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TCVN 7715-3:2013

Loi ndi ddu

TCVN 7715-3:2013 hoan toan twong duong véi ISOTS 10272-3:2010 va Dinh
chinh k§ thuat 1:2011;

TCVN 7715-3:2013 do Ban k§ thuat tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F13 Phuong
phép phan tich va I&y mau bién soan, Tdng cyc Tiéu chudn Do lwdng Chét luong
tham dinh, B Khoa hoc va Cang nghé cong bé.

Bo TCVN 7715 (ISO 10272), Vi sinh vét trong thuc phdm va thire &n chan nudi —
Phuong phép phét hién va dinh lwgng Campylobacter spp. bao gdm cac phén sau:

— TCVN 7715-1:2007 (ISO 10272-1:2006), Phén 1: Phuong phép phét hién;
— TCVN 7715-2:2007 (ISO 10272-2:2006), Phén 2: Ky thuét dém khuén lac;

— TCVN 7715-3:2013 (ISO/TS 10272-3:2010), Phén 3: Phuong phép bén dinh lugng.
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L& giéi thidu

Do tinh da dang ctia thirc phdm va thire 3n chin nudi nén TCVN 7715 (ISO 10272) c6 thé khéng thich
hop @én tieng chi tiét cho tirng sdn pham cy thé va cé thé str dung cac phwrong phép khac.

Tuy nhién, can cé géng ap dung TCVN 7715 (ISO 10272) khi c6 thé, moi stra ddi chi vi nhirng Iy do
k¥ thuat.

Khi soat xét TCVN 7715 (ISO 10272) thi cAn phai tinh d&n moi théng tin lién quan dén pham vi ma céac
phwong phap trong bd tiéu chudn nay phai tudn theo va cac nguyén nhan gay sai léch déi véi céc san
phadm cu thé. Viéc hai hoa cac phwong phap thir ¢é thé khong thire hién dwoc ngay va déi véi mot vai
nhom san pham cb thé tén tai cac tiéu chudn quéc té va/hodic tiéu chudn quéc gia ma khéng phi hop
v6i tiéu chuan nay. Hy vong riing khi cac tiéu chudn quéc t& va/hodc tiéu chudn quéc gia d6 dugc soét
xét thi chiing phai dugc stra ddi @& phi hop véi bd tiéu chudn nay, sao cho cudi cling chi cén cac sai
I&ch v&i cac phwrong phap nay 1a cac ly do k¥ thuat dwgc thira nhan.
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Vi sinh vat trong thwe pham va thirc n chin nudi -
Phwong phap phat hién va dinh Iwong Campylobacter spp. -
Phan 3: Phwong phap ban dinh lwong

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method
for detection and enumeration of Campylobacter spp. —

Part 3: Semi-quantitative method

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuin nay quy dinh phwong phap ban dinh lwgng dé xac dinh Campylobacter spp.

Tiéu chudn nay c6 thé ap dung cho céac san pham thye phdm hodc thirc &n chin nudi va cho cac mau
mdi truong trong khu virc san xudt va ché bién thwc phdm. Tuy nhién tiéu chudn nay c6 thé khong
thich hop dén tirng chi tiét cho tirng san pham cu thé, cac sai léch so véi tiéu chudin nay chi vi cac ly
do k§ thuat. Tiéu chudn nay c6 thé khdng 4p dung dwgc cho mét s6 cac san pham khac.

2 Tailiéu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau rat cn thiét cho viéc ap dung tiéu chun nay. Di véi cac tai ligu vién dan ghi
nam cong bé thi ap dung phién ban duoc néu. Dbi véi cac tai liéu vién dan khdng ghi nam cdng bd thi
ap dung phién ban mai nhét, bao gdm ca céc sira ddi, bé sung (néu cd).

