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L&i gidi thiéu

Samonella 1a vi khudn phan bd rong rai trén toan thé gi¢i, Samonella thwéng drgc phan loai nhu 14 tac
nhén gay bénh, mic du dc tinh va t4c nhén gay bénh clia Samonella c6 tinh bién ddi réng. VAt chi ty
nhién clia Sa/monefa gém con ngudi, vat nubi, gia stc, gia cAm va ddng vat hoang di ké ca loai chim.
Con nguwdi va ddng vat co thé bai tiét vi khudn nay khi mang bénh ho#c cé triéu trrng mang bénh. Do
d6 khéng thé loai bd Salmonella khdi mai trnedmg. Khi nhidm vao ngudi, Salmonella c6 thé gay bénh
nguy hiém.

Vi méi tredng nuéc duge cdng nhan 1a méi tredng truyén nhidm, cdn phai kiém soat sy c6 hosc
khéng c6 Salmonella trong méi treng nuéc noi ma quan sat thdy nguy co cla sy truyén nhiém.
Salmonella cé thé c6 trong tt ca cac loai nwéc thai néng nghiép va nwéc thai sinh hoat, nwéc sach, ké
ca nudc ubng va nwéc ngdm, ciing nhw nuwéc bién.

Phat hién Salmonella trong nudc thudng yéu ciu néng do theo bac. Vi cac té bao Saimonella c6 thé
xuét hién véi sé lrgng thap va bj tbn thuong trong mai trwdng nwée, nén phat hién Salmonella trong
méi trueng nuwéc thwdng yéu cau buréc tang sinh so bd.
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Chét lwgng nwéc — Phat hién Salmonella spp.

Water quality — Detection of Salmonelia spp.

CANH BAO - D& dam bao an toan va sirc khde cho nhén vién trong phong thi nghiém, didu
cAn thiét 1a cac phép thir dé phat hién Salmonella va djc biét S.enterica Subsp. Typhi
(Salmonella ser. Typhi) va S. enterica subsp. enterica ser. Paratyphi (Salmonella ser.
Paratyphi), chi thyc hién trong cac phong thi nghiém dwec trang bj thich hgp, dwéi sy kiém
s0at clia nha vi sinh vét cé kinh nghiém va can dic biét cin trong trong viéc loai bo tat ca
céc vat liéu sir dung cho nudi céy.

Ngwi sir dung tiéu chuén nay cin phai thanh thao vé&i cac thyc hanh trong phong thi
nghiém théng thudng. Tiéu chudn nay khéng d& cap t&i moi vin @& an toan lién quan dén
ngwdi stv dung. Trach nhigm ciia ngwdi sir dyng la phai xac ldp 4 an toan, bao dam sdrc
khde phit hgrp v&i céac qui dinh clia quéc gia.

QUAN TRONG - Diéu chii yéu 12 phép thir theo tiéu chuln ndy cin dwoc tién hanh boi
nhirng nhan vién dwgc dao tao phu hep.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chun nay quy dinh phwong phap phét hién Saimonelia spp. (gia dinh hodc khdng dinh) trong cac
m&u nuére. Dai véi cho myc dich dich t& hodc qua trinh didu tra sy bung phat, c6 thé phirong tién khac
cling dwgc yéu céu.

CANH BAO - C6 thé phwong phap nay khéng bao gdm tit cé loal Salmonella ser. Typhi va
ser Paratyphi.

CHU THICH: Dé&i vé&i phirong phap tiép cén ban dinh lwgng, phép thir MPN ¢ thé dwoc thyc hién sir dyng céc thé
tich m&u thich hop. Trong nhirng treéng hop ndy, diéu chinh thé tich clia dém niréc pepton trong (ng.
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2 Tai ligu vién din

Céc tai lidu vién dan sau Ia rét can thiét cho viéc 4p dung tiéu chuéin nay. DSi véi cac tai ligu vién din
ghi n&m cdng bé thl 4p dung phién ban dugc néu. Bi véi cac tai ligu vién d&n khéng ghi ndm céng bd
thi &p dung phién ban mé&i nhat bao gdm ca cac si¥a i, bé sung (néu cd).

TCVN 4829 (ISO 6579), Vi sinh vét trong thyc phdm v thirc &n chdn nu6i — Phuong phép phat hién
Salmonella spp. trén dia thach.

TCVN 6404 (1SO 7218), VI sinh vét trong thuc phdm va thir &n ci¥in nuoi — Yéu céu chung va huéng
dan kiém tra vi sinh vét.

TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh vét trong thuc phdm va thirc &n chan nudi = Chuén bj méu thi,
huyén phi ban d4u va céc dung dich pha lodng thap phén dé kiém tra vi sinh 4t = Phén 1: Céc
nguyén tc chung dé chudn bj huyén pht ban dau va céc dung djch pha lodng th&p phén.

TCVN 8880 (ISO 19458), Chét lugng nudc — Lay méu dé phén tich vi sinh vét.
TCVN 9716 (ISO 8199), Chét lugng nutc = Hudng dén chung vé dém vi sinh vét béng nudi céy.

ISO 7704, Water quality — Evaluation of membrane filters used for microbiological analyses (Chét luvong
nuéc — Danh gid mang loc st dung dé phén tich vi sinh vat).

3 Thuét ngir va dinh nghia

Trong tiéu chun nay ap dung céc thuat nglr sau:

3.1

Salmonella spp. gia dinh (presumptive Salmonella spp.)

Vi khuan phét trién trong méi trwdng tang sinh chon loc dwoc quy dinh, va tao cac khuan lac dién hinh
hodc khéng dién hinh trén méi trieerng chon loc déc.

3.2

Salmonelia spp. khdng dinh (confirmed Salmonella spp.)

Vi khuén phat trién trong méi trréng tang sinh chon loc duec quy dinh, tao cac khuén lac dién hinh
ho#ic khéng dién hinh trén méi trrng chon loc ddic, va hién thi nhirng déc tinh vé sinh héa va huyét
thanh d&c trung.

CHU THICH: Céc d4c tinh huyét thanh va sinh héa dic trung duge xéc dinh bing cac phép thir quy dinh trong tiéu
chuén nay.

3.3
Phat hién Salmonella (Salmoneiia detection)

Phép xac dinh si ¢ hay khéng cé6 Salmonella (3.4).
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34

Salmonelia spp.
Salmonella

Nherng vi sinh vat ma tao nén cac khudn lac dang dién-hinh ho3c khéng dién«hinh-trén- mai trrdng
chon lgc d3c va hiérrthj cac dac tinh-huyét thanh'va sinii héardc truig.

4 Nguyén tc

4.1 Khai quat
Phat hién Salmonelia can cé bn bwérc lien tiép (xem Phuy luc A).

Théng thudng, can phai tién hanh burdc ting sinh so b dé phat hién Salmonella cd sb Iugng it hodc
Salmonella bj tén thwong. Mot s6 Salmoneila va nhirng loai Saimonella bj tdn thwong cé thé yéu ciu
thoi gian G thém (4.3). Hon nira, Salmonella cé thé xuét hién véi mét sé lvong nhd va thuéng kém
theo sb lwgng 16n hon dang ké clia dai dién khac trong cac ho vi khudn dwdng rudt hodc ho khéc.
Do dé, téng sinh c6 chon loc l1a cén thiét.

