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L&i néi dau

TCVN 11038-7:2015 dugc x8y dwng trén co s¢ tham khao JECFA 2006, Combined compendium of
food additive, specifications, Volume 4: Analytical methods, test procedures and faboratory solutions
used by and referenced in the food additive specifications,

TCVN 11039-7:2015 do Ban ky thuat tiéu chudn TCVN/TC/F4 Gia vj va phy gia thye phédm bién soan,
Téng cyc Tiéu chudn Do lwdng Chét lwgng tham dinh, Bd Khoa hoc va Céng nghé cdng bé;

B6 tiéu chudn TCVN 11039 Phy gia thue phdm — Phuong phap phén tich vi sinh vét gém cac phan sau:

TCVN 11038-1:2015, Phén 1: Xéc dinh téng sb vi sinh vét hiéu khi bdng ky thuét dém dia;
TCVN 11039-2:2015, Phén 2: Xéc dinh tdng $8 vi sinh vat hiéu khi bdng ky thudt dém dia xodn;

TCVN 11039-3:2015, Phén 3: Phéat hién va dinh lugng coliform va E. coli bang ky thuét dém sé c6
x&c suét I6n nhét (Phuong phép chudn);

TCVN 11039-4:2015, Phdn 4: Phat hién va dinh lvgng coliform va E. coli bng ki thuét dém sb cé
x&c suét Ién nhat (Phuong phép théng dung);

TCVN 11039-5:2015, Phén 5: Phét hién Saimonella;

TCVN 11039-6:2015, Phan 6: Ph4t hién va dinh luong Staphylococcus aureus bdng ky thuét dém
khuén lac;

TCVN 11039-7:2015, Phén 7: Phét hign vé dinh lwong Staphylococcus aureus béng ky thuét dém
6 ¢6 xac suét Iém nhét (MPN);

TCVN 11039-8:2015, Phan 8: Djnh luong ném men va ndm méc.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 11039-7:2015

Phu gia thwc pham - Phwong phap phan tich vi sinh vat -
Phan 7: Phat hién va dinh lwong Staphylococcus aureus
bing ky thuat dém sé c6 xac suat I&n nhat (MPN)

Food additives - Microbiological analyses -
Part 7: Detection and enumeration of Staphylococcus aureus by
most probable number (MPN) technique

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phuwong phap phat hién va dinh luong Staphylococcus aureus trong phy gia
thwe phdm biing ky thuat dém sé cé xac suét 1on nhéat (MPN).

Phuong phap MPN thuéng dugc st dyng cho cac san phdm cé sé S. aureus dy kién nhé va trong
mau thiz dy kién cé chira quan thé I6n céc loai vi sinh vat canh tranh.

2 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay st dung thuét nglr va dinh nghia sau day:

2.1

Staphylococcus aureus (Staphylococcus aureus)

Vi khun hinh thanh khuén lac dién hinh va/hodic khong dién hinh trén bé mét clia méi tredng cdy chon
loc va cho phan (rng coagulase duong tinh khi tién hanh thir nghiém theo phwong phap quy dinh trong
tiéu chuén nay.

3 Nguyén tic
3.4 Chy 1én bé mat ciia mdi tredng cAy chon lpc mdt lwong huyén ph ban dau quy dinh.
3.2 CAy Ién bé mat mai tredng Baird-Parker va (48 h & 35 °C.

3.3 Cac khuan lac dién hinh va/hoac khdng dién hinh dwoc khing dinh béing phép thir nhan biét.
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3.4 Sb cb xac sult lon nhéat cha cac Staphylococcus c6 phan (rng coagulase duwong tinh trong mét
gam san phdm tinh duoc bing cach déi chibu véi cac bang sb c6 xé4c suét I6n nhét cho cac @6 pha
lodng khang dinh.

