza va tron déu.

Dat lai 6ng nghiém vao ndi cach thuy 35°C ho#c 37°C trong 24 h (theo thod thuan), kiém tra
thudng xuyén.

Phan (g duong tinh cho mau vang, thudng xuat hién sau 20 phdt.
Néu slr dung dia gidy ban s&n (5.2.9), can theo hudng dan clia nha san xuét.
9.5.2.5 M0i trudng thlr phan iing Voges — Proskauer (VP) (5.2.10)

Hoa mét vong que cady khuan lac nghi ngd vao 6ng nghiém thanh tring cé chita 0,2 ml méi trudng VP
(5.2.10.1).

Nudi & nhiét d6 35°C hozc 37°C (theo thoa thuan) trong 24 h.

Sau khi 0, thém vao hai giot dung dich creatin (5.2.10.2), ba giot 1-naphtol pha trong dung dich cén
etanol (5.2.10.3) va sau doé la hai giot dung dich kali hydroxit (5.2.10.4); lac déu sau khi cho thém timg
loai thude thr.

Phan (mg duong tinh 1a khi c6 xudt hién mau héng dén mau dé tugi trong vong 15 phat.
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9.5.2.6 Mbi trudng thir phan img Indol (5.2.11)

Céy tir khuan lac nghi ngds vao mét 6ng nghiém cé 5 ml méi trudng trypton-tryptophan (5.2.11.1).

Nuéi & nhiét do 35°C hoac 37°C (theo thoa thuan) trong 24 h

Sau dé, thém vao 1 ml thude thir Kovacs (5.2.11.2).

Phan (ing duong tinh s& cd mét véng mau db trén 18p bé mat 8ng thr.

Phan (ng 4m tinh vong mau nau vang.

9.5.2.7 Dién giai cac phan img sinh hoa

Noi chung Salmonella cho nhiing phan (mg sinh hoa nhu trong bang 1.

20

Bang 1

Phép thd"

Phan img duong
tinh hay am tinh

Ti I& phédn trim cac
chilng Salmonella
cé phanimg? |

| 18I glucoza (hinh thanh axit) (9.5.2.1) + 100 ____E
| TSI glucoza (sinh khi) (9.5.2.1) _* 91,9%
| TSI lactoza (9.5.2.1) - 99,2%
TSl sucrosa (9.5.2.1) - 99,5
, T8I hydro sunfua (9.5.2.1) + 91,6
 Phan gii ure (9.5.2.2) . 99
| Lysin decacboxyl (9.5.2.3) + 94,6
Phan (ing B-galactosidaza (9.5.2.4) - 98,54
Phan (ng Voges-Proskauer (9.5.2.5) - 100 5
Phan img Indol (9.5.2.6) . 98,9 i

bénh lay qudc gia, Atlanta, Georgia, My (1966).

1) W.H.Ewing va M.M. Ball., Céc phan (g sinh hoa clia cac chdng thudc Salmonella. Trung tam |

2) Cac ty I& phan tram nay ndi rang khéng phai tat ca cac chling Salmonella cé cac phan (ng ghi
"+" hodc "-". Cac fi & phan tram nay c6 thé thay ddi tuy theo timg quéc gia hay timng loai thyc phdm. |

3) Salmonella typhila yém khi.

4) Subgenus lll Salmonelia (arizona) cho cac phan (g lactoza duong tinh hoac Am tinh nhung p-
galactosidaza luén duang tinh, Subgenus Il Salmonella cho phan (g lactoza &m tinh nhung c6 thé

| sinh hoa bé sung.

5) S. paratyphila &m tinh.

| cho phan (ting B-galactosidaza duong tinh. D& nghién cltu cac chling, can tién hanh cac thir nghiém
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9.5.3 Khing dinh vé huyét thanh hoc

Phat hién su c6 mt clia Salmonella c6 khang nguyén O, Vi va H béng phan (g ngung két trén phién
kinh vdi huyét thanh tuong (mg tif cac khuén lac thuan khiét (9.5.1) va sau khi da loai trir nhing chling
tu ngung két.