4.2 Téang sinh so b§ trong méi trrorng 16ng khéng cheon lge

Céy dém nuwéc pepton (B.1) vao thé tich mdu da biét hoac pha lodng, & nhiét d6 méi tredng xung
quanh, sau d6 U & (36 + 2) °C trong (18 + 2) h. Céc thé tich m3u Ién hon cé thé duec lam giau s dyung
phuong phéap loc mang va mang loc sau khi thém dém nwéc pepton.

CHU THICH: Béi vé&i nwée thai, cac thei gian U ngén hon hodc cy mau tryc tiép vao maéi trrérng chon loc (4.3)
cho cac két qua tét hon,

Péi v&i phurong phap tiép can ban dinh lvgng, phép thir MPN c6 thé duec thye hién sir dung cac thé
tich mAu thich hop. Trong nhikng treéng hop nay, didu chinh thé tich ctia d&m nwéc pepton tuong img.

4.3 Téng sinh trong méi trwwdng long chon loc

Céy dich thu dugc & 4.2 vao canh Rappaort-Vassiliadis v&i dau twong (canh RVS) va canh
Muller-Kauffmann tetrathionat-novobiocin (MKTTn).

CAy canh RVS vao & (41,5 + 1) °C trong (24 + 3) hva canh MKTTn & (37 + 1) °C trong (24 £ 3) h.

D& phét hién Salmonella spp. phét trién cham, U canh ting sinh thém (24 + 3) h t¢i tong s6 (48 £ 4) h
& (41,5+1,0) °C.

CHU THICH: Salmonella Typhi va Salmonella Paratyphi A thwdng khéng quan trong trong quan tréc chét luvong
nuéc dinh ky, nhing c6 thé cé lign quan véi céc nghién ciru dich té. Canh MKTTn duoc sir dung aé téng sinh
béng céch & & (36 + 2) °C trong (24 + 3) h va thu hdi hAu hét cac ching clia Salmonella, k& c& mét sé chiing
Salmonella Paratyphi, nhwng khdng vi vay ma c6 thé& thu hdi ching Salmonella Paratyphi C. Khéng sir dyng canh
MKTTn néu Salmonelia Typhi bi nghi ng& sau khi sl dung canh selenit systin.
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4.4 D4 dia va nhan dang

Céy dich tang sinh thu dwgc & 4.3 vao hai méi tredng d3c chon loc:
a) Thach xylo lysin deoxycholat (thach XLD);

by Me: mdi Nudmg chon loc dic bat ky khéc bé sung vao thach XLD va, néu c6 thé ap dung, thich hgp
dé phan I4p cac ching SaMmoncia, Saimoneffa Typhi va Seimonetia Paratyphi duong tinh véi
lactoza — phong thir nghiém cé thé chon méi trueng 36 dé str dung.

U thach XLD & (36 + 2) °C va kiém tra sau (24 + 3) h @& kiém tra sy xuét hién ctia khuén lac, cac khudn lac
nay dugc xem nhw Salmonella gid dinh. U thach chon loc thir hai theo hwéng dan clia nha san xuét.

CHU THICH: D& tham khao, thach Brilliant xanh (BGA), thach sunfit bismuth, v.v..., ¢6 thé dugc s dyung lam
méi trwdrng @b dTa thr hai.

4.5 Khang djnh

Céc khuén lac Salimonella gia dinh dwoc cy truyén rbi db dia nhu mé ta trong 4.4 va khing dinh dé
nhan dang ching bng phép thir sinh héa (8.5.3) va thir huyét thanh (8.5.4) thich hop.

§ Thiét bi, dung cu
Thiét bi phong thi nghiém vi sinh vat théng thwomg (xem TCVN 6404 (ISO 7218)) va, cy thé, cac thiét bj sau:

5.1 Yéu cau chung, ngoai dung cy thly tinh ¢6 sdn da dwoc khir khuln, dung cy thay tinh khir khuén
nhw quy dinh & TCVN 9716 (ISO 8199). Dung cy ¢6 s8n c6 thé dugc thay thé bang dung cy thiy tinh
st¥ dung lai néu c6 yéu ciu k¥ thuat thich hep.

5.2 N&i hdp, c6 kha nang duy tri & (121 £3)°Cva & (115 + 3) °C.

5.3 Bé& didu nhiét hoic tii 4m, c6 kha nang duy trl & (36 + 2) °C.

5.4 Bé diéu nhiét hodc ti 4m, c6 kha nang duy tri & (41,5 + 1,0) °C.

5.5 Bé didu nhiét, c6 kha nang van hanh & (70 + 1) °C va & 50 °C dén 55 °C.
5.6 Thiét bj lgc mang, nhw d4 quy dinh trong TCVN 9716 (ISO 8199).

5.7 Mang loc khitr khudn, c6 c& 16 danh nghfa 12 0,45 pm.

Chét lugng mang loc cé thé khac nhau tiy theo thuong hiéu hodc 16. Do d6, nén kiém tra chét lwgng
dinh ky, nhur @a-quy dinh trong ISO 7704.

5.8 May do pH, c6 dd chinh xac hiéu chudn pH + 0,1 & 20 °C dén 25 °C.
5.9 Kep vo khuln.
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5.10 Que ciy vong vé khudn, dudng kinh khodng 3 mm (dung tich 10 L), va c6 kim hodc day céy.

6 Liy miu
Viéc l&y mau khdng qui dinh trong tiéu chudn nay. Mau dugc Iy theo TCVN 8880 (ISO 19458).

Piéu quan trong 1a phéng thr nghiém nhan dugc diang mau dai dién va mdu khdng bj hu héng trong
suét qua trinh bdo quan hodc van chuyén.

7 Thuéc thir va méi trierng nudi cly
CHU THICH: Hwéng din vé dam bao chét lvgng va thir tinh néng, xem TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-1) va

TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-2)CL.

7.1 Vat liéu co ban, dé cac két qua ddng nhét, trong qué trinh chudn bj madi trwdng, st dung mai
tredng da loai nwérc hoan toan hodc st dung cac thanh phan c6 chét Iwgng ddng nhéit va cac thude
thir dat cAp phan tich da dwoc céng nhan.

C6 thé str dung céc loai thudc thir khac mién Ia cé thé cho két qua twong dwong.
7.2 Nwéc, TCVN 4851 (1ISO 3696)!", loai 3.

7.3 Méi trieng nudi cly, da dwoc chudn bj theo Phuy luc B.

7.3.1 Dém nwéc pepton, dém nuéc pepton mdi trrdmg tiing sinh so bd khong chon loc (BPW, B.1).

7.3.2 Canh rappaport-Vassiliadis v&i ddu twong (canh RVS, B.2), méi triedng tang sinh chon lge.
7.3.3 Thach xyclo lysin deoxycholat (thach XLD, B.3).

7.3.4 Méi treong dd dia chon lgc dic thiv hai, viéc chen méi trwdng thich hep thir hai la quyén lya
chon clia phong thir nghiém. Phai tuan thi chinh xac hiréng dan cla nha san xuét vé viéc chuln bj
méi tredng dé st dung.

7.3.5 Thach dinh dwdng (B.4), hodc thach khéng chen lgc thich hep khac.
7.3.6 Thach TSI (thach triple sugar va iron, B.5).

C6 thé st dung thach DSI dé thay thé.

7.3.7 Thach uré, Christensen (B.6).

7.3.8 Mdi trrirng L-Lyzin khir cacboxyl (B.7).

7.3.9 Canh selenit cystin (B.8).

7.3.10 Canh Muller-Kaufmann tetrathionat-novobiocin (MKTTn, B.9).

7.3.11 Chét trg loc (B.10).
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8 Cach tién hanh

Xem Hinh A.1.