4 MGi trieng cdy, dich pha lodng va thuéc thir
4.1 Mbi trwong Baird-Parker (xem A.1).

4.2 Canh thang trypticase (tryptic) dau twong (TSB), chira natri clorua 10 % va natri pyruvat 1 %
(xem A.2).

4.3 Thach trypticase (trypton) ddu twong (TSA) (xem A.3).

4.4 Thach toluidine xanh-axit deoxyribonucleic (ADN) (xem A.4).
4.5 Canh thang phenol dé cacbohydrat (xem A.5).

4.6 Coagulase plasma (tiz thd) chira EDTA, vé triing (c6 ban san).
4.7 Dung djch lysostaphin (xem A.6).

4.8 Dung djch hydro peroxit, 3 % thé tich (xem A.7).

4.9 Dung dich dém mudi phosphat, 0,02 M, chla natri clorua 1 %.

4.10 Déu parafin, vé trung.

5 Thiét bj va dung cu thuy tinh

Cé thé diing dung cy thuy tinh st dung mot 1An thay thé cho céc dung cy thuy tinh sir dung nhidu (3n
néu ching ¢é cac dac tinh thich hop.

Str dyng céc thiét bj ciia phong thir nghiém vi sinh va cy thé 1a:

51 Budng sdy, c6 dong khi méng hosic phdng dugc théng khi tét, khdng c6 bui va dy kién mat 4o
vi sinh vat trong khéng khi & khu viec 1am viéc khong 1én hon 15 khuén lac trén mdi dia sau 15 min
phoi nhidm.

5.2 Dia Petri, bing chat déo (15 mm x 90 mm) hoZc thiy tinh (15 mm x 100 mm).
5.3 Pipet, c6 thé phan phéi 1, 5 va 10 ml, chia vach dén 0,1 ml.

5.4 T 4m, c6 thé duy tri nhiét 49 35°C + 1 °C.
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55 Que cdy vong.

5.6 Que ciy gat, bang thly tinh, dwéng kinh te 3 mm dén 4 mm, dai tr 15 cm dén 20 cm, c6 mt
d4u duoc ubn cong mét doan dai tlr 45 mm dén 55 mm.

5.7 Ong nghiém vé trung, kich thudc 13 mm x 100 mm.
5.8 N&i cach thuy, ¢6 thé dun dén sdi.

5.9 May trén Vortex.

6 Liy miu

MAu gti @én phang thir nghiém phai 1a miu dai dién. M3u khdng bi hw hdng hoac bién abi trong suét
qua trinh van chuyén hodc bdo quan.

Viéc ldy mau khéng quy dinh trong tiéu chun nay. Xem tiéu chudin cy thé c6 lién quan dén san phém.
Néu chwa cé tigu chudn cy thé lién quan dén san phdm thi cac bén cb lién quan nén thoa thuan v&i
nhau vé vén & nay.

7 Chuan bj méu thir

M3u dwoc trén déu dé thu dugre cac phin miu thtr ddng nhét.

8 Cach tién hanh
8.1 Chuén bj dung dich pha lodng

Trong cac didu kién vd tring, chudn bi day dung dich pha loang thap phan bang cach chuyén 10 mi
dung dich m3u thir 44 pha loéng trwéc 36 vao 90 ml dung dich pha lodng (4.9), st dung cac pipet (5.3)
riéng cho tirng ndng d@5. Khdng lam m&u ndi bot. LAc tét ca cac dung dich pha loang 25 lan véi bién 4o
30 cm trong vong 7 s.

8.2 Xac djnh bing MPN

Céy vao 3 éng TSB chira natri clorua 10 % va natri pyruvat 1 % (4.2) m&i éng 1 ml dung dich pha lo&ng
(8.1). Lwa chon cac @8 pha loiing sao cho dé pha lodng cao nhét cho két qua am tinh. U cac éng 48 h +
2 h & 35 °C trong ti 4m (5.4). Dung que cly dwdng kinh 3 mm (5.5) dé chuyén mét vong day tr méi
éng ¢ vi sinh vat phat trién (bj dyc) vao dia méi tredng Baird-Parker (4.1) da dwoc 1am khé thich hop.
Trén Vortex cac éng trwére khi ciy ndu vi sinh vt phat tridn chi quan sat duwoc & ddy hoic ria éng. Ria
chét cly dé c6 duoc cac khudn lac riéng ré. U 48 h & 35 °C trong ti 4m (5.4).
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T méi dia ¢ vi sinh vat phét trién, chuyén it nhat 1 khudn lac nghi ngé |a S. aureus vao canh thang
TSB va thire hién theo 8.3.