TCVN 6507 (ISO 6887) (t4t ca cac phan), Vi sinh vét trong thure phdm va thire &n chan nudi — Chuén bj
mau thts, huyén phu ban dau va céc dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vét

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vét trong thurc phédm va trong thie &n chan nudi — Nguyén tdc chung vé
kiém tra vi sinh vat

TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-1), Vi sinh vét trong thuc phdm vé thire &n chén nuéi - Huong dan chuén
bj va sén xuét méi trong nudi cdy — Phan 1: Huong dn chung vé dém béo chét hegng dbi voi vige
chudn bj méi truwdng nudi cdy trong phong the nghiém
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TCVN 8128-2:2009 (ISO/TS 11133-2:2003), Vi sinh vét trong thyc phdm va thire an chan nubi - Huong
dan chuén bj va sén xuét méi trirong nudi cdy — Phén 2: Céc hutong dan thye hanh vé thir higu néng
cla méi truong nubi cdy

3 Thuat ngir va djnh nghia
Trong tiéu chudn nay ap dung céc thuét ngi¥ va dinh nghia sau day:

3.1
Campylobacter (Campylobacter)
{ vi sinh vat Campylobacter trong thuwc phdm va thirc dn chan nudi) Chi vi sinh vat hinh thanh céc

khuén lac d3c treng trén méi tredng dic chon loc khi dwgc nudi cdy trong méi tredng vi hiéu khi &
41,5 °C nhung khéng phat trién & 25 °C, ¢6 kha nang di ddng va c6 cac déc tinh sinh hoa va phat trién
dién hinh khi thiz nghiém theo tiéu chun nay.

CHU THICH C#c loai thuwdng hay gap nhét 1a Campylobacter jejuni va C. coli. Tuy nhién, céc loai khac cling da
dugc mo ta (C. fari, C. upsaliensis va mot sé loai khac).

3.2
Xac dinh ban dinh lweng (semi-quantitative determination)
(vi sinh vat Campylobacter trong thyrc phdm va thirc &n chan nudi) Xac dinh mirc @b nhiém

Campylobacter, khi sé dém dy kién th&p hoc khi quan thé vi khudn kém theo & mirc twong dbi cao.
4 Nguyén tic

4.1 Yéu céu chung

Phwong phap ban dinh lwgng Campylobacter spp. Yéu cAu cac buéc tir 4.2 dén 4.4 (xem Hinh A.1).
4.2 Tang sinh trong méi trwwdrng 16ng chon lgc

Phan mau thir va cac dung dich pha loang thap phan dwoc cy hodc dwgc pha loang trong méi tredng
tang sinh 1dng (canh thang Bolton) va trdn déu.

Dem & méi trudng ting sinh & 37 °C trong khodng tir 4 h dén 6 h, rdi Ui tiép & 41,5 °C trong 44 h + 4 h.

4.3 Phan lap va chon loc dé khing dinh

Céy dich cay thu dwec trong 4.2 vao méi trwéng déc chon loc thach deoxycholat xefoperazon than cai
bién (thach mCCD), & & 41,5 °C trong méi tredng vi hiéu khi va kiém tra sau 44 h + 4 h dé phat hién sy
c6 mat cac khuan lac gid dinh 1a Campylobacter spp. theo cac déc treng clia chiing.
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4.4 Khang dinh

Cac khuén lac Campylobacter spp. gia dinh dwgc ciy truyén 1&n thach huyét Columbia khéng chon loc
va khang dinh bdng cac phép kiém tra kinh hién vi, phép thlt sinh héa va phét trién thich hop.
Camnpylobacter spp. Co thé dwgc nhan biét bing cac phép thir sinh héa déc trung hodic bang cac phép
thir 39 nhay khang sinh.

5 M5i trerng nudi cay va thude thir
5.1 Yéu cdu chung

V& thye hanh trong phéng tht nghiém, xem TCVN 6404 (ISO 7218), TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-1) va
TCVN 8128-2 (ISO/TS 11133-2).

CHU THICH Vi trong tiéu chudn si¥ dung nhidu méi treémg nudi cy va thude thir, va dé cho ndi dung tiéu chun dugc ngén
gon nén ¢cac thanh phan va cach chulin bj méi truémg nuéi cdy va thudc thir dugc dwa riéng vao trong Phy lyc B.

5.2 Mai trwdrng ting sinh I6ng: canh thang Bolton, xem B.1.

53 Moi trwong dé dia chon loc: thach deoxycholat xefoperazon than cai bién (thach mCCD),

xem B.2.

