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L&i néi dau
TCVN 7138:2013 thay thé TCVN 7138:2002:

TCVN 7138:2013 hoan toan twong dwong véi 1ISO 13720:2010;

TCVN 7138:2013 do Ban k§ thuat tiéu chuin quéc gia TCVN/TC/F8
Thit va sdn pham thit bién soan, Téng cyc Tiéu chudn Po lwong
Chét lwgng thdm dinh, Bd Khoa hoc va Céng nghé cong bé.



TIEU CHUAN Qu6C GIA TCVN 7138:2013

Thit va san pham thit - Dinh lweng Pseudomonas spp. gia dinh

Meat and meat products — Enumeration of presumptive Pseudomonas spp.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phuong phép dinh lvgng Pseudomonas spp. gid dinh cé trong thit va san
pham thit, ké ca thijt gia cAm.

2 Tailidu vién dén

Céc tai liéu vién dan sau rAt cin thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Dbi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cdng bé thi 4p dung phién ban duoc néu. Bbi véi cac tai liéu vién din khdng ghi ndm cong bb thi
ap dyng phién ban méi nhét, bao gdm ca céc sira ddi, bd sung (néu co).

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vét trong thyc phdm va trong thic &n chén nudi — Nguyén téc chung vé

kiém tra vi sinh vét

TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh vét trong thurc phdm va thirc &n chdn nubi — Chuén bj méu thi,
huyén pha ban déu va céc dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh v&t — Phén 1: Céc nguyén
téc chung dé chuén bj huyén pha ban déu va céc dung dich pha loang thép phén

TCVN 6507-2 (ISO 6887-2), Vi sinh vét trong thyc phdm va thirc &n chan nudi = Chuén bj mau the,
huyén pht ban déu va céc dung djch pha loéng thap phan dé kiém tra vi sinh vat — Phén 2: Céc nguyén
tic cu thé dé chudn bj céc miu thit va sén phém thjt

TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-1), Vi sinh vét trong thyc phdm va thirc &n chan nubi ~ Huong dan
chuén bj va sdn xudt méi truong nubi cy — Phén 1: Huéng dén chung vé dédm bdo chét luong ddi voi
vigc chudn bj mbi trung nubi c8y trong phong thir nghiém

TCVN 8128-2.(ISO/TS 11133-2), Vi sinh vét trong thyc phdm vé thie dn chdn nubi - Hudng dan
chudn bj va sdn xuét méi trvong nubi cdy — Phéan 2: Céc hudng dén thuc héanh vé ther higu ndng cua

méi truong nudi cdy
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3 Thuét ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay ap dung thuat ngi va dinh nghia sau:

31

Pseudomonas spp. gia djnh (presumptive Pseudomonas spp.)

Vi khuén & 25 °C tao thanh céc khuén lac trong thach natri cephalothin fusidat-cetrimide (CFC)
va co phan &rng oxidase dwong tinh khi dwec thir nghiém theo phwong phap quy djnh trong tiéu
chudn nay.

4 Nguyén tic
Chuén bj dung dich huy&n phi ban d4u va cac dung dich pha lodng thap phan tir phan miu thee.

Céy 1&n b& mat méi trwdng thach dac chon loc CFC mét lwgng quy dinh clia huyén phu ban dau tir
mau thir.

Chun bi cac dia khac trong cling didu kién cly, s dung cac dung dich pha lodng thap phan cla
huy&n pht ban du.

U cac dia da cdy @ 25°C trong44 ht 4 h,
Khing dinh cac khuln lac Pseudomonas spp. béing phép thir oxidase (dwong tinh).

Tinh sb lvong Pseudomonas spp. gid dinh cé trong mét mililit ho3c trong mdt gam mau tir sé khuln lac
da khang dinh trén dia.

5 Dich pha loang, mbi trwng nudi ciy va thudc thir
5.1 Yéu cédu chung

V& thyc hanh phong thir nghiém hién hanh, xem TCVN 6404 (1ISO 7218); v& viéc chuln bj va thiy
nghiém méi trrang: xem TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-1) va TCVN 8128-2 (ISO/TS 11133-2).