8.3 Nhin biét S. aureus
8.3.1 Phép thir coagulase

Chuyén cac khudn lac S. aureus nghi ng& vao c4c éng nhd chira tir 0,2 ml dén 0,3 mi canh thang TSB
chira natri clorua 10 % va natri pyruvat 1 % (4.2), nghién cho dén khi duc ddu. Cly mét vong day
huyén phi TSB Ién éng méi trwdng thach nghiéng thich hop, vi dy TSA (4.3). U éng huyén phi nuéi
chy trong TSB va éng thach nghiéng da cly trong th&i gian ti 18 h dén 24 h & 35 °C. Gilr c4c ching
cly trén b& mat nghiéng & nhiét @6 phéng, thyc hién cac phép thir Idp lai trong trvdng hop nghi ngdr
két qua clia phép thr coagulase. Thém 0,5 ml plasma coaguiase hoan nguyén v&i EDTA (4.6) vao éng
huyén phii nudi cAy trong TSB va trén déu. U & 35 °C va kiém tra dinh ki sir dong tu sau méi 6 h.

Phén (rng coagulase chi dugc coi 1& duong tinh khi déng tu hoan toan va khéi dong ty khéng di chuyén
khi nghiéng hodc Gp ngwec dng. Trong tredng hop ddng tu mét phan, trudc day danh gia fa phan (ng
coagulase dwong tinh 2+ va 3+, cAn dugc phan tich tiép (xem Tai ligu tham khao [7]). Thir nghiém
a8ng thdi cac ching cdy da biét 1a dwong tinh va am tinh véi cac ching chy nghi ngd, chua ré vé& hoat
tinh coagulase. Nhuém Gram tét c& ching cdy nghi ng va quan sét hinh thd. Phép thir ngung két
latex co thé thay thé cho phép thir coagulase néu cin thir nhanh.

8.3.2 Cac phan ipng sinh héa nhan biét bd sung

8.3.2.1 Phép thir catalase

Nhé mat giot hydro peroxit 3 % (4.8) 1&n phién kinh sach. L&y mét it sinh khéi nudi cay trong dng thach
nghiéng TSA nghién déu vao giot hydro peroxit 3 %. Néu sinh bot khi thi phan (ng catalase dwong
tinh. Phan (ng tién hanh ddng thdi véi chiing cdy am tinh va dwong tinh.

8.3.2.2 Sir dyng glucose trong diéu kién ki khi

Cho vang cly ddy vao ddy éng canh thang phenol db cacbohydrat chira glucose (0,5 %) (4.5). Pé cho
chét cAy cham @én ddy éng. Phii b& mit canh thang béing I6p du parafin vé tring (4.10) véi chidu day it
nhit 25 mm. U § ngay & 35 °C trong tti 4m (5.4). Néu chét chi thi d8i sang mau vang trén toan bd éng thi
¢6 axit sinh ra trong didu kién ki khi, nghia | c6 mat S. aureus. Thyc hién phép thir kiém ching ddng
thai (kidm chimg ching ciy duong tinh, 4m tinh va méi tredng).

8.3.2.3 Str dung ofmannitol trong diéu kign kj khi

Tién hanh theo 8.3.2.2, sir dung mannitol |am cacbohydrat trong méi trwéing. S. aureus thwong dwong
tinh nhung mét sé chiing am tinh. Thire hién phép thir kiém soat ddng thoi,
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8.3.2.4 Nhay ¢am vl lysostaphin

Dung que céy idy khuan lac dugc phan lap tir dfa thach vao 0,2 ml dung dich dém mudi phosphat (4.9)
va nghién déu. Chuyén mot nira huyén phd vao éng thir hai (13 mm x 100 mm) va trdn véi 0,1 ml dung
dich dém mubi phosphat (4.9) lam dbi chirng. Thém vao éng ban dau 0,1 ml dung dich lysostaphin (4.7)
(A3 hda tan trong 100 mi dung dich dém mudi phosphat 0,02 M chira natri clorua 1 % dé c6 ndng do
lysostaphin cudi cung 1a 25 pg/mil). U ¢a hai éng & 35 °C khéng qua 2 h. Néu éng thlr nghiém trong thi
phép thlr e coi 1a dwong tinh. i’hép thtr 4m tinh néu éng th&r nghiém duc. S. aureus thudng cho két
qud dwong tinh,