9.5.3.1 Loai bd nhimg ching tu ngung két

Cho mét giot dung dich mudi (5.2.13) 1&én mét phién kinh d& dugc Iam sach c&n than.

Trén déu véi khudn lac can kiém tra thanh mét huyén phi duc va déu.

L3c nhe trong 30 giay - 60 giay.

Xem xét két qua trén nén téi, t6t nhat 1a vai kinh IGp.

N&u cac vi khudn dinh két thanh cac don vi it hodc nhiéu rd rét thi chiing nay dugc coi la tu ngung két
va khéng phai thlr nghiém tiép vi khéng thé phat hién khang nguyén dudc.

9.5.3.2 Kiém tra khang nguyén O

S{r dung mét khudn lac thudn khiét da dugc xac dinh |a khang ¢ kha nang tu ngung két, tién hanh theo
9.5.3.1, diing mét giot khang huyét thanh O (5.3) thay cho dung dich mugi.

Phan (mg dugc coi la duong tinh, néu c6 ngung két.

Lan lugt sir dung cac huyét thanh da gia va don gia.

9.5.3.3 Kiém tra khang nguyén Vi
Tién hanh theo 9.5.3.1, nhung thay dung dich mudi bang mét giot khang huyét thanh Vi (5.3).

Néu c6 ngung két, phan (ng dudc coi la dudng tinh.

9.5.3.4 Kiém tra khang nguyén H

Céy khudn lac thuan khiét, khéng c6 kha nang tu ngung két vao méi trudng thach dinh dudng ban dac
(5.2.12).

U moi trudng & 35°C hoac 37°C (theo thod thuan) trong 18 h - 24 h.

Dung chét nudi cdy nay dé kiém tra khang nguyén H theo (9.5.3.1) nhung ding mét giot khang nguyén
H (5.3) thay cho dung dich muéi.

Néu c6 ngung két, phan (mg dugc coi la dudng tinh.

9.5.4 Dién giai két qua cla cac phan (ng sinh hoa va huyét thanh hoc

Bang 2 cho phép dién giai két qua nhimg phép thir khdng dinh (9.5.2 va 9.5.3) tién hanh trén nhing
khu&n lac d& chon (9.5.1).
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Bang 2

| Phan img sinh hoa | Tu ngung két Phén img huyét thanh Dién giai

Dién hinh Khéng Khang nguyén O, Vi hodc H | Cac chiing dudgc coi la

duong tinh Salmenella

|r Dién hinh Khéng T4t ca phan (hg dm tinh
| Dién hinh Co Khéng thlr (xem 9.5.3.1) C6 thé la Salmonella
| Khéng c6 phan (ng Khéng Khang nguyén O, Vi hodc H
| dién hinh nao _ duong tinh
| Khdng c6 phan (ng Khéng T4t ca phan ing &m tinh Khéong dugc coi la
| dién hinh nao Salmonella

9.5.5 Xac nhan dinh danh

GUi nhimg chdng dudc coi la Salmonella hodc co thé la Salmonella (xem bang 2) d&n mét trung tam

chudn dudc cong nhan vé Salmonella d& xac dinh type.

Can gl theo tat ca théng tin lién quan dén cac chiing d6.

10 Biéu thj két qua

Can cir vao phan dién giai két qua, xac dinh co hay khéng cé Salmonella trong phan mau thl x g cla

san pham.

11 Bao cao thi nghiém

Bao cao thir nghiém phai néu rd phudng phap st dung va két qua thu duge. Bao cdo thir nghiém ciing
phai néu tat ca nhimg diéu kién tién hanh ma tiéu chuén khéng qui dinh ho#ic nhiing diéu dudc coi nhu
tuy y , cling nhu cac su ¢é c6 thé anh hudng tdi két qua.

Diac biét, phai bao céo rd vé nhiét do nudi cdy da sl dung, tdc 12 35°C hay 37°C va ddi vai méi trudng
selenit/ xystin thi liéu da cé dua nhiét @& nudi cdy 18n dén 42°C hay khdng.

Bao cao thi nghiém cling can néu ré xem co thu dudc két qua duong tinh khéng, khi chi sir dung mét
méi trudng d8 dia (5.2.4) khéng qui dinh trong tiéu chudn nay.