5.2 Dijch pha lodng

Xem TCVN 6507-1 (ISO 6887-1) va TCVN 6507-2 (ISO 6887-2).
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§.3 Thach natri cephalothin fusidat-cetrimide (xem Tai li&éu tham khao [3})
5.3.1 M6bi trwdng co ban

5.3.1.1 Thanh phén

Séan pham thly phan gelatin bdng enzym 16,0g
San pham thly phan casein bing enzym 100g
Kali sulfat (K2SOy) 1009
Magie clorua (MgCl,) 1449
Thach® 12,0gdén 180g
Nwéc 1 000 ml
* Khéi lrgng dugc dung phy thudc vao 86 ddng ciia thach.

5.3.1.2 Chudn bj

Hoa tan cac thanh phan co ban trén hoic méi trudng co ban khé trong nuéc, dun dén séi.
Chinh pH béng dung cuy do pH (6.4) sao cho sau khi khit trung pH 14 7,2 £ 0,2 & 25 °C, néu cin.
Phan phéi méi trrdng cor ban vao céc binh hodic cac chai ¢ dung tich thich hgp (6.6).

Khir tring mdi trwéng trong ndi hép ap lyc (6.1) 15 min & 121 °C.

5.3.2 Dung dich &rc ché

Khéng gil cac dung dich rc ché qua 7 ngay & nhiét dé 5°C £ 3 °C.

5.3.2.1 Dung djch cephalothin

5.3.2.4.1 Thanh phan

Mudi natri cephalothin 01g

Nuwoéc 100 ml

5.3.2.1.2 Chuén bj

Hoa tan cephalothin trong nwéc rdi khit tring béing cach loc.
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5.3.2.2 Dung djch natri fusidat

5.3.2.21 Thanh phin

Natri fusidat

Nuwéc

100 ml

5.3.2.2.2 Chuén bj

Hoa tan natri fusidat trong nwéc rdi khir triing bang cach loc.

5.3.2.3 Dung dich cetrimide

5.3.2.3.1 Thanh phén

Cetrimide ®

Nuwéc

01g

100 ml

® H&n hep chi ybu gbm tetradecyltrimethylammonium bromua, cing v&i ham lwgng nhd hon cia
dodecyltrimethylammonium bromua va cetrimonium (hexadecylirimethylammonium) bromua .

5.3.2.3.2 Chudn bj

Hoa tan cetrimide trong nuéc rdi khir tring béng cach loc.

5.3.3 Mabi trwong hoan chinh

5.3.3.1 Thanh phin

Thé tich Néng dé cudi cing
ml pg/mi
Mai trweéng cor ban (5.3.1) 100 -
Dung dich cephalothin (5.3.2.1) 5 50
Dung dich natri fusidat (5.3.2.2) 1 10
Dung dich cetrimide (5.3.2.3) 1 10
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5.3.3.2 Chudn bj

Cho cac dung dich chét (rc ché vao mbi trwdrng co ban da dwoc lam ngudi trong ndi cach thly (6.3)
dén 47 °C £ 2 °C va trdn cén than.

5.3.4 Chuén bj cac dia thach CFC

Rét khoang 15 ml méi trwéng Ihoén chinh (5.3.3) vao cac dia Petri v trung (6.8) va dé cho déng lai.
Ngay trwéc khi siv dung, lam khé cac dia thach theo TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-1),

Néu duoc chudn bi trwdce thi cac dia thach chwa khd khdng dwgc dé qua 4 tudn & nhiét dd 5 °C + 3 °C.
5.3.5 Thi hiéu nang

Xac dinh nang suét va tinh chon lgc theo TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-1). Thir hi¢u néng clia thach
CFC theo cac phuong phap va tiéu chi néu trong TCVN 8128-2 (ISO/TS 11133-2).