5.4 Thubc thir va mbi tredng nhan dang va khing dinh

5.4.1 Thach huyét Columbia, xem B.3.

5.4.2 Canh thang Brucella, xem B.4.

5.4.3 Thudc thiv phat hién oxidase, xem B.5.

5.4.4 Dung dich hydro peroxit, 3 % (thé tich).

5.4.5 Thudc thir phat hién thiy phan hipurat, xem B.6.

5.4.6 Thach huyét Hinton Mueller, xem B.7.

5.4.7 Cac dia axit nalidixic va cac dia cephalotin. M&i loai dia chira 30 ug thuéc thir.

5.4.8 Dia indoxyl axetat, xem B.8.

6 Thiét bj, dung cu

Str dung cac thiét bj, dung cy phong thir nghiém vi sinh thong thuwérng [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] va
cy thé nhu sau:
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6.1 Thiét bj & khir triing khd (ti sdy) hodc dé khir tring wét (ndi hip ap lyc)

Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

6.2 Tu sdy, budng cé dong khi thdi hodc ti 4m, c kha nang hoat déng & nhiét do tir 37 °C dén 55 °C.
6.3 T &m, co kha nang duy tri & nhiét 6 25°C +1°C;37°C+1°Cva41,5°C+1°C.

6.4 Néi cach thuy, co kha naing duy tri nhiét 6 & 37 °C + 1 °C.

6.5 N&i cach thily, cé kha nang duy tri & nhiét @ tir 47 °C @én 50 °C.

6.6 May do pH, cb dd chinh xac dén 0,1 don vi pH & 25 °C.

6.7 Dung cu chira, cy thd 1a cac éng nghiém nudi cAy co kich thudc 18 mm x 180 mm va 9 mm x 180 mm,
cac bng phan giai huyét c6 kich thwéc 13 mm x 75 mm, cac binh va/hodc chai cé dung tich thich hep va
¢6 nép day bang kim loai khéng déc.

6.8 Dia Petri, bing thuy tinh hoiic chit déo co dwong kinh tir 90 mm dén 100 mm.

6.9 Pipet chia dd xa hét, dung tich danh nghia 1 ml va 10 ml dwgc chia 66 dén 0,1 ml, phi hgp voi
loai A néu traag TCVN 7150 (ISO 835)!" va pipet Pasteur, phit hop véi TCVN 7152 (1SO 7712),

6.10 Nam cao su, hoac bat ky hé théng an toan khac cé thé phii hep véi pipet chia dd.

6.11 Vong cdy vé trung, bing platinfiridi hodc niken/crom hodc béng chét déo, dwomng kinh khodng 3 mm
va vong cdy ciing chét liéu, hoac da thuy tinh hoiic que cy bing chét déo.

Véng béng hep kim niken/crom Ia khéng thich hop dé st dung trong phép thir oxidase (xem 9.5.6).
6.12 Kep bang thép khang gi, nh3n, d4u tron.
6.13 Kinh hién vi, t&t nhét 1 c6 phan pha (d& quan sat tinh di dong dic trung clia Campylobacter spp.).

6.14 Thiét bj thich hg'p dé thu dwec méi trwdng vi hiéu khi v6i cac thé tich cla oxila 5 % + 2 %,
cacbon dioxit 10 % + 3 %, hydro < 10 %, v&i lugng nito can béng. S& dung cac vat chiva kin khi dé gitr
dia Petri va/hoic binh ciu ho&c chai dung tich 350 ml dé dwng canh thang tang sinh, vi du nhw binh
yém khi.

CHU THICH 1 Mi trurdmg vi hiéu khi thich hop <6 thé thu dwec bling cach st dyng cac b kit sinh khi c6 ban san, tuan thd
chinh xac hudng din clia nha sén xudt, dic bigt 1 lién quan dén thé tich cla binh va dung tich clia kit sinh khi. Cach khac,
binh cé thé duwgc nap ddy hdn hep khi trieéc khi O,

CHU THICH2 Céch khac d& 0 trong mdi tredmg vi hidu khi, I canh thang tang sinh c6 thé duge G trong chai dyng c6 nap vén,
trong binh ciu hogic trong éng nghiém dyng canh thang tang sinh, ¢ khoang tréng phia trén nhé hon 20 mm va cé nép vén Kin khf.
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7 Liy mau

Diéu quan trong 13 m3u gt dén phéng thir nghiém phai ding |a mau dai dién. M3u khdng bj hv hdng
hozc bi bién ddi trong subt qua trinh van chuyén va bao quan.