8.3.2.5 Sinh nuclease bén nhiét

Khi phédn rng coagulase khdng cho két qua rd rang thi ¢an thire hién phép thir sinh nuclease bén nhiét
d& quan sat sy ddi mau tir xanh lam sang héng twoi. Day khéng phai 1 phép thir thay thé cho phan
(rng coagulase ma 1a phép thir b tro, dic biét ddi véi cac phan wng duong tinh 2+, Chudn bi cc lam
kinh bang céch dan 3 ml thach toluidin xanh-axit deoxyribonucleic (4.4) trén bé mat lam kinh. Khi thach
ddng ddc thi khoan cac giéng dudng kinh 2 mm (tir 10 dén 12 giéng trén mbi lam kinh) trén bé mat va
loai bé cac nat thach. Nhd khodng 0,01 ml huydn phl vi khudn da gia nhiét (dun sdi cach thly 15 min)
st dyng cho phan (ng coagulase vao giéng trén mit thach. U cac lam kinh trong tG &m 4 h & 35 °C.
Néu xuét hién quAng mau hdng twoi réng it nhit 1 mm bao quanh giéng thi phan (’ng dwong tinh.

8.3.3 Céic dic tinh
Mét sé ddc tinh dién hinh clia hai loai Staphylococcus va cac loai Micrococcus duge néu trong Bang 1.

Bang 1 ~ Cac dic tinh dién hinh cua S. aureus, S. epidermidis va Micrococcus

Pic tinh S. aureus S. epidermidis Micrococcus
Hoat tinh catalase + + +
Sinh coagulase + - N
Sinh thermonuclease + + -
Nhay cam véi lysostaphin + + -
St dyng glucose trong didu kién kj khi + + -
Str dung mannitol trong didu kién ki khi + = -

(+¥) Hau hét (= 90%) céc chdng dwong tinh;
(=) Hiu hét (z 90%) céc chiing &m tinh,
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9 Bidu thj két qua

S6 cb xac sult I&n nhét clia cac Staphylococcus ¢6 phdn (ing coagulase dwong tinh trong mét gam
sdn pham tinh dwoc bing céch adi chiéu véi cac bang sb cb xac suét I6n nhét cho cac dd pha loang
khéng dinh. Tham khdo TCVN 6404 (ISO 7218) .

10 Bao cao thir nghiém

Bao céo thir nghiém phai chi ro:

a) moi théng tin cin thiét d& nhan biét diy dG vé miu thi;

b) phuong phap tdy miu da sl dung, néu biét;

c) phuong phap thir nghiém da ding, vién din tiéu chudn nay;

d) moi chi tiét thao tdc khéng dwoc quy dinh trong tiéu chudn ndy hodc nhirng didu dugc coi 1a tuy
chon cling nhu céc sy cb bat ky cé thé anh hwdng dén két qua;

e) két qua thir nghiém thu dugrc.

10
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Phuy luc A
(Quy dinh)

Thanh phan va chuén bj méi tredng va thubc thir

A.1 Moi tnedrng Baird-Parker
A.1.1 Méi trrdng co ban

A.1.1.1 Thanh phin

Trypton 10g
Chét chiét thit bo Sg
Chét chiét ndm men 1g
Natri pyruvat 109
Glycin 129
Liti clorua ngam sau phan tl nwéc (LiCI-6H,0) 5g
Thach 20g
Nwéc cét 1 lit

A.1.1.2 Chudn bj

Hép ap e 15 min & 121 °C. pH cudi cling dat 7,0 + 0,2. Néu cin str dyng ngay thi duy tri méi trnrong aa
tan chay & nhiét 46 tr 48 °C @én 50 °C triéc khi bd sung tang sinh. Néu khong cin s dung ngay thi bao
quan mdi tredmg Adng d%c & 4 °C £ 1 °C dén 1 thang. Lam tan chdy méi tnwdng trwdre khi st dyng.

A.1.2 Dung dich kali telurit

A.1.2.1 Thanh phin

Kali telurit V' (K, TeOy) 109
Nwéc 100 ml

" Chi st dyng kali telurit sin cé phis hop dbi vé&i phép thir nay (xem A.1.2.2).