Trong bao cao phai bao gém moi théng tin can thiét dé nhan biét day dd vé mau.

12 Pam bao chat lugng

D& kiém tra phong thi nghiém vé kha nang phat hién Salmonella theo tiéu chudn nay. Cén dua cac mau
chudn vao cac binh ddi chimg tir mai trudng tién tang sinh (xem 5.2.1). Tién hanh véi binh déi chimg
nhu d6i v&i méi trudng nudi dé thir nghiém.
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Phu luc A
(Qui dinh)

Sd dé qui trinh

Phan mauthir25g

Mbi truong tién tang sinh (5.2.1) 225 ml
Nudi cdy 16 h d&n 20 h & nhiét d6 35°C hozc 37°C

v

0.1 ml chat nudi cdy €——————T#ng sinh chonloc —————» 10 ml chét nuéi cay

Mai truang Magié clorua/ luc malachit M@i trudng selenit/xystin (5..2.3)
(5.2.2)

03 42°Ctrong 24 h \ /
96 dia lén mai trudng

chon loc trén dia Petri

U & 35°C hoac 37°C
trong 24 h va 24 h nita

\
/

M@i trutng dic chon loc d8 dia Mbi trudng d4c chon loc d8 dia
thar nhat (5.2.4.1) thir hai (5.2.4.2)

/
\

) 35°C hoc 37°C trong 20h dén 24 h
(G tip 18 h d&n 24 h nifa, néu can)

5 khuén lac dac trung (mdi dia)

Cay trén thach dinh dudng

G & 35°C hoac 37°C trong 18h dén24 h

\
/

2 a

Thit khang dinh sinh hoa Thir khang dinh vé huyét thanh hoc
(9.5.2) 9.5.3)

/
\

Dién gidi két qua
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Phu luc B
(Qui dinh)
Thanh phdn va cach chuin bi méi trudng nudi ciy va cac thudc thir

B.1 Nudc pepton c6 dém

B.1.1 Thanh phén

: Pepton 10,0g

| Natri clorua 50¢g
Natri hydro phosphat ngam 12 nudc (Na,HPO, .12H,0) 9,0g

| Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 1,59

| Nudc 1 000 mi

B.1.2 Chuan bi
Hoa tan cac thanh phan trong nudc bang cach dun néng, néu can.
Chinh pH @€ sau khi thanh triing pH béng 7,0, néu can.

Phan phdi méi trudng vao cac binh ¢é dung tich thich hgp dé thu dudgc phan mau thir can thiét cho
phép thir.

Thanh tring bang ndi hdp ap luc (6.1) & nhiét dé 121°C trong 20 phtit.

B.2 Moi trudng magie clorua - luc malachit Rappaport - Vassiliadis

B.2.1 Dungdich A

B.2.1.1 Thanh phan

'_fr'ypton N 509 |
' Natri clorrua 80g I
| Kali dihidro phosphat (KH,PO,) 169
| 1000 ml |

| Nuée

B.2.1.2 Chuan bi
Hoa tan cac thanh phan trong nudc bang cach dun néng dén khoang 70°C.
Dung dich nay va mai trudng RV can dugc chuén bj cling ngay .
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B.2.2 DungdichB

B.2.2.1 Thanh phén

" Magie clorua ngam 6 nudc (MgCl,.6H,0) 400,09 |
Nuéc 1 000 ml

B.2.2.2 Chuin bi
Hoa tan magie clorua trong nuéc.

Do mudi nay hut &m manh, nén hoa tan MgCl,.6H,0 tir bao bi mdi md theo ty I, thi du 250 g
MgCl,.6H,0 thi thém 625 ml nudc dé cé dung dich vdi tdng thé tich 795 ml va néng dd khoang 31,5 g
phan tram MgCl,.6H,0.

Dung dich ¢é thé bao quan trong chai thuy tinh mau nau & nhiét dé phong.
B.2.3 Dungdich C

B.2.3.1 Thanh phin

Oxalat luc malachit 04g

NuSc 100 ml ;

B.2.3.2 Chuan bj

Hoa tan oxalat luc malachit trong nudc.