8.1 Chudn bj miu

Bé chudn bj mau, loc va ciy méi truéng phan lap, theo huéng dén nhw da quy dinh trong TCVN 6507-1
(ISO 6887-1) va TCVN 8716 (ISO 8199). Tét nhét la bét dau kiém tra ngay sau khi lay mau. Néu luu
gitr mau & nhiét dé xung quanh, trong vong 12 h sau khi lay mau thi bét dau kiém tra. Trong cac trudng
hop ngoai l&, cho phép mau dugrce lwu gite & (5 + 3) °C trong 24 h trwée khi kiém tra.

Thé tich mau phan tich phy thudc vao loai nwéc. Cac thé tich thudng ding cho nwéc sinh hoat va
nuéc ubng 1a 1 000 mL téi 5 000 mL. DSi véi nwéc mit bi 6 nhidm va nwéc thai, thwedng ding thé tich
phan tich phé hon.

Néu m3u can pha loang (vi du mdu nwéc thai), chudn bj miu pha lodng nay nhu dwoc quy dinh trong
TCVN 9716 (I1SO 8199).

8.2 Tang sinh so b khéng chon lgc

8.2.1 Tang sinh so bd khéng chon lgc v&i thé tich nhd hon 10 mL

Céy 50 mL BPW (B.1) vao mau hodc mau pha loang & nhiét do phong va u & (36 + 2) °C trong (18 + 2) h.
8.2.2 Tang sinh khéng chon loc véi thé tich Ién hon 10 mL

Loc mét thé tich nudc thich hop dé kiém tra nuérc.

Nhtng mang loc vao 50 mL BPW (B.1).

C6 thé thay thé bing cach thém mau vao thé tich BPW néng dd gap dbi.

Chu y quy trinh cudi 12 khéng thich hop cho nwéc khoang c6 ham Iwong mudi cao hodc nwéc bién.

U dTa nudi cdy & (36 + 2) °C trong (18 + 2) h.

8.2.3 Khuyén nghj déi véi nwéc duc va nwéc bi 6 nhiém

Ddi véi nwéde duc hodc nwéce bi 6 nhiém, cé thé bd sung chét tre loc v khuan (B.10) va loc mau qua
tdm thadm hat vé khuan déng vai tré nhu mét I¢p dém hé tro thay cho sir dung mang loc.

Trong trudng hop nay, ldy mét lwong nhé chét tro loc, thwdng 1a 15 mL, tao thanh mét 16p dau tién
trén tAm tham hut. Trén mét lwong nhd 15 mL thr hai véi thé tich mau va chét tre loc. Béi véi nwéde
duc hoac nuéc ban, nhirng lvgng nhé bd sung c6 thé dwec lec. Khi qua trinh loc hoan tat, g& bd phéu
va can than chuyén tAdm thdm hat va chét tro loc vao BPW (B.1). Néu can, giv lai mét thé tich nhé
trong BPW dé trang phéu sao cho thé tich cudi cung ctia BPW 1a 100 mL. U dé& xac dinh sy cé hodc
khéng cé6 Samonella, hodc pha ché nhu ddy MPN cho phép dém ban dinh lwegng.
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8.3 Ting sinh chen lgc

D& mai triedng tang sinh can bang v&i nhiét 46 phong néu chiing dwgc bdo quan-&. nhiét-dd.thdp hon.
Chuyén 0,1 mL chét cdy thu duoc & 8.2 vao éng nghiém chira 10 mL canh RVS (B.2). Khi si¥ dung -
MKTTn (B.9), chuyén 1 mL chét cdy thu dugc & 8.2 vao dng nghiém chira 10 mL canh MKTTn.

U canh RVS d3 cdy & (41,5 + 1,0) °C trong (24 + 3) h va, néu cén (xem 4.3), trong (48-+4).h. Chu y tién
hanh sao cho nhiét d6 U téi da khéng qua (42,5 °C).{J canh MKTTn-da cdy & (36 + 2) °C trong (24 + 3) h.

CHU THICH: Béi véi canh RVS néng @& magie clorua va nhiét d& i da duoc ti wu héa dé thu dwge @ thu hbi
tét ma khéng bj mét tinh chon loc theo Tai ligu tham khao [5].

8.4 Db dia

8.4.1 Khai quat

Pé cac dia thach XLD va mai trirdng dd dia chon lgc thir hai (xem TCVN 4829 (ISO 6579), 5.2.4.2) dat
téi can bing & nhiét @ phang néu ching duoc bdo quan & nhiét @6 thap hon. Néu can, lam khé bé
mit clia dia trurdre khi str dyng.

8.4.2 D6 dia tir canh RVS

Sau khi G khodng (24 + 3) h, st¥ dung dich cdy thu dwoc trong canh RVS, ding que ciy vong vé khuin
(5.10) céy 1&én bé mat mdi trwdrng ting sinh sau day dé thu dwec khuén lac phan [ap tét:

a) Thach XLD (B.3);
b) Mai trueéng chon loc bd sung (7.3.4).

Béi véi thach XLD, Iat ngwoc dia d& mét ddy huémg Ién trén, va @it ching trong tli 4m (5.3) dé & (36 +2) °C
trong (24 + 3) h. Déi v&i méi trrding @b dia thir hai, theo hwéng dan cia nha san xuét.

8.4.3 D4 dia tir canh MKTTn

Sau khi G & (36 + 2) °C trong (24 + 3) h st dung dia nudi cdy thu dworc, 1ap lai quy trinh @3 quy dinh
trong 8.4.2 v&i hai méi trweng b dTa chon loc.

8.5 Khing djnh

8.5.1 Khai quéat

Néu c6 thé, sir dung bd thir nhan dang cé ban sdn ngoai thi truéng dé kiém tra sinh héa Salmonella.
St dung cac bé thir nhan dang nay theo hwéng dan clia nha san xuét.

8.5.2 Chon loc cac khudn lac dé khing dinh

Déi v&i myc dich quan trdc thurdng xuyén, dé khang dinh, iy tir m&i dTa Petri clia tirng mdi trwrérng
chon loc (8.4), it nhat mét khuan lac riéng ré dugc xem 12 Salmonelia dién hinh ho#c gia dinh. Néu
khudn lac dAu tién khéng dugc khang dinh la Salmonelia, thi sau d6 lay thém bén khuén lac ntra.
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Trén thach XLD, cac khuln lac Salmonelia d4c thu thwéng c6 tdm den va ving xung quanh trong sudt
hoi nhuém dé do sy thay di mau cia chét chi thi. Nén I4y it nh&t nam khudn lac @& nhan dang trong
uwdng hop nghién clru dich t& hoc. Néu trén mét dfa c6 it hon ndm khudn lac dién hinh hoac khuin
lac'nghi nge, thi 4y t&t ca cac khudn lac dién hinh hodc nghi nge d6 & khing dinh.

CHU THICH: Viéc nhan dang céc khuan lac Salimonella can c6 b& day kinh nghiém va hinh dang bén ngoai clia
cniing c6 thé thay @81 ft nhidu khdng chi tir huyét thanh nay dén huyét thanh khac ma con tir mé nay dén mé khac
clia méi treérng cy chon loc dwoc sir dung. Shigella, Providencla vA Salmonella spp. Am tinh v&i H,S (vi du
Salmonella Paratyphi A) xuét hién mau hdng véi tam hdng dam; Salmonella cé lactose duong tinh phat trién trén
méi tredrng XLD xuét hién mau vang cé tdm den hoadc khéng cé tam den; Enterobacteriaceae vi dy Escherichia
coli, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Proteus, va Seratia xuat hién mau vang, khuan lac duc.