A.1.2.2 Chuln bi

Hoa tan hoan toan kali telurit trong nwérc biing cach dun néng rét nhe. Bot kali telurit phai dé tan. Néu
c6 mit chit khong hoa tan mau tring trong nwérc thi loai bd bdt d6. Loc qua mang loc ¢& 16 0,22 um gé
khir fring. Dung dich c6 thé dwec bao quan tdi da mét thang & nhiét 8¢ + 3 °C + 2 °C. Loai bé dung
dich néu c6 két tlia mau tréng.

1
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A.1.3 Dung dich nhi twong long @6 trieng (ndng dd khodng 20 % ho#c theo chi dan cda nha san
xuét).

A.1.4 Méi trieéng hoan chinh

A.1.41 Thanh phin

Mol tredng co ban (A.1.1) 100 ml
Dung dich kali telurit (A.1.2) 1.0mi
Nh{ twong ldng d6 trieng (A.1.3) 50ml

A1.4.2 Chuln bj
Lam tan chay méi tréng co ban, sau @6 1am ngudi trong ndi cach thuy @én khodng 47 °C.

Dwéi cac diéu kién v trung, thém dung dich kali telurit va nhli twong idng do trirng, ca hai da dugc lam
am trudce trong ndi cach thuy & 47 °C, c k¥ sau khi thém tirng dung dich.

A.1.5 Chudn bi céc dia thach

Dé mét lwong thich hop méi tredng hodn chinh (A.1.4) vao dia Petri vd tring dé thu dugc méi trrdng
thach day khodng 4 mm va dé cho déc lai.

Trwde khi 1am khd, cac dia ¢é thé dwgce bdo quan dén 24 h & nhiét db + 3°C £ 2 °C.
CHU THICH: B&i véi cAc dia san xudt cdng nghiép, cAn tuan thi céc chi 9 clia nha san xuét vé thei gian bio quan.

Trwée khi siv dung, 1am khd cac dia, tét nhét 1a m& nép ra va Op bé mét thach xuéng dwdi, dat vao ti
4m & nhiét o tir 25 °C @én 50 °C, cho @én khi cac giot nwéc bién mét trén bé mat clia méi trrdng.

A.2 Canh thang trypticase (tryptic) dau twomg chira natri clorua 10 % va natri pyruvat 1 %

A.21 Thanh phin

Trypticase hodc tryptose 1749
Phyton pepton 39
Natri clorua 100 g
Kali hydro phosphat (K.HPOQ,) 2549
Dextrose 25g
Natri pyruvat 109
Nwéc cht 1 lit
A.2.2 Chudn bj

Chinh @én pH 7,3. Bun nhe néu cAn. Phan phéi 10 ml vao cac éng nghiém 16 mm x 150 mm. Hip 4p
lgc 15 min & 121 °C. pH cudi cung dat 7,3 £ 0,2. Bdo quan trong mét thang ¥4 °C + 1 °C.

12



A.3 Thach trypticase (tryptic) dau twong

A.3.1 Thanh phan

Trypticase pepton 15¢g
Phyton pepton 5g
Natri clorua 5¢
Thach 15¢g
Nuéc cht 1 lit

A.3.2 Chudn bj

TCVN 11039-7:2015

Gia nhiét ¢6 khuy d& hoa tan thach. Bun sbi 1 min. Phan phédi vao cic éng hodc binh thich hgp. Hap

ap lyc 15 min & 121 °C. pH cubi cung dat 7,3+ 0,2.

A.4 Thach toluidine xanh-ADN.

A.4.1 Thanh phin

Axit deoxyribonucleic (ADN) 03g
Thach 1049
Canxi clorua (dang khan) 1,1mg
Natri clorua 109
Teluidine xanh O 83 mg
Tris(hydroxymethyl}aminometan 6.1g
Nudce cht 11it
"~ A4.2 Chuén bj

Hba tan tris{hydroxymethyt)aminometan trong 1 lit nwéc cit. Chinh pH dén 9.0. Bd sung cac thanh

phan con lai, trir toluidine xanh O va dun &én s6i d& hoa tan.