Dung dich c6 thé bao quén trong chai thuy tinh mau nau & nhiét dé phong.
B.2.4 Mai trudng hoan chinh

B.2.4.1 Thanh phén

Dung dich A (B.2.1) 1000 ml |
Dung dich B (B.2.2) 100 ml
| Dung dich C (B.2.3) 10 ml

B.2.4.2 Chuan bj

Thém 100 ml dung dich B va 10 ml dung dich C vao 1000 mi dung dich A.
Chinh pH sao cho sau khi thanh triing pH bang 5,2, néu can.

Cho timg lugng 10 mi vao éng thi trudc khi sir dung.

Thanh trung trong néi hap ap luc (6.1) @ 115°C trong 15 phut.

Bao quan mdi trudng trong td lanh.
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B.3 Madi trudng selenit/xystin
B.3.1 Mabi trudng co ban

B.3.1.1 Thanh phan

Trypton 50g
Lactoza 40g
| Dinatri hydro phosphat (Na,HPO, .12H,0) 10,09
! Natri hydro selenit 4049
Nudc 1 000 ml

B.3.1.2 Chuan bj

Hoa tan ba thanh phan co ban dau tién trong nudc bang cach dun sdi trong 5 phut. Sau khi lam ngudi,

cho thém natri hydro selenit.
Chinh pH @én 7,0, néu can .
B.3.2 Dung dich L-Xystin

B .3.2.1 Thanh phan

L-Xystin 01g
Dung dich natri hydroxit, c¢(NaCH) = 1 mol/l 15 mi
Nudc vo triing, vira da dé cé thé tich cudi cling 100 ml

B.3.2.2 Chuan bi

Cho céac thanh phan trén vao binh dinh muc vé tring
Pha lodng vdi nudc vé trung dén 100 ml

Khéng thanh trung.

B.3.3 Mai trudng hoan chinh

B.3.3.1 Thanh phén

| Mai trueng co ban (B.3.1) 1000 ml |

Dung dich L-Xystin (B.3.2) 10 ml

B.3.3.2 Chuan bj
Lam ngudi mai trudng co ban va cho thém dung dich L-xystin mét cach vo tring.
Chinh pH dén 7,0, néu can.
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Phan phéi méi trudng mét cach thanh tring vao céc binh vo trung c6 dung tich thich hop dé nhan dudc
nhitng phan mau can thiét cho thr nghiém.

Dlng mai trudng trong ngay chuén bi.

B.4 Thach do phenol/luc sang (Edel va Kampelacher)

B.4.1 Mai trudng co ban

B.4.1.1 Thanh phédn

Bot cao men 509
Pepton 10,0¢g
B6t cao ndm 30g
Dinatri hidro phosphat (NaH,PO,) 109
Natri dihidro phosphat (NaH,PO,) 0,6g
Thach bét hoac thach vay 12gdén 18g"
Nuéc 900 mi
1) Phu thudc vao dé dong cla thach.

B.4.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng cd ban hoan chinh khé trong nudc bang cach dun néng,

néu can.

Chinh pH sao cho pH 1a 7,0 sau khi thanh triing, néu can.

Chuyén dung dich ¢o ban vao cac binh hoac 8ng nghiém cé dung tich thich hop.
Thanh tring trong ndi hap ap luc (6.2) d 121°C trong 15 phdt.

B.4.2 Dung dich do phenol/dudng

B.4.2.1 Thanh phén

Lactoza 10,09

Saccaroza 10,0g ’
| Do phenol 0,099 |
| Nudc, di d& c6 thé tich cudi cling 100 ml |

B.4.2.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan trong binh dinh mic véi khoang 50 ml nuéc.
Binh mitc bang nudc dén 100 ml.

Pat trong ndi cach thuy & 70°C trong 20 phut.

Dé ngudi dén 55°C + 1°C va dung ngay.
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B.4.3 Dung dich luc sdng

B.4.3.1 Thanh phén
:[ Luc sang (xem quy dinh trong phan phu luc C) khodng 0,59 |
| Nuge 100 ml }

B.4.3.2 Chuién bi

Cho luc sang vao nuéc.