Viéc lay mau khéng quy dinh trong tiéu chudn nay. Xem tiéu chudn cy thé lién quan dén san pham.
Néu khong co tiéu chudn riéng lién quan dén viéc Iy mau san phim thi c4c bén lién quan nén thoad
thuan véi nhau vé van dé nay.

Vi Campylobacter spp. rat nhay véi nhiét @ déng lanh nhung lai ton tai rat tét & nhiét do thip, nén cac
mAu thir cin dwgc bio quan & +3 °C + 2 °C va nén phan tich cang nhanh cang tét. Cha y @& khong
lam mau khé.

8 Chuan bj mau thir

Chuén bi m3u thir theo phan ¢6 lién quan cia TCVN 6507 (ISO 6887) dbi véi san phdm cy thé. Néu
tieu chudn nay khéng thich hop thi cac bén ¢6 lién quan nén thoa thuan véi nhau vé van dé nay.

9 Cach tién hanh

9.1 Yéu ciu chung

Xem So @3 A1,

9.2 Phén méu thir, huyén phi ban diu va cic dung dich pha lodng

9.2.1 Tir mAu thi (Didu 8) 4y phan mAu thir x g hodic x ml (téi thiéu 12 15 g hodc 15 ml) cho vao canh
thang Bolton méi trdng ting sinh (5.2) véi thé tich [on gép tam 1an (téi thiéu 120 ml) va ddng héa &
thu dwec huyén phii ban dau.

9.2.2 Chuyén mét lwgng 90 mi huyén phit ban d&u (9.2.1) vao chai 100 ml. Phan nay twong irng voi
10 g phan mau thir. Khi doc két qua, dung dich nay twong (rng véi 10",

9.2.3 Chuyén 10 ml huyén phi ban d3u (9.2.1) vao éng cdy. Khi doc két qud, dung dich nay twong
(ng v&i 10°. Sau bwéc pha loang tiép theo (9.2.4), gilr lai 9 ml dung dich nay. Phan nay twong trng voi
1 g phan mau thi.

9.2.4 Chudn bj cac day dung dich pha loang thap phan (vi du @én 10™) tir dung dich pha lodng 10°
(9.2.3) béng cach chuyén 1,0 ml sang cac éng nghiém chira 9,0 ml canh thang Bolton. Lwgng 1,0 ml tly
dung dich pha lodng cao nhét bj loai bd, vi tht ca cac bng nghiém phai chiza 9,0 ml. Khi doc két qua,
cac dung dich nay twong (ng véi 107, 1072...
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9.3 Tang sinh

U c4c phan mAu thir va céc dung dich pha loang (9.2.2, 9.2.3 va 9.2.4) trong méi trweéng vi hiéu khi (6.14)
& 37 °C trong khodng tir 4 h dén 6 h, rdi U tiép & 41,5°C trong 44 h+ 4 h.

9.4 Phén ldp

9.4.1 LAy véng cy vé tring (6.11) cAy mét vong dich cdy thu dugc trong méi trudng téng sinh (9.3)
Ién bé mat cac dia thach mCCD méi treeong phén lap chon loc (5.3).

9.4.2 U cac dia (9.4.1) & 41,5 °C trong méi trrdng vi hiéu khi (6.14).

9.4.3 Sau khi U trong 44 h + 4 h, kidm tra c4c dia vé& cac khu#n lac dién hinh va/hodc céc khuén lac

nghi ngé ciia Campylobacter spp.

Cac khu&n lac dién hinh c6 mau xam trén thach mCCD, thudng c6 1p lanh dnh kim loai, phing va wit
¢6 xu huréng moc lan tda. Cac khudn lac lan tda it trén cac bé& mat thach khd hon. C6 thé xuét hién cac
khu&n lac dang khéac.

9.5 Khing dinh Campylobacter spp.

9.5.1 Yau cdu chung

Vi vi khuan suy giam rét nhanh trong khéng khi, do d6 cac quy trinh mé ta trong 9.5.2 dén 9.5.6 can
dwoc thyee hién ngay.