Hoa tan toluidine xanh O vao méi trwdng. Phan phdi vao céc binh ndn cé nit cao su. Néu s dyng
ngay thi khdng can kh(r irung. Mdi tredng vé tring bén & nhiét 48 phang trong 4 théang.

A.5 Canh thang phenol 46 cacbohydrat

A.5.1 Thanh phan

Trypticase hoéc proteose pepton No. 3
Natri clorua
Chét chiét bo (tay chon)

13
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Phenol a6 (7,2 ml dung djch 0,25 % phenol dé) 0,018g

Glucose 5¢g
Nwoe cht 1 lit
A.5.2 Chudn bj

Hda tan glucose vao canh thang co ban nay. Phan phéi cac phén 2,5 ml vao cac éng nghiém 13 mm x
100 mm chia c4c éng 1&n men 6 mm x 50 mm &4 I3t nguoc. Hip 4p lwc 10 min & 118 °C. pH cudi
cling dat 7.4 + 0,2. Cach khac, hoa tan cac thanh phan trén, trir glucose, trong 800 mi nwrée cét cé dun
va thinh thodng khudy. Phan phéi cac phan 2,0 mi vao céc éng nghiém 13 mm x 100 mm chi¥a céc 6ng
Ién men @3 1at nguoc. Hap ap lc 15 min & 118 °C va dé ngudi. Hoa tan glucose trong 200 mi nwée cht
va khir triing bing cach cho dung dich qua bd loc gitr vi khudn. Thém va tring 0,5 mi dich loc vao méi
dng canh thang da kh(r tring sau khi lam nguéi dén 45 °C. Léc nhe @& tron. pH cudi clng dat 7,4 £0,2.

A.6 Dung dich lysostaphin
Hda tan 2,5 mg lysostaphin trong dung dich mubi dém phosphat 0,02 M chtra natri clorua 1 %.
A.7 Thudc thir hydro peroxit

Dung dich chira khodng 2,5 g dén 3,5 g hydro peroxit (H,O2) trong m&i 100 ml. Dung dich nay c6 thé
chira cac chét bdo quan thich hep nhung téng ndng a6 khong qua 0,05 %.

14
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Thw myc tai liéu tham khao

TCVN 4830-1:2005 (1ISO 6888-1:1999, With Amd. 1:2003) Vi sinh vét trong thyc pham va thic an
chén nubi — Phuong phap dinh lupng Staphylococci ¢6 phan dng dwong tinh coagulase
(Staphylococcus aureus va cac loai khiac) trén c;f:'é thach — Phan 1: Ky thuét str dung mdi trudmg
thach Baird-Parker

TCVN 4830-2:2005 (ISO 6888-2:1999, With Amd. 1:2003) Vi sinh vét trong thirc phdm va thire &n
chan nudi — Phuong phap dinh lwong Staphylococci ¢6 phdn dng dwong tinh coagulase
(Staphylococcus aureus va céc loai khéc) trén dia thach — Phén 2: Ky thudt st dung moi truimg
thach fibrinogen huyét tuong thé

TCVN 4830-3:2005 (ISO 6888-3:2003) Vi sinh vét trong thuc phém va thuc &n chdn nudi —
Phuong phép dinh ivpng Staphylococci ¢é phén tmg dwong tinh véi coagulase (Staphylococcus
aureus va céac loai khac) trén dia thach - Phén 3: Phét hién va dung k¢ thuét dém s6 c6 xéc suét
I6n nhét (MPN) dé dém s6 lupng nhé

TCVN 6404 (1ISO 7218) Vi sinh vét trong thure phdm va thirc dn chén nubi - Yéu céu chung va
huéng dén kiém tra vi sinh vét

TCVN 7927:2008 Thiyc phdm — Phét hign va dinh luong Staphylococcus aureus béng phuong
phép tinh s6 co xéc suédt I6n nhét

FDA, Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5, Salmonella

Sperber, W.H. and Tatini, S.R. 1975. Interpretation of the tube coagulase test for identification of
Staphylococcus aureus. Appl. Microbiol. 29:502-505

15



	001.jpg
	003.jpg
	005.jpg
	006.jpg
	007.jpg
	008.jpg
	009.jpg
	010.jpg
	011.jpg
	012.jpg
	013.jpg
	014.jpg
	015.jpg