Céy ria cac khuén lac da chon loc trén bé mat cla cac dia thach “khéng chon loc” da 1am khé so bd
(vi du thach dinh dwéng, B.4) sao cho cac khuan lac phan lap tét phat trién duorc.

U cac dia da cdy & (36 + 2) °C trong (24 + 3) h.

Néu méi trirdng dé dfa khéng tao ra cac khuan lac riéng biét, thi I3p lai theo cach ma dam bao tao ra
cac khuan lac don Ié riéng ré. St dung cac khuén lac da phan lap don Ié dé phan tich héa sinh va, néu
thich hgp, khang dinh huyét thanh béng phép thir huyét thanh. Néu str dung bd thir sinh héa dé nhan
dang, thi theo huéng dan cla nha san xuét.

8.5.3 Khing djnh sinh héa
8.5.3.1 Khai quat

Dung que cdy vong, cdy méi trudng dwoe quy dinh tir 8.5.3.2 dén 8.5.3.4 vao tirng mé nubi cly thu
duoc tlr cac khuan lac da chon loc trong 8.5.2.

8.5.3.2 Thach TSI

Céy ria dudng vach trén thach TSI (B.5) lam nghiéng bé mit thach va dam thiing phan thach day hon.
U & (36 + 2) °C trong (24 + 2) h. Dién gidi vé bé ngoai clia méi trrdng thach nay nhw trong Bang 1.

Bang 1 - Dién giai sy thay ddi trong méi trwdng

Dang thé hién Giai thich
Phdn day hon
Mau vang (axit) Gluco durong tinh (sw Ién men cia glucoza)
Mau dé ho&c khéng ddi mau (kiém) | Gluco am tinh (khéng lén men cacbohydrat)
Mau den Sinh sunfua hydro
Bot hodc vét ran Sinh khi tir glucoza
Phén bé mit nghiéng
Mau vang Duong tinh lactoza hodc sucroza (sir dyng lactoza
ho#c sucroza)
Mau d6 hosc khéng d8i mau Am t()nh lactoza va sucroza (khéng si* dung lacto va
sucro
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Céc khuén lac Salmonella dién hinh thé hién tinh kiém (mau dd) trén mat nghiéng cuia thach, tinh axit
(mau vang) phan day hon ciia éng thach va sinh khi (bot khi) va (khodng 90 % céc trudng hop) sinh
sunfua hydro (thach bj den).

Khi Salmonella dwong tinh véi lactoza dugc phan Iap, thi mat nghiéng clia éng thach TSI c6 mau
vang. Do vdy, viéc khdng dinh so bd cac chiing Salmonella khéng chi dia trén cac két qua clia phép
thir trén thach TSI.

8.5.3.3 Thach uré

Cay ria trén b& mat nghiéng clia thach uré (B.6). U & (36 + 2) °C trong 24 h va kiém tra thuwdng xuyén.
Néu phan (rng la dwong tinh, thi sy thly phan uré giai phéng ra amoniac, lam phenol mau dé chuyén
thanh mau héng va sau d6 chuyén thanh mau @ hdng. Phan (rng thudng xuét hién sau 2 h dén 4 h.
Khuan lac Saimonella dén hinh cho phan (rng &m tinh, tirc 12 khéng cé sy tao mau.

8.5.3.4 Moi trirdng L-lysin khir caboxyl

Cay ngay du6i bé mat clia méi trurdng L-lysin khir caboxyl Iéng (B.7). U & (36 + 2 ) °C trong (24 + 3) h.
Khuan lac Salmonella dién hinh cho mau tim sau khi d.

8.5.3.5 Dién giai phép thir sinh héa
Néi chung, Salmonella cho cac phan (rng dwerc néu trong Bang 2.

Bang 2 - Cac phan irng sinh hoa clia Salmonella

Phép thi* Myc [I Phan (rng | Chung Salmonella cho phan ting
| o b
TSI glucoza (tao thanh axit) 85.3.2 + : 100,0
TSl glucoza (tao thanh khi) 8.5.3.2 + 91,9°
TSI lactoza 8.5.3.2 - i 99,2°
TSl sucroza 8.5.3.2 : i' 99,5
TSI hydro sunfua 8.5.3.2 + 91,6°
Thuy phan uré 85.3.3 - 99,0
L-lysin khir carboxyl 8.5.3.4 + 94,6'

* Xem Tai liéu tham khdo [8].

® Cac sb lidu nay ndy chi ra ring khong phai tit ca cac ching cua Salmonella 3du cho cac phan (ng ddnh d&u +
ho#c - rd rét. Cac sb lidu nay o6 thé khac nhau vé khu virc dia Iy va ngudn nuée,

¢ Salmonella Typhi 1a loai yém khi,

9 Loai phy arizonae Salmonelia enterica cho phan (rng lactoza durong tinh hodic m tinh nhung lubn duong tinh véi
pB-gatactosidase. Loai phy diarizonae Salmonella enterica cho phan (rng lactoza &m tinh, nhung cho phan ing 5
galactosidase duong tinh. Hon nira, c6 thé céc ching ndy khong tgo ra H.S. D& nghién clru céc chiing nay, c6 thé
tién hanh thir sinh héa bd sung (Tai ligu tham khdo [9][10}).

® Péi khi, sy tao thanh axit gy kho kh#n cho viéc nhan dang do tao thanh mau den d&m.
' Salmonella Paratyphi A & am tinh.

Cac phan (rng sinh héa trong Bang 3 13 dién hinh clia Saimonella spp.
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Bang 3 - Phan (rng sinh héa dién hinh cla Salmonella spp t&i phép thie

Phép thir Myc Phan éng
TSl lactoza 8.5.3.2 -
TSI glucoza 8.5.3.2 | +
TSI sucroza 8.5.3.2 L -
TSI hydro sunfua 8.5.3.2 | +
Thiy phan uré 8533 | -
L-lysin khir cacboxyl 8534 | +

Phan Iap chi khac nhau tir cac théng sé dién hinh d4 liét ké trong Bang 3 bng mét hodc hai phan (rng
c6 thé van 1a Salmonella va cé thé sé dwoc khao sat tiép va givi téi phong thir nghiém chuén da duoc
cong nhan dé khang dinh.

8.5.4 Khing dinh huyét thanh va kiéu huyét thanh

Phan lap Salmonella dién hinh theo cac phan (rng sinh hoa d4 liét ké trong Bang 3 1a Salmonella spp.
gia dinh va cAn dugc khdo sat tiép bang phang thir nghiém chuén, néu cin. Sy c6 mat clia Salmonella
va khang nguyén H, O-, Vi-, dugc phét hién bing sy ngung két trén mat nghiéng nhw da quy dinh
trong TCVN 4829 (ISO 6579) véi huyét thanh thich hep, tir cac khuén lac nguyén chét (8.5.2) va sau
d6 loai bd cac chiing ty ngung két.

Phan lap Salmonella cho phan (rng huyét thanh duong tinh dwgc khdng dinh 1a Salmonella spp.

9 Biéu thj két qua

Theo cac két qua clia phép thir sinh héa (8.5.3) va khang dinh huyét thanh (8.5.4), chi thi Salmonella 12
gia dinh hay khang dinh dwgc phat hién trong phan phép thir dugc kiém tra.