9.5.2 Chon cac khudn lac aé khing dinh

9.5.2.1 D& khing dinh, t&r mdi dia clia méi mi trrong chon loc (9.4.3) 1y it nhat mot khudn lac dwgc
coi 1a Campylobacter spp. dién hinh hodic nghi ng®, kiém tra hinh thai va tinh di dong bang kinh hién vi
(9.5.3.1) va thyrc hién ciing mét cach véi bén khudn lac nira néu khudn lac thir nhat Ia am tinh.

9.5.2.2 Chy ria tirng khuan lac da chon 1&n dia thach huyét Columbia (5.4.1) d& cho phat trién cac
khudn lac phan Iap tét. U cac dia trong méi treéng vi hiéu khi & 41,5 °C trong 24 h @én 48 h. St dung
c4c khuén lac thun khiét @& kiém tra hinh thai, tinh di dong va kha nang phét trién trong diéu kién vi
hiéu khi & 25 °C, moc trong diéu kién hiéu khi & 41,5 °C va sy c6 mét clia oxidase.

9.5.3 Kiém tra hinh thai va tinh di déng

9.5.3.1 Hoa mét khudn lac tir dia thach huyét Columbia (9.5.2.2) vae 1 ml canh thang Brucella (5.4.2)
hoac dung dich mudi pepton va kiém tra vé& hinh thai va tinh di ddng bang kinh hién vi (6.13).

9.5.3.2 Gitr tit ca cac khuan lac (9.5.2.2) a8 kiém tra tiép theo trong dé cac trywc khudn udn cong cb di
doéng xoay “xodn 6¢” dwgce tim thay (9.5.3.1).
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9.5.4 Nghién ctru sy phat trién & 25 °C (vi hiéu khi)

St dung vong cdy (6.11) lay cac khudn lac da phan Iap trong 9.5.2.2, ciy lén bé mit dia thach huyét
Columbia (5.4.1).

U cac dia & 25 °C trong mdi trwdng vi hiéu khi (6.14) trong 44 h + 4 h.
Kiém tra céac dia vé& sy phat trién c6 thé nhin thiy dugc clia khuan lac Campylobacter spp.
9.5.5 Nghién ciru sy phat trién & 41,5 °C (hiéu khi)

Str dung mét vong cly (6.11) Iy cac khudn lac da phan lap trong 9.5.2.2, ciy |én bé mit dia thach
huyét Columbia (5.4.1).

U cac dia & 41,5 °C trong mdi treérng hiéu khi trong 44 h £ 4 h.
Kidm tra cac dia vé s phat trién cé thé nhin thiy duwoc clia khuén lac Campylobacter spp.
9.5.6 Phat hién oxidase

Diing vong cdy hodic que cly bing platinviridi, que cAy bing chét déo hodic dla thuy tinh (6.11), Iy mét
phan ciia mBi khuan lac dwoc tach bigt rd (9.5.2.2) tir mdi dia va ria cdy Ién gidy loc 44 duoc 1am &m bang
thuéc ther oxidase (5.4.3); vidn ngoai c6 mau tim hoa ca, mau tim ho&c mau xanh dam trong 10 s chirng t&
phan (rng duong tinh. Néu st dung kit thir oxidase cé ban san thi tuan theo chi dn clia nha san xuét.

Khing dinh cac két qua st dyng cac kiém ching duwong tinh va am tinh. Cac vi du vé cac chling kiém
chirng thich hop la Pseudomonas aeruginosa NCTC 10662 {kiém chirng dwong tinh), Escherichia coli
NCTC 9001 (kiém chirng &m tinh).

9.5.7 Dién giai két qua
Campylobacter spp. cho cac két qua nhw trong Bang 1.

Bang 1 - Cac dic trwng cla Campylobacter

Hinh thai hoc (9.5.3) trie khudn udn cong nhd

Tinh di dong (9.5.3) dac treng

Moc trong diéu kién vi hiéu khi & 25 °C (9.5.4) -

Moc trong didu kién hidu khi & 41,5 °C (9.5.5) -

Oxidase (9.5.6) +

Cé mat Campylobacter spp. néu cé it nhat mt khudin lac cho thay céac déc trung & trén.
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9.6 Nhan biét Campylobacter spp. (tly chon)
9.6.1 Yéu cau chung

Trong sé cac Campylobacter spp. phét trién & 41,5 °C, thudng gap nhét |a C. jejuni va C. coli. Tuy
nhién, cac loai khac thwong gép da dwgc mo ta (C. fan, C. upsaliensis va mét sb loai khac); cac dac
treng dwgc néu trong Bang 2 cho phép phan biét ching.