Bao quan dung dich d chd i it nhat mét ngay dé€ qua trinh tu thanh triing dién bién.
B.4.4 Moi trudng hoan chinh

B.4.4.1 Thanh phén

M@i trudng co ban (B.4.1) 900 ml
Dung dich dé phenol/dudng (B.4.2) 100 ml
Dung dich luc sang (B.4.3) 1mi

B.4.4.2 Chuan bi

Trong diéu kién vo tring cho dung dich luc sang vao dung dich dé phenol/dudng da dudc lam ngudi
dén 55°C + 1°C.

Cho tat ca vao méi trudng cd ban & 50°C dén 55°C va tron déu.
B.4.5 Chuin bi cac dia thach

Chugn bi mét sé dia phl hop cho sl dung cho vao mdi dia Petri I6n (6.13) khoang 40 ml méi trudng
hoan chinh vira chuén bi (B.4.4). (Néu khéng c6 dia Petri 16n thi cho khodng 15 mi méi truéng vao mét
dia Petri nhd). D& cho déng déc.

Ngay trudc khi dung, sdy dia thach mét cach can than (t6t nhat la ma ndp va Up mat thach xudng dudi)
trong t& sdy (6.2) & 37°C dén 55°C cho dén khi mat thach kho.

Néu chudn bi trudc, khi dung thi cac dia thach chua khé khdng dugce gilr qué 4 h 3 nhiét d6 phong hoac
khéng qua mét ngay trong ta lanh.

B.5 Thach dinh dudng

B.5.1 Thanh phén

Cao thit 30g
Pepton 509 |
Thach 12gdén 18 g"!
Nudc 1000ml |
1) Phu thudc sic dong clia thach. !
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B.5.2 Chuan bi
Hoa tan cac thanh phan ho3c méi trudng hoan chinh khé trong nudc bing cach dun néng, néu can.
Chinh pH sao cho pH la 7,0 sau khi thanh triing, néu can.
Chuy&n méi trudng nudi cdy vao ng nghiém ho#c binh cé dung tich thich hop.
Thanh trliing trong ndi hap ap luc (6.1) & 121°C trong 20 pht.
B.5.3 Chuin bi cac dia thach dinh dudng

Chuyén 15 ml méi trudng da néng chay vao dia Petri nho v triing (6.13) va tién hanh nhu B.4.5.

B.6 Thach 3 dudng / sit (thach TSI)

B.6.1 Thanh phén

Cao thit 30g9
Cao men 30¢
Pepton 200¢
Natri clorua’ 50g
Lactoza 10,0g
Saccaroza 10,09
Glucoza 1.0g
Sét |l citrat 03g
Natri thiosunfat 03g
E Do phenol 0,024 g
% Thach 12 gdén 18 g"
Nudc 1 000 ml

1) Phu thudc vao sic déng cda thach

B.6.2 Chuin bj

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trusng hoan chinh khé trong nuéc bang cach dun néng, néu can.
Chinh pH dén 7,4 sau khi thanh triing, néu can.
Chuyén timg Iugng mdi trudng10 ml vao cac 6ng nghiém.

Thanh tring trong ndi hdp ap Iuc (6.1) & 121°C trong 10 phat.
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P4t nghiéng 6ng nghiém dé day éng nghiém sau khoang 2,5 cm.

B.7 Thach uré (Christensen)
B.7.1 Mai trudng co ban

B.7.1.1 Thanh phin

Pepton _ 109
‘ Glucoza 1.0g |
| Natri Clorua 5049
I Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 20g
| D6 phenol 0,012g
| Thach 12 dén 18 g"
I Nudc 1 000 ml

' 1) Phu thuéc vao siic dong cla thach

-— - - —

B.7.1.2 Chuan bi

Hoa tan céc thanh phan hodc mai trudng hoan chinh khé trong nudc béng cach dun néng, néu can.
Chinh pH dén 6,8 sau khi thanh tring, néu can.