10 Bao cao thir nghiém

B4o c4o thir nghiém phai bao goém it nhat thong tin sau:

a) Phwong phap thir st dung, vién dan tiéu chuan nay;

b) Tét ca théng tin duwoc yéu cdu dé nhan dang day di mau;

c) Két qua, dugc biéu thj 1a Salmonella khdng dinh hay gid dinh dugc phéat hién hodc khong duec
phét hién trong phan mau thir ¥ mL nuérc.

d) Néu thirc hién quan tric dich t& hoc, dac tinh k¥ thuat ctia s6 khuan lac dugc phan lap tir méi
trerng dic chon loc (8.5.2) va cac loai hodc kidu huyét thanh dwoc quan sat (8.5.4);

e) Dbivéi phép thir MPN, wédc lvgng sé Salmonella trén mdi thé tich mau.
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11 Dam bao chét lwgng
Phong thi nghiém phai cé hé théng kiém soat chét lrgng xac dinh ré rang dé dam bao rang céc thiét bj
dung cu, thuéc thir, va k§ thuat [a phis hep véi phép thir. Sir dung déi chirng durong, déi chieng am, va
mau tréng la mét phan clia phép thir.
Thiee hién di chieng dirong bing cach dua méu ddi chirng vao binh kiém soat clia méi tredng ting
sinh (xem B.1). Tiép tuc v&i binh kiém soét nhur déi v&i nudi cly thir nghiém.

Chiing déi chizng duec chon phai d& nhan dang va khéng phai la ching duec phén lap thuong xuyén
bing phép thir trong phang thi nghiém. Nén tham khéo phéng thi nghiém chudn quéc gia thich hop.
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Phu luyc A
(Quy dinh)

So dd quy trinh thir

I' Tham nisée hogic pha lo2ng
hodc lgc vao BPW & nhiét 6
mdi trrdng xung quanh

U:
(18+2)h & (36+2)°C

Thém 0,1 mL chét cay vao
10 mL canh RVS
u:
(24 + 3) h va, néu cén, (48 1 4)
hé&(415+1,0)°C

k4 L

Thach XLD
U Chon thach the hai tiv bén tréi
(24+3)h & (36 £2)°C

Chon céc khudn lac don I& dién hinh tir
méi dia va cy ria Ién méi trieérng thach
khéng chon loc (Vi duy thach dinh
dweng)

0:
(24+3)h&(36+2)°C

v
Khang dinh sinh héa va khang dinh
huyét thanh va, trong truéng hop két
qua khéng rd rang, viéc phan lap phai
dugc thire hién trong phong thi
nghiém chuén quéc gia dé khing dinh
Salmonelia

y
r Di&n giai két qua ]

Hinh A1
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Phuluyc B

(Quy dinh)
Thanh phén va chudn bj méi treéng nuédi ciy va thube thi

Nhir mét cach chudn bj thay thé @& quy dinh trong phu lyc nay, ¢6 thé sir dung chét pha lo&ng hodc
moi trrdrng da loai nwrdc hoan toan. Theo huéng din cilia nha san xuét.

Dé chuan bj méi truéng, sir dung nuéc (7.2) khéng chira chat anh hudng @én phat trién cia cac loai vi
sinh vat duéi cac didu kién thir.

B.1 MGéi trirrng dém nwérc pepton (BPW)

Ndng @ Ndng a6 gép doi
Men tiéu hda clia casein 100g 20,09
Natri clorua (NaCl) 509 1009
Dinatri hydrophosphat ngdm muwdi hai phan tlr nuée 90g 180¢g
(Na;HPO,.12H,0)*
Kali dihydrophosphat (KH;POy,) 159 30g
Nwéc (7.2) 1000 mL 1 000 mL

* Néu st dyung dinatri hydrophosphat khan (NazHPO4), thi phai thém 3,5 g d6i véi BPW ndng a9 va 7,0 g BPW ndng dd
gép adi.

Hoa tan cac thanh phan trong nwéc, néu can, dun néng (ma khéng dun sbi).

Didu chinh pH, néu ¢én, sao cho sau khi khir khudn pH 12 7,0 £ 0,2 & 25 °C.

Phan chia méi trudng vao céac binh c6 dung tich thich hgp dé thu dwec cac phan cin cho thir nghiém.
Khir khudn 15 min trong ndi hap (5.2) 44t & (121 £ 3) °C.

Bao quan khodng 3 thang & (5 + 3) °C.

B.2 Canh rappaport-vassiliadis v&i ddu twrong (RVs)

B.2.1 Mdi treedng cor ban, Dung dich A

Men tiéu héa clia dau tuvong 5049
Natri clorua (NaCl) 8,0g
Kali dihydrrophosphat (KH2PO,) 1449
Dikali hydrophosphat (K;:HPO,) 0.2g
Nwéc (7.2) 1 000 mL

Haa tan cac thanh phan trong nwéc, néu can, dun néng t&i khodng 70 °C.

Chuén bj dung dich nay trong cung ngay chun bj mdi trudng RVs.
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B.2.2 Dungdjch B

Magie clorua ngam sau phan t& nwéc (MgCl,.6H,0) 4009
Nwdc (7.2) 1 000 mL

Hoa tan magie clorua trong nuwéc.

Nguoc lai véi sy chuan bj cac dung dich thubc thir thwirng ding, nhng theo céng thire nguyén ban
cla Tai liéu tham khéo {5}{6], thém cac chét vao thé tich nwéc da dinh dé c6 dung dich véi tdng thé
tich1a 1,26 L.

Vi mubi nay hat &m rat manh, nén can hoa tan hét lwong MgCl,.6H,0 trong binh chra méi mé. Vi duy,
thém 250 g MgCl..6H,0 vao 625 mL nuéc, cho thé tich tdng sé 1a 788 mL va néng dé khéi lwgng
khoang 31,7 g trén 100 mL MgCl,.6H,0.

Dung dich nay bén trong khodng 2 ndm, néu dwoc bao quan trong chai thiy tinh tdi mau day kin &
nhiét @6 phéng.

B.2.3 DungdichC

Oxalat xanh malachit 04g
Nwdrc (7.2) 100 mL

Hoa tan oxalat xanh malachit trong nwéec.

Dung dich bén trong 8 thang néu dwoc bao quan trong chai thdy tinh téi mau & nhiét dé phong.

B.2.4 Moi trwdng hoan chinh

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

Cho 100 mL dung dich B va 10 mL dung dich C (thé tich tdng s 1a 1 110 mL) vao 1 000 mL mai
trwéng co ban (dung djch A).

Diéu chinh pH, néu can, sao cho sau khi khir khuan pH |4 5,2 + 0,2 & 25 °C.

Phan chia vao cac 6ng nghiém véi dinh lveng 10 mL hoc vao binh véi dinh lwgng 100 mL.

Khtr khuan 15 min trong néi hap (5.2) & (115 + 3) °C.

Bao quan méi trueerng khodng 7 ngay & (5 + 3) °C. Méi triérng bén khodng 4 thang néu bao quan trong
chai ho3c éng cé nit van & (5 + 3) °C.

CHU THICH: Thanh phan mai treéng cubi cung (thé tich tdng 1a 1 110 mL) 1&: 4,5 g/L enzym phan hiy clia dau
twong; 7,2 g/L natri clorua (NaCl); 1,44 g/L kali dihydrophosphat (KH,PQ,) + dikali hydrophosphat (K;:HPQj); 28,6
g/L magie clorua ngam sau phan tlr nwérc (MgCl,.6H,0); 0,036 g/L oxalat xanh malachit.