5.3.5.1 Ning suét
U: &25°C+1°Ctrong44h+4h

Ching: Pseudomonas fluorescens WDCM 00115" hodc
Pseudomonas fragi WDCM 00116"

Mbi treng chudn: Mai trwdng thach cla san phim thly phan casein d4u tvong (TSA)
Phuwong phép kiém chirng:  Dinh luong

Tiéu chi: Hé sé nang sut Pr2 0,5

5.3.5.2 Tinh chgn lgc

u: @25°Cx1°Ctrong44ht4h

Chiing: Escherichia coli WDCM 00013"

Phuong phap kiém chirng: Binh lwgng

Tiéu chi: (e ché toan bd

Y Tham khao ching dbi chirng sdn c¢d trong catalo (43 dugc xem xét vao ngay 19 thang 7 nam 2010) trén
hitp:/hwww wicc nig ac jpMVDCM Reference Strain Catalogue vé thong tin s5 lugng ching thu thap va cac chi tiét cb lign quan.
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5.4 Thudc thiy dé phat hién oxidase

5.4.1 Thanh phén

NN N, N-Tetrametyl-p-phenylenediamin dihydroclorua 109
Nuwée 100 ml
5.4.2 Chuén bj

Hoa tan thudc thir trong nwéde ngay trwée khi st dung.

Co6 thé str dung cac dia Idng hodc que gat cb ban sén trén thj tredng. Khi d6, cdn tuén thG cac huéng
dan cta nha san xuét.

6 Thiét bi, dung cu

S dung cac thiét bj, dung cu clia phong thi¥ nghiém vi sinh thong thuéng (xem TCVN 6404 (ISO 7218)
va cu thé nhw sau:

6.1 Thiét bj khir trung khé (ta sdy) hoic thiét bj khir triing wét (ndi hdp ap lwc).
6.2 Tu &4m, c6 kha ning duy tri nhigt @6 25°C + 1 °C.

6.3 Néicach thuy, cé kha nang duy tri nhiét a5 47 °C + 2 °C.

6.4 May do pH, cé thé do chinh xac dén + 0,05 don vi pH.

6.5 Que cdy . bing hop kim platin-iridi hodc vong ciy v triing st dung mét Ian.

6.6 Ong nghiém, chai hoac binh, cé dung tich thich hep.

6.7 Pipet xa hét, vé tring, dung tich danh nghia 1 ml, dwgc chia vach 0,1 ml, phii hop véi yéu chu
loai A trong TCVN 7150 (ISO 835)"" hoic pipet ty dong pht hop véi yéu cu trong ISO 8655-2 véi

cac dhu tip vé trung.
6.8 Dia Petri, bing thuy tinh hodic chét déo, dudng kinh tir 90 mm dén 100 mm.

6.9 Que gat, bang thuy tinh hoic bang chét déo, vi du que bang thuy tinh dai 200 mm va cé duwéng
kinh kheang 3,5 mm, mét dau duwoc ubn vudng goc dai khoang 30 mm va cac diu dugc 1am nhan
bang nhiét.

10
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7 Lay mau

Viéc 18y mau khéng quy dinh trong tiéu chudn nay. Néu chwa ¢6 tiéu chudn vé phrong phép tiy miu
thi cac bén cé lién quan can thda thuéan vé phuwong phap l1ay mau.

Diéu quan trong 1a phdng thér nghiém phai nhan duec ding mAiu dai dién va khdng bi hw hdng hodic
gidm chét lwgng trong sudt qua trinh van chuyén ho3ic bdo quan [xem TCVN 6404 (ISO 7218)).

8 Chuén bj mau thir

Chuan bj m3u thir theo TCVN 6507-1 (ISO 6887-1) va TCVN 6507-2 (ISO 6887-2) va/hoic tiéu chun
cu thé c6 lién quan. Néu chura 6 tigéu chudn cy thé thi cac bén co lién quan cén théa thuén vé phrong
phap chuén bi mau.

9 Cach tién hanh

9.1 Phin mau thir, huyén phi ban diu va cac dung djch pha lodng

Chuén bj huy&n pha ban du va cac dung dich pha loang theo TCVN 6507-2 (ISO 6887-2).