Thanh tring trong ndi hdp ap Iuc (6.1) & 121°C trong 20 phut.

B.7.2 Dungdich ure

B.7.2.1 Thanh phan

; Ure 400 g ]
|
! Nuéc, du dé co thé tich cudi cung 1000 ml |

e ————— e ——————

B.7.2.2 Chuan bi

Hoa tan ure trong nudc.

Thanh trling bang phuong phap loc va kiém tra d6 vo trling.

(Chi tiét cla k¥ thuat loc thanh trung, xem trong bét cr sach vi sinh vat hoc thich hgp nao).
B.7.3 Mai trudng hoan chinh

B.7.3.1 Thanh phin

" Méi trudng co ban (B.7.1) o -y

Dung dich ure (B.7.2) 50 ml
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B.7.3.2 Chudn bi

Trong diéu kién vé tring cho dung dich ure vao mdi trudng co ban da dugc lam chay va sau d6 dé
ngudi dén 45°C + 1°C.

Chia timg Iuong 10 ml méi trudng hoan chinh vao cac éng nghiém vé triing.
Pt nghiéng cac 8ng nghiém.

B.8 MGoi trudng L - Lysin decacboxyl

B.8.1 Thanh phén

L-Lysin monohydrociorua 50g¢g
Chaét chiét ndm 309
Glucoza 1.0g
’ Tim bromocresol 0,015g
Nuédc 1 000 ml

B.8.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phéan trong nudc bang cach dun néng, néu can.
Chinh pH dén 6,8 sau khi thanh triing, néu can.

Chuyén timg lugng 5 ml méi trudng vao cac ng nudi cdy hep (6.10).

Thanh trung trong néi hap ap luc (6.1)  121°C trong 10 phut.

B.9 Thuédc thir B-Galactosidaze
B.9.1 Dung dich dem

B.9.1.1 Thanh phin

[ Natri dihydro phosphat (NaH,PO,) 699 |
Natri hydroxyt, dung dich 10 mol/ khoang 3 ml |
Nudc, da dé€ cé thé tich cudi cling 50 mi

B.9.1.2 Chuan bi

Hoa tan natri dihydro phosphat trong binh dinh muc véi khoang 45 ml nuéc.
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Chinh pH d&n 7,0 bang dung dich natri hydroxit.
Thém nudc d0 dé c6 thé tich cudi cling 50 ml.
B.9.2 Dung dich ONPG

B.9.2.1 Thanh phén

o-Nitrophenyl 3-o-galactopyranoside (ONPG) 0,08 mg |
| Nugc 15 ml :
B.9.2.2 Chuan bi
Hoa tan ONPG trong nudc & 50°C + 1°C.
Dé ngudi dung dich.
B.9.3. Thudc thir hoan chinh
B.9.3.1 Thanh phén
Dung dich dém (B.S.1) 5mi
' Dung dich ONPG (B.9.2) 15 mi E
B.9.3.2 Chuin bj
Cho dung dich dém vao dung dich ONPG.
B.10 Thudc thu phan (ing Voges-Proskauer (VP)
B.10.1 Moi truong VP
B.10.1.1 Thanh phan
Pepton 109
l Glucoza 509
' Dikali hydro phosphat (K;HPO,) 50g!
| 1 000 ml

| Nudc

B.10.1.2 Chudn bi

Hoa cac thanh phan trong nudc béng cach dun néng, néu can.

Chinh pH dé&n 6,9 sau khi thanh tring, néu can.
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Chuyén 3 mi méi trudng vao mét s6 6ng nghiém.

Thanh trung trong ndi hdp ap luc (6.1) d 115°C trong 20 phut.