Bang 2 - Dic trwweng cua cac loai Campylobacter

Dic treng C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
Catalase (9.6.2) + + + . -~ hodc nhe
Axit nalidixic (9.6.3) s? s® R/S® S
Cephalotin (9.6.3) R R R S
Thuy phan hipurat (9.6.4) +¢ - - s
Indoxyl axetat (9.6.5) + + - +

Chu din: + la dwong tinh; S 1a nhay; R 12 bé&n va - a am tinh.

» Cho thiy taing b&nvdi axit nalidixic cla cac chiing C. jejuniva C. coli.
® Tén tai cac chiing C. Jari vira nhay vira bén,

¢ Tén tai cac chiing C. jejuni &m tinh v&i hipurat.

9.6.2 Phat hién catalase

Déi véi méi khun lac duge chon trong 9.5.2.2, nhiing mét vong dich cdy vao mét giot dung dich hydro
peroxit (5.4.4) 1&n mét lam kinh sach.

Phép thir dwoc coi 1a dwong tinh néu bot bong béng xuét hign trong vong 30 s.

Khing dinh cac két qua st dung céc kidm chirng dwrong tinh va &m tinh. Céc vi dy vé céc chiing kiém
chirng thich hop la Staphylococcus aureus NCTC 8532 (kim chirng dwong tinh), Enterococus faecalis
NCTC 775 (kiém chirng am tinh).

9.6.3 Phat hién d9 nhay véi axit nalidixic va cephalotin

Ding véng céy (6.11) l4y tirng khudn lac dugc chon trong 9.5.2.2 d& chuan bj huyén phi trong canh
thang Brucella (5.4.2) & mat d6 0,5 trén thang McFarland.

Pha loang huyén phu nay véi ty 1& 1/10 str dung cing mdt canh thang.
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Phu ngap mot I&p huyén phu 1én bé mét dia thach huyét Hinton Mueller 5 % thé tich (5.4.6).

Dé cho tiép xtc 5 min, sau @6 dé rao huyén phi.

Sy kho dia 10 min trong td sy (6.2) duy tri & 37 °C trong 10 min.

Daét dia axit nalidixic va dia cephalotin (5.4.7) I1én mat thach.

U cac dia véi ndp lat Gp, & 37 °C trong 22 h + 2 h trong méi trwdng vi hidu khi (6.14).

Dién gidi két qua vé sy phat trién vi kﬁuén nhu sau:

— phat trién trong ving tiép xtic véi dia dwgc phan loai 12 bén véi axit nalidixic va cephalotin;

~ ¢6 mat mdt viing trc ché véi moi kich c& duge phan loai 1a nhay cadm véi axit nalidixic va cephalotin.
9.6.4 Phat hién thay phan hipurat

Déi véi mdi khudn lac dwoe chon trong 9.5.2.2, st dung vong cay (6.11) lay mét vong dich ciy dé
chuan bj huyén phi trong dng phan gidi huyét (6.7) chira 0,4 ml dung dich natri hipurat (5.4.5), cht y
khéng dwoc dé 1an thach.

Léc dé tron k§ va G 2 h trong ndi cach thly (6.4) d& & 37 °C hoiic U 4 h trong td &m & 37 °C.

Cén than thém 0,2 m! dung dich ninhydrin (5.4.5) lén dinh clia dung dich natri hipurat. Khdng I&c.
Dién gidi két qua sau khi (i thém 10 min trén nbi cach thuy (6.4) & 37 °C hoéc dé trong ti 4m & 37 °C.
Mau tim dam chirng to phan trng dwong tinh.

Mau tim nhat ho3c khéng dbi mau chitng té phan tng &m tinh.

Khdng dinh cac két qua st dung cac kiém chirng dwong tinh va am tinh. Vi du vé cac ching kiém
chirng thich hop 1a C. jejuni NCTC 11351 (kiém chirng duong tinh), C. coli NCTC 11366 (kiém chirng
am tinh).

9.6.5 Phat hién thiy phan indoxyl axetat

Cho mét khuén lac dwoc chon trong 9.5.2.2 lén dia indoxyl axetat (5.4.8) va thém mot giot nuwdre cét vo
tring. D& phan trng dwgc rd rang, can s dung mét vong day cac khudn lac.