Khéi lwgng cia 28,6 g MgCl,.6H,0 twong tng véi 13,4 g MgCl; (khan).
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B.3 Thach lysin xyloza deoxycholat (thach XLD)

D(+)-Xyloza 3,75¢
L(+)-Lysin hydroclorua 509
Natri deoxycholat 109
Cao ndm men 30g
Sucroza 75¢
Lactoza 759
Natri clorua (NaCl) 50g
Natri thiosunfat (Na;S,03) 689
Sét (1) amoni citrat 08¢
Phenol d6 0,089
Thach 9gdén18g
Nwée (7.2) 1 000 mL
® Phy thudc vao tinh dng clia thach

Hoa tan cac thanh phan vao trong nwéc va vira dun vira khudy lién tuc. Khéng dun qué néng hodc sbi.

Lam mat ngay trong bé diéu nhiét t&i 45 °C dén 50 °C. Dun qua mirc hodic Iam mat kéo dai c6 thé tao
ra két tia.

Diéu chinh pH, néu can, sao cho pH 1a 7,4 + 0,2 & 25 °C.

Rét méi trwdrng vao trong dia Petri va bdo quan méi treéng d& lam maét trong tii nhira dwec lam kin téi
2 tudn & (5 £ 3) °C. Néu can, 1am khd dia trwedc khi siv dung.

B.4 Thach dinh dwong

Cao thit 30g9
Men tiéu hoa pepton 509
Thach 9gdén18g®
Nwoc (7.2) 1000 mL

® Phy thudc vao tinh déng clia thach

Hoa tan cac thanh phan trong nwéc bing cach dun séi.

Didu chinh pH, néu cAn, sao cho sau khi khir khudn pH 1 7,0 + 0,2 & 25 °C.
Chuyé&n mai trudng nubi cly vao trong dng hodc chai cé dung tich thich hop.
Khir khudn 15 min trong ndi hap (5.2) & (121 + 3) °C.

Chuyén khoang 15 mL méi tredng tan chdy vao dia Petri vé khuln.

Bao quan cac dTa @4 rét khodng 2 thang & (5 + 3) °C. Lam kho @é bao vé cac dTa.
C6 thé sir dung mdi trieéng thach khéng chon loc thich hep khac dé thay thé.
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B.5 Thach triple sugar va iron (thach TSI)

Cao thit 30g9
Cao ndm men 30g
Men tiéu héa pepton 20,09
Natri clorua (NaCl) 509
Lactoza 10049
Sucroza 1009
Glucoza 109
Sét () citrat 039
Natri thiosunfat (Na;S,0;) 03g
fhenol dé 0,024 g
Thach 9gdén18g
Nuée (7.2) 1000 mL
® Phy thudc vao tinh déng cla thach

Hoa tan cac thanh phan trong nwéc, néu cin bing cach dun néng.
Pidu chinh pH, néu cAn, sao cho sau khi khir khuén pH 13 7,4 £ 0,2 & 25 °C.
Phan chia méi truéng véi dinh Iwgng 10 mL vao trong cac dng nghiém, tét nhat 1a c6 nat van.

Khir khun 15 min trong ndi hap (5.2) & (121 + 3) °C. Dat & vi tri nghiéng dé bé day thach trén day tir
25 mm dén 50 mm.

Bdo quan cac dng nghiém khodng 1 thang & (5 + 3) °C.

B.6 Thach uré (Christensen)

B.6.1 Mbi trirdng co’ ban

Men tiéu héa pepton 1049
Glucoza 109
Natri clorua (NaCl) 50g
Kali dihydrophosphat (KH,PO,) 20g
Phenol do 0,012g
Thach 9gdén18g
Nuwéc (7.2) 1 000 mL
® Phy thudc vao tinh déng ciia thach

Hoa tan cac thanh phan hosc méi tredng co ban hoan chinh khé trong nuéc, néu can, dun néng.

Didu chinh pH, néu cAn, sao cho sau khi khir khudn pH 12 6,8 + 0,2 & 25 °C.

Khir khuén 15 min trong ndi hdp (5.2) & (121 + 3) °C. Sau khi hp, lam mét trong bdn nuée téi khodng 50 °C.
Bdo quan 1 thang & (5¢ 3) °C.
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B.6.2 Dung djch uré

Uré 400g
Nwéc (7.2) vira Al 1000 mL

Hoa tan uré trong nwéc va loc @é khir khudn. Bdo quan khodng 1 thang & (5 + 3) °C.

B.6.3 Maéi triedng hoan chinh

Méi tredng co ban (B.6.1) 950 mL
Dung djch uré (B.6.2) 50 mL

O didu kién vé khudn, cho dung dich uré vao méi treeng co ban, Iam tan chay truée va sau d6 dé
ngudi dén nhiét do (45 + 1) °C.

Diéu chinh pH, néu can, sao cho pH 14 6,8 + 0,2 & 25 °C.
Phan chia méi trieéng hoan chinh vao trong éng nghiém vé khuin véi dinh lweng 10 mL,
D3t nghiéng éng nghiém.

Béo quan éng nghiém khodng 7 ngay & (5 + 3) °C.

B.7 Moi trwong L-Lyzin da khir nhém cacbhoxyl

L-Lyzin monohydroclorua 50g9
Cao nédm men 30g
Glucoza 109
Bromocresol do tia 0,015¢g
Nwéc (7.2) 1000 mL

Héa tan cac thanh phan trong nwéc, néu can, dun néng.
Piéu chinh pH, néu ¢an, sao cho sau khi khir khuan pH 12 6,8 + 0,2 & 25 °C.

Phan chia méi truedng véi dinh legng 2 mL dén 5 mL vao trong, 6ng ciy hep vo khuln, tét nhét 1a c6
nép van.

Khir khuén 15 min trong ndi hép (5.2) & (121 + 3) °C. Bdo quan trong éng nghiém khodng 3 thang & (5 + 3) °C.

B.8 Canh selenit cystine

Trypton 509
Lactoza 40g
Dinatri hydrophosphat (Na,HPOQ,) 1009
L-Cystin 0,01g
Natri biselenit (NaHSeO3) 40g
Nwée (7.2) 1000 mL

Hoa tan 4 g natri biselenit trong 1 000 mL nwéc va sau d6 thém thanh phan duy trl.
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Lam néng dé hoa tan va phan chia vao trong binh chira véi chidu cao t&i day it nhat 1a 60 mm.

Khir khudn bing cach dat trong budng hoi nuwéc chay tw do trong 15 min.
CANH BAO - Khéng hép.
Bao quan méi tredng da chudn bi & (5 + 3) °C tranh &nh séng.

CHU Y - Tai liéu tham khao [7] bao cao sdy thai va cé thé anh hwéng gay quai thai Ién ngwéi co
thai lam viéc trong phdng thi nghiém do c6 thé nudt phai natri biselenit. Dé giam thiéu rdi ro anh
hwéng giy quai thai téi ngwdi lam viéc trong phong thi nghiém, khéng thém natri biselenit dang
bét khé nhing nén chuln bij riéng ré nhw dang dung dich dé duy tri thanh phan dwgc thém.

B.9 Canh muller-kauffmann tetrathionat-novobiocin (MKTTn)

B.9.1 MGi trirdrng co ban

Men tiéu héa cao thit 4349
Men tiéu héa casein 86g
Natri clorua (NaCl) 269
Canxi cacbonat (CaCO,) 38,7g
Natri thiosunfat ngam nam phan tr nwéc (Na,S,05.5H,0) 4789
Mat bo dé vi khuan st dung 478¢g
Briliiant xanh 9649
Nuée (7.2) 1000 mL

Hoa tan thanh phan co ban da sy khé hodc méi truérng hoan chinh da say khé vao trong nuéc bang
cach dun séi trong 5 min.