9.2 Ciyvad

9.2.1 S(& dyng mét dia cho m&i 6 pha loang déi véi it nhat hai dung dich pha loang lién tiép, phu hop
v&i TCVN 6404 (1ISO 7218). Néu chi thire hién véi mét do pha lodng thi st dyng hai dia.

9.2.2 L&y mdt da thach CFC (5.3.4). Diing pipet (6.7) chuyén 0,1 mi huyén phis ban du sang dia
thach nay.

Lay mét dia thach CFC khac. Dung pipet v trung khac chuyén vao dia 0,1 ml dung dich pha loang
thap phan thir nhét clia huyén phi ban dau.

Lap lai cac thao tac trén déi véi cac dung dich pha lodng tiép theo, dung pipet v6 tring m&i cho méi
dung dich pha loang thap phan.

9.2.3 Dung que gat mAu vé trung (6.9) dé dan d&u chét 1dng trén bé mat dia thach cho dén kho han.

9.2.4 Lat nguoc cac dia da chudn bj va U trong t 4m (6.2) & nhigt a9 25°C £ 1°Ctrong44 h+ 4 h.

9.3 Dém va chon céac khudn lac

Sau khi két thic thi gian U quy dinh, dém sé khun lac trén tirng dfa va gilr Iai cac dia chira it hon
150 khuén lac.

T mdi dia dwoc gilr lai & khing dinh (9.4), chon ngiu nhién nam khuén lac, bao gdm tét ca cac dang

khuén lac.

11
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9.4 Khing dinh
9.4.1 Phan trng oxidase

Lam &m manh gidy loc bang thubc thir oxidase (5.4.2). Dung que cdy bang hgp kim platin-iridi hodc
vong cAy bing chét déo (véng Gy bang niken-crom sé cho két qua duong tinh gid) (6.5) dé Iay mau tr
khuan lac da chen cho 1&n gidy loc da duwgc lam &m.

Néu co mat oxidase thi trong khoang tir 5 s dén 10 s sé cho mau tim dén mau dé tia. Néu sau 10 s ma
mau séc khong déi thi phép thir duwrgre coi 1a am tinh.

Khang dinh két qua bang cac kiém chirng duong tinh va kim chirng 4m tinh. Vi dy v& cac ching kiém
ching thich hop 1& Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025 (kiém ching duong tinh), Escherichia

coli WOCM 00013? (kiém chizng &m tinh).
9.4.2 Dién giai két qua

Cac khuln lac cho phan (g oxidase dwong tinh dugc coi la cac khuln lac Pseudomonas spp. gia dinh.

10 Biéu thj két qua

Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

11 Bao cao thir nghiém
Bao cao thir nghiém phai ghi rd cac thong tin sau:

‘a) moi thong tin can thiét vé nhan biét ddy du vé mau thi;
b) phwong phap thir d4 str dyng, vién dén tiéu chudn nay;
c) két qua thir nghiém thu dugrc;

d) moi didu kién thao tac khdng quy dinh trong tiéu chudn nay, hodc dugc coi la tuy chon, cling voi
moi tinh huéng bét thudng cé thé anh hwéng dén két qua.

2 Tham khdo ching déi chirng sin co trong catalo (d4 dwgec xem xét vao ngay 19 thang 7 n3m 2010) trén
hilpwww wic nig ac jpWDCM Reference Strain Catalogue vé théng tin s6 lrgng chling thu thap va céc chi tiét ¢6 lign quan.
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Thw muyc tai ligu tham khao

[1] TCVN 7150:2007 (ISO 835:2007), Dyng cu thi nghiém béng thuy tinh — Pipet chia d§
[2] 180 8655-2, Piston-operated volumetric apparatus — Part 2: Piston pipettes

[3] MEAD, G.C and ADAMS, B.W.A setective medium for the rapid isolation of Pseudomonas
associated with poultry meat spoilage. Br. Poult. Sci, 18, 1977, pp. 661-670.
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