Néu indoxyl axetat bj thily phan thi mau séc sé chuyén sang xanh dam trong 5 min dén 10 min. Néu
mau sic khdng ddi chirng to sy thiy phan khong xay ra.

13
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Khang dinh cac két qua si¥ dung c4c kidm chirng dwong tinh va am tinh. Cac vi du vé céc chling kiém
chirng thich hop la C. jejuni NCTC 11351 (kiém chirng dwong tinh), C. lanf NCTC 11352 (kiém chirng
am tinh).

9.6.6 Dién giai

Campylobacter spp. phat trién & 41,5 °C c6 thé dwec nhéan biét & mirc loai dya vao Bang 2.

10 Tinh va biéu thj két qua
10.1 Phwong phap tinh

Phwong phap ban dinh lwong dwoc dya vao phat hién dinh tinh trong cac dung dich pha loang duoc
chon. Do d6 céc két qua dwec cho trong cac khoang theo Bang 3.

Sir dung phwong phap phan bd Poison d& woc tinh dai ndng @6 phit hop véi cac két qua. Vidy : néu
ndng d% dung Ia 0,005 cfulg thi ¢6 5 % co hdi tim thdy két qué dwong tinh déi véi @ pha loang 10™.
Néu ndng @6 dting 12 3 cfulg thi cé 95 % co hdi tim thay két qua duong tinh déi véi a6 pha lodng 10°.
Do d6, néu két qua diromg tinh quan sét dwoc dbi véi dd pha lodng 10° va 10" va céc db pha lodng cao
hon 12 4m tinh thi néng @3 dang c6 kha nang nim trong khoding tir 0,005 cfu/g dén 3 cfulg.

Bang 3 - Cac khoang két qua déi véi cac day pha lodng

Khéi lwong Sy phat trién ctia Campylobacter spp. dwgc khing dinh
g
10 - + + + + + +
10° - - + + + + +
107! = - - + + + +
1072 - - - - + + +
107 - - - - - + +
107 - - - - - - +
MPN/g 0 0,23 23 23 230 | 2400 ©
To 0 0,019 0,19 1,9 19 190 580
T 0,33 2,7 27 270 2700 30000 @

Néu thl c3 cac phép thir 18 am tinh, két qua phéi dwoc ghi 1 MPN = 0/g (giti han tin cdy rén, T: 0,33/g); néu tht ca cac phép
thi 13 dwong tinh thi cac két qua phai dwgc ghi 13 MPN = « (gi&i han tin cly dudi, To 580/g).
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10.2 Do chum

Mot nghién clru cong tac quéc té da té chirc ndm 2005 do Uy ban phan tich Thyc phdm Bic Au
(NMKL) thye hién phép xac dinh ban dinh lwgng Campylobacter spp. theo tiéu chuin nay. Nghién clru
nay gdm c6 14 phong thir nghiém tham gia va tién hanh trén thit ga nguyén ligu va stva. Cac mau thyc
phdm da duoc thir nghigm & cac mirc nhiém khac nhau, cdng véi kiém soét am tinh. D6 nhay clia
phuong phéap ban dinh lwgng 1a 100 %. B$ nhay téng thé clia phirong phap la 82,1 %. Do nhay dé
phat hién Campylobacter spp. trong stra thp hon ddi véi thit ga. Hiéu qua dinh lwong cla phwong
phap dbi véi Campylobacter spp. trong thit ga quan séat dwgc trong nghién clru céng tac nay phi hop
véi dai ndng do néu trong Bang 3.

11 Bao cao thir nghiém

Bao cao thir nghiém phai ghi ro:

a) phuong phap l4y mau da st dung, néu biét;

b) phwong phap thlr da diing, vién dan tiéu chuin nay;

¢) méi trwdng ting sinh 16ng da st dyng;

d) mdi trwdng phan Iap §3 st dung;

e) nhiét dd U da chon;

f) cac két qua thir nghiém thu duerc;

g) moi chi tiét khéng quy dinh trong tiéu chudn nay, hodc tly chon, cling nhw moi chi tiét bét thudng
c6 thé anh hudng dén két qua thiy;

h) moi théng tin c&n thiét @& nhan biét day du vé mau thir.