Diéu chinh pH, néu can, sao cho pH 12 8,2 + 0,2 & 25 °C.
Tron ky méi tredrng vé khuan va phan chia vao trong cac éng nghiém vé khuan c6 dung tich 10 mL.

Mbi truérng co ban c6 thé duoc bao quan khoang 4 tuan & (5 + 3) °C.

B.9.2 Dung dich iot va iodua

lot (1) 20,09
Kali iodua (KI) 250¢g
Nwérc (7.2) 100 mL

Hoa tan hoan toan kali iodua trong 10 mL nwéc, sau d6 thém iot va pha loang téi 100 mL béng nuwéc.
Khoéng dun néng.

Béo quan dung dich da chudn bj trong tdi & nhiét dd xung quanh trong binh chira dwoc déng kin.
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B.9.3 Dung djch novobiocin

Musbi natri novobiocin 0,049
Nuwée (7.2) 5mL

Héa tan mudi natri novobiocin trong nwéc va loc @& khir khuén.

Bdo quan téi khodng 4 tudn & (3 + 2) °C.

B.9.4 Mbi trwwérng hoan chinh

Méi trwwerng co ban (B.9.1) 1 000 mL
Dung dich iot-iodua (B.9.2) 20 mL
Dung dich novobiocin (B.9.3) 5mL

Cho 5 mL dung dich novobiocin vé khudn vao 1 000 mL méi trwérng co ban. Trdn, sau d6 thém 20 mL

dung dich iot va iodua. Tr§n ky.
Phan chia méi tredng v6 khudn theo dinh lwgng 10 mL vao trong binh chira v6 khuén.

Str dung mdi treéng hoan chinh trong ngdy chuén bij.

B.10 Chéttry loc

Piatomit 19
Nwéc (7.2) 15 mL

Can lrgng thich hop diatomit vao chai phl hep va thém nwéc.
Kher khuan 15 min trong ndi hdp (5.2) & (121 £ 3) °C.

B&o quan trong tdi & nhiét dd phong va sl dung trong 12 thang.
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PhylucC
(Tham khao)

Két qua thir lién phong thir nghiém

C.A Gioi thigu

Phép thi lién phong thtr nghiém quéc té durgc té chirc véi 26 phong thi nghiém tir bay nuéc tham gia
nghién ctu. Pla Lenticule chira td hop Salmonella Gold Coast va cac sinh vat nén khac nhau
(Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Enterococcus faecalis, Citrobacter spp. va Acinetobacter
haumz,ify phdng thi nghiém kiém soat chét luong nuéc clia cac té chirc bdo vé sire khde, Newcastle-
upon-Tyne, UK chudn bj (xem Béng C.1), ciing déi chieng am (mdu tréng), duoc glri téi cac phong thi
nghiém thanh vién va duoc thir & hai mirc ndng @6 khac nhau.

Céc phong thi nghiém dwgc giri hai bd clia ndm dia Lenticule khac nhau d& mé héa tr A dén E va
duoc dé nghj thir mdt trong m3i bd & cac ngay riéng biét dé thu dugc sb liéu c6 dd tai lap trong cac
phong thi nghiém. Cac dia Lenticule dwgc hoa tan trong 1 000 mL nwéc va nam méu thir 100 mL sau
86 dwgc danh gia cho sy c6 mat clia Salmonella. Cac mau thir c6 Salmonelia duoc phét hign sau d6
duwoc pha lodng thém (1-5) va kiém tra méi phan thir.

Phwong phap quy dinh str dung hai méi trieé'ng chon loc khac nhau véi ké ca XLD va mot méi trirong
phit hop khac. Céc thanh vién tham gia dugc yéu ciu ghi lai chi tiét vé méi trudng, nha san xuét, mé
va ngay hét han clia méi trudng st dung.

Céc két qua duoc ghi la “phat hién duoc” hodic “khdng phét hién dugc” va cac bang sb ligu ddy du
dwoc glri tré lai phong thi nghiém té chirc.

C.2 Phan bé cua té bao trong miu va miu phu

Céc dTa Lenticule” dworc thiét ké dé chiva khodng 100 don vi khudn lac (cfu) khi dwgc hoan nguyén trong
1 000 mL nwéc cho ra khoang 10 cfu trén 100 mL nhw méu thir. Khi dwee pha loang (1-5), thi cho
khodng 2 cfu trén 100 mL. Néu té bao trong mAu tuan theo phan phéi Poisson, thi cé kha niing réng trong
100 mL mAu khéng chira bt cir mot té& bao nao 1a rt nhé (1/220 26) va xac suat mau chira it nhat mot té
bao 1 rét cao ( p = 0,999 95). X4c suét nay clia mot két qua dwong tinh, trong m3i mau clia nam mau I3p
lai, gia trj két qué duong tinh trung binh sé I1a 4,898 77 véi d6 léch chulin, s, la 0,015 066. Ty 1é phat
hién 100 % s& cho ra n3m két qua khéng ndm trong nim két qua dwong tinh cia mdi phong thi
nghiém.

Trong treémg hop cac mAu phy dugc pha lodng, xac suét ma mau chira it nhat mét té bao vi khuén 12
khoding 86 % ( » =0,864 66). M3i mau clia 10 phép thir I3p lai thanh cong v&i xac suét nay. Néu nghi

Y San pham ¢6 ban san. Thong tin ndy duec ndu ra d& thuan tién cho ngudi sir dung tiéu chudn nay va khdng bét buc boi
san phgm quy dinh trong tiéu chudn. " " S " o
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ng® s duong tinh dang theo sy phan phéi nhj thirc c6 théng s6 n =10 va p=0,865, thi sé duong tinh
trung binh qua 10 phép thir s& 14 8,646 65 voi 5=1,081 76. Tuy nhién, phép thir ngiu nhién ciia dia
Lenticule” duoc chi thj phép dém té bao dung gitra 130 cfu/dia Gén 200 cfwdTa. Do d6, gid trj Poisson coi
nhu & gitra 10 cfu/100 mL dén 20 cfu/100 mL frong méu khéng duec pha loang, va 2 cfu/100 mL va
4 cfu/100 mL cho cac mau phy @ pha loang khi phan tich sé liéu st dung hdi quy logictic [SAS 8.2"].

Cac két qua dugc ghi la “dugc phét hién” hodc “khdng dwgc phat hién” va cac day séieu-ddy du duoc

quay tré lai phong thi nghiém,

Bang C.1 - Thanh phan méu

Miu Sinh vt Muyc tiéu
[Bd dia Lenticule] cfu/dia
E. coli 100
A K. aerogenes 1 000
E. faecalis 1 000
Citrobacter spp. 1000
B Salmonella Gold Coast 10
Saimonella Gold Coast 10
c E. coli 100
K. aerogenes 1 000
E. faecalis 1000
D M3u trdng
Salmonella Gold Coast 10
E. coli 100
E K. aerogenes 1000
E. faecalis 1009
A. baumanii 1000

C.21 Kétqua

Céc két qua nhan dugc tir 26 phong thi nghiém tham gia va két qua dugc tom tét trong Bang C.2 va C.3.