B.10.2. Dung dich creatin (N-amidinosacosin)

B.10.2.1 Thanh phén

Creatin ngam 1 phan tir nuéc

Nuéc

05g

100 mi

B.10.2.2 Chuan bj
Hoa tan creatin ngam 1 phan tr nudc trong nuéc.
B.10.3 1- Naphtol, pha trong dung dich con etylic

B.10.3.1 Thanh phén

‘ 1-naphtol

i Cén etylic, 96% (V/V)

6g

100 ml

B.10.3.2 Chuan bj
Hoa tan 1- naphtol trong con etylic.
B.10.4 Dung dich kali hidroxit

10.4.1 Thanh phin

Kali hidroxit

Nudc

409

100 mi

B.10.4.2 Chuan bi

Hoa tan kali hidroxit trong nudc

B.11 Thudc thir phan tmg indol

B.11.1 Maéi trugng tryptophanitrypton

B.11.1.1 Thanh phén

Trypton
| Natri clorua
DL-Tryptophan

1 Nuéce

10g'
5g
19

1000mii

TCVN 4829 : 2001
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B.11.1.2 Chudn bi

Hoa tan céc thanh phan trong nudc & 100°C.

Chinh pH dén 7,5 sau khi thanh tring, néu can.

Chuyén 5 ml méi trudng vao mét s6 6ng nghiém.

Thanh triing trong ndi hdp ap luc (6.1) & 121°C trong 15 phut.
B.11.2 Thudc thi Kovacs

B.11.2.1 Thanh phén

4-Dimethylaminobenzaldehyt 5g
' Axit clohydric, p= 1,18 - 1,19 g/ml 25 mi
‘ 2-metylbutan-2-ol 75 ml

B.11.2.2 Chuén bj

Tron 1an cac thanh phan.

B.12 Thach dinh dudng ban dic

B.12.1 Thanh phén

| Cao thit 30g
i Pepton 50¢g
| Thach 4gdén9g”
| Nudc 1000 ml

GRS [

L1} phu thuéc vao sic dong cua thach.

B.12.2 Chuan bi

Hoa cac thanh phan trong nuéc bang cach dun néng, néu can.
Chinh pH dén 7,0 sau khi thanh tring, néu can.

Chuyé&n méi trudng vao cac binh cé dung tich thich hap.
Thanh tring & 121°C trong 20 phit.

B.12.3 Chuan bi dia thach

Cho vao méi dia Petri nhd da thanh triing (6.13) khodng 15 ml maéi trudng mdi chuin bi. Bia thach chua

can lam khé.
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B.13 Dung dich mudi

B.13.1 Thanh phén

i Natri clorua 85¢g i

Nuéc 1000 ml

B.13.2 Chudn bj

Hoa tan natri clorua trong nudc béing cach dun néng, néu can.

Chinh pH d&n 7,0 sau khi thanh trling, néu can.

Chia lugng dung dich vao cac binh sao cho c6 dugc 80 ml dén 100 ml sau khi thanh tring.

Thanh tring trong néi hdp ap Iuc (6.1) & 121°C trong 20 phit.
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Phu luc C

(Qui dinh)

Cac yéu ciu ky thuat déi véi luc sang

C.1 Dic tinh vi khuan hoc

Loai bd sif lan truyén clia proteus trén thach dé phenol/luc sang (5.2.4.1) trong khi khéng (c ché su

sinh trudng cta Salmonella.

C.2 Phuong phap thu
C.2.1 MGi trudng

Chuan bj thach dé phenol/luc sang theo B.4 nhung véi cac néng dd luc sang khac nhau tir 4,5 mg/l dén
6 mg/l.

C.2.2 Cach tién hanh

Cay chat nudi cdy thuan khiét Proteus I&én mét loat cac dia thach c6 cac ndng dd luc sang khac nhau va
mét loat tuong tu dia véi chat nudi cdy Salmonella, va nudi cdy cac dia nay ¢ 35°C hoac 37°C (thec
thoa thuan) khéng quéa 24 h.

Néng db luc sang thich hdp sé& lam Salmonella phat trién véi nhitng khuan lac dién hinh mau héng,
dudng kinh 1 mm dén 2 mm, va (c ché sy phat trién clia Proteus; c6 nghia la khong ¢6 su lan truyén

cua Proteus.

Néng dé luc sang nhu trén dugc st dung dé chuan bi dung dich luc sang (xem B.4.3).
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Phu luc D

(Tham khao)

Phuong phap tiéu chuin ria cdy dia méi trusng thach

Vach ria chinh

é!

Pia th(r nhat Dia thir hai
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