Bang C.2 - Téng cac két qua déi véi méu khéng pha lodng

Théng sé Ma3u | Chicé sinh | Chicé Salmonella | Salmonella Gold
tring | vat nén Gold Coast Coast va sinh vat nén

S6 phong thi nghiém giri két 26 26 26 26

qua

Téng sb két qua 245 252 246 611

S6 két qua loai trir 5 0 0 15

S6é két qua chép nhén 240 252 246 596
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Bang C.3 — Tdng cac két qua ddi véi miu pha lodng

Théng sb Chi c6 Salmonella Salmonelia Gold Coast
Gold Coast va sinh vit ndn
S6 phong thi nghiém guri két qua 26 26
Téng sb két qua 485 935
Sé két qua loai trir 0 30
84 két qua chdp nhan 485 905

truerng hgp dan nhan sai hodc 16i ghi chép. Xem Bang C.4.

Héi quy logistic [SAS 8.2] cho thay khéng c6 khdng c6 chénh léch dang ké gilra mau chira Salmonelia
( »=0,98) hoac gitka cac ngay ( p = 0,83) dbi voi mau pha lodng. C6 rét it bién dong trong két qua tir
mau khong pha lodng ( p =0,98) va khéng c6 sy khac nhau gitra méu thir B, C va E hodc giCra A va D.
Do vay, sb liéu dugc tdng hop toan bd cac phong thi nghiém, méu thir, va ngay thir. Tat ca cac sb liéu
gt¥i vé tir mét phong thi nghiém (phong thi nghiém 14) da dwoc loai triv, khi cé blng chirng rd rang cla
céc van dé& k¥ thuat trong phong thi nghiém nay. Cac phan tich théng ké cing loai trir cac s6 ligu trong

Bang C.4 - Téng két cac két qua déi véi mau va mau pha lodng véi

s6 lrgng va phan tram dwong tinh

MEu Sinh vat Sé dwong tinh/sé két Dwong tinh
qua %

Al E. coli, K. aerogenes 0/130 0

A2 E. faecalis, Citrobacter spp. 0/130 0

B1 130/130 100

B1 da pha loang 155 236/250 94,4
Salmonella Gold Coast

B2 126/126 100

B2 g2 pha lo&ng 15 2521255 98,9

of 1298/130 99,2
Salmonelia Gold Coast, E. coli

C1 da pha lodng 155 243/250 97,2

c2 126/126 100
K. aerogenes, E. faecalis

C2 da pha loang 15 236/240 98,3

D1 , 0/130 0
M3au trdng

D2 0/125 0

E1P 128/130 98.5

E1P da pha loAng Salmonella Gold Coast, E. coli 236/240 98,3

15

= K. aerogenes, E. faecalis 1207121 9.2

il’sdé pha Io?ng A baumanii 2391245 97.6
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Phurong phap quy dinh sir dung hai méi trwdrng déc chon lgc véi bao gdm ca thach XLD va mai tredrng

phi hop khéc, do phong thi nghiém quyét dinh. Méi trudng thir cAp khac nhau dugc sir dung dugc
tém tét trong Bang C.5.

Bang C.5 - Méi trieomg thir cdp

Méi trevdmg $é phong thi nghigm
Thach Brilliant xanh (BGA) 8
Pia Saimonella AES (ASAP) 2
Thach rambach 10

Thach sucrose lacto phenol dd brilliant xanh (BPLS)
Phat hién Salmonella va mdi trurérng nhan dang (SMID)
Mai tredng Onoz

C.2.2 MAiu khéng pha loang A1 dén E1

M3i mét dia Lenticule, the hién phép thir 13p lai 130. Sé Ivgng tdng sb clia cac két qua chdc chén 1a
763 trong 759 la dwong tinh (Bang C.3). S6 lwgng dwee chip nhan Ia 762,965 c6 @6 léch chudn la
0,186. Diéu nay g¢i y réng hodc téc d6 phat hién 1a thap hon 100 % hodc phan phéi nhj thire bi qué
phan tan. Khi xuét hién sé lugng té bao > 10 trén dTa (disc), sw qua phan tan gan nhw c6 kha ning giai
thich két qua, va khéng dugc chip nhan trong xem xét vi sinh vat.

C.2.2 MAiu pha lodang (B1P, C1P, va E1P) pha lodng tit cad & 155

1 480 phép thir chéc chin da thyc hién, 1 442 |a duong tinh. Gia thiét dém trung binh 2 cfu va téc do
phat hién 100 %, s6 luong duong tinh dugc chip nhén la 1 279,6 (s =5,52). Khoang thdi gian dung sai
99 % tir 1 254 dén 1 304 két qua dwong tinh. Cac két qua chi ra sé lugng trung binh cla cfu trén mau
phu > 2. Sb lwgng két qua duong tinh cao chi thi ring phan phéi nhj thire phan tén, nhung cang c6
nhiéu kha nang réng dém té bao trung binh cao hon @3 dy doan.

C.2.4 D nhay va d$ dic hi¢u

Péi v&i miu thir khéng pha lodng, khodng dung sai 99 % dugc gidi han téi k = 763. Do d6, s6 lvong
téng sé cua duong tinh dung tir mu khdng pha lo&ing 12 763 va s6 lugng am tinh gia 1a bén. Tl cac
phan thir pha lo&ng, sb lvgng téng sé duong tinh thu dugc va “tiéu chuan vang” cla cac phong thi
nghiém tuong tng dugc dém nhu dwong tinh dung. Do d6, c6 1,442 duong tinh ding va ba am tinh
gia. Sé lwgng 4m tinh dung la 130 va khdng cé dwong tinh giad duoc bao céo. Do d6, 46 nhay cua
phurong phap déi véi mau nguyén chét |a 0,995 va déi véi mau phy da pha loging 12 0,998; @9 d%c hig¢u
vi thé gan téi 100 %.

C.2.5 Kétluan

Céc két qua tir 26 phang thi nghiém tham gia cho théy tinh ddng nhét dang ké, ngoai trir dén nhan sai
trong mot phong thi nghiém va céc vén dé v& thao tac trong phéng thi nghiém thir hai. Khéng quan sat
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c67sip khac biét gitra viéc str dung moi treeng khéac nhau (Bang C.5) hodc gitra mau duoc thir trong
¢4t ngdy khac nhau. Thiéu cac két qua duong tinh gia chi ra ring phuong phap rét dic thu va cho d¢
nhay 0 @& phét hién sb Irong vi khudn rét thap tham chi trong trieérng hop céc sinh vat nén & mirc
cao. Phrrong phap nay duec st dyung thanh céng dé phat hién Salmonella tir mdu nuéc séng da
nhiém nwéc thai qua thdi gian mét thang véi ching Salmonella trong pham vi rong dwec phat hién
(Bang C.8).

Bang C.6 - Cac chiing Salmonella tir mu nwéc séng nhiém bén ty nhién dwec phan lap bdi
phong thi nghiém tham gia sir dung phwong phép nay (2005)

Chung Salmonella Sé phan lap
Salmonella Typhimurium

Salmonelia Enteritidis

Salmonella Kentucky

Salmonella Kottbus

Salmonella Newport
Salmonella Chester

Salmonella Fresno

Salmonella Colindale

Salmonella Agone

Salmonella Virchow

Salmoneilla Falkensee

Salmonelia Virginia

Salmonella Oakland

Salmonella Adane

Salmonella Muenchen

Salmonella Weltevreden

Salmonella Derby

Salmonella Bareilly
Salmonella Mbandka

Salmonella Saint-Paul

Salmonella Thompson

Salmonella Stanley

Salmonella Oranienburg

Salmonella Braenderup

DlalalalalalplalalalalalN]|ww MW AE|lalalw| b ||l w

Salmonella Unnamed
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