15
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Huyén phu ban diu

@6 pha loang 10’
80 ml chira 10 g
phén mau thir

Tang 8inh

Phén lap

Khéng dinh
va nhan biét
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Phu luc A
(Quy dinh)

So do quy trinh

Ph&n miu the
x (2 15 g) + 8 1&n x (= 120 ml) canh thang Bolton

10 ml huyén phi ban d4u

|

1 ml 10° + 9 ml canh thang Bolton

!

1 ml 107" + 9 ml canh thang Bolton

80 ml huyén phi ban d4u

tiép theo, vi dy dén 107

!

U trong méi trieérng vi hiéu khi
¥37°Ctrong4hdén6éh
sau dé & 41,5 °C trong (44 £4) h

!

Thach mCCD (5.3)

|

U trong méi trwdng vi hidu khi
@41,5°Ctrong (44 4) h

Cac khuén lac dic trwng (9.4.1)

Khéng dinh (8.5.2 dén 9.5.4)
Nhan biét (tiy chon) (9.6)

!

Biéu thij két qua (Diéu 10)

Hinh A.1 - So dd quy trinh

d% pha loang 10"
9michiralg
phin miu thir

@5 pha loang 107
9michira0,1g
phén miu thi

46 pha loing 107
9mlchira0,01 g
phén miu thir
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Phu luc B
(Quy dinh)

Thanh phén va chuin bi méi trwdng nudi ciy va thude thiv

B.1 Canh thang Bolton
B.1.1 Mdi trwéng co ban

B.1.1.1 Thanh phin

San pham thuy phan mé ddng vat bang enzym 10,09
Lactalbumin hydrolysat 509
Chét chiét nAm men 509
Natri clorua 50g
Natri pyruvat 05g
Natri metabisulphit 05g
Natri cacbonat 0649
Axit a-ketoglutaric 1,0g
Haemin (duwgc hoa tan trong natri hydroxit 0,1 % khéi lwgng) 0,01g
Nwéc 1000 ml

B.1.1.2 Chuén bj

Hoa tan céc thanh phin co ban hodc méi trwdng hoan chinh khd trong nwéc, bang cach dun séi, néu
cén. Chinh pH sao cho sau khi khi¥ tring pH ctia méi tredng hoan chinh 12 7,4 + 0,2 & 25 °C, néu can.
Phan phdi méi treong co ban vao cac binh cu cé dung tich thich hep. Khir triing méi tredng 15 min &
121 °C trong ndi hap ap lwc (6.1).

B.1.2 Huyét ngwa da khir fibrin phan gidi vé triing

S dyng huyét ngwa d3 phan gidi saponin hodic dwoc phan gidi bing cip déng rdi ra déng.

17



TCVN 7715-3:2013

B.1.3 Thanh phén dung dich khang sinh

B.1.3.1 Thanh phin

Xefoperazon
Vancomyxin
Trimetoprim lactat

Amphoterixin B

Hén hop etanol va nuwéc cét: 1 + 1 (thé tich)

0,029
0,02g
0,029
001g

5mil

B.1.4 Chuén bj

Hoa tan cac thanh phan trong hdn hep clia etanol va nwéc ct ty 18 1:1.

B.1.5 M&i tredng hoan chinh

B.1.5.1 Thanh bhén

Méi trirng cor bén (B.1.1)

Dung djch khang sinh (B.1.3)

Huyét ngua da khir fibrin phan gidi vé tring (B.1.2)

1000 mi

50 mi

5mi

B.1.5.2 Chudn bj

B& sung huyét mét cach vé tring vao mdi trudng co ban & nhiét dd dwdi 50 °C, tiép theo dén dung
dich khang sinh va tron. Phan phéi méi tredng ndy mét cach vé tring vao cac éng hodc cac binh cb
dung tich thich hgp (xem 9.2.2) d& thu dugc cac phan cin thiét cho phép thir. Néu méi trrdng ting
sinh da dwoc chudn bj treéc thi mi trwdng nay khdng dugc dé quéa 4 h & nhiét @6 phong, hodc nédu

bado quan & noi ti véi nhiét d¢ 3 °C + 2 °C thi khdng qua 7 ngay.

B.1.6 Thir higu ning

Thr hiéu nang cla canh thang Bolton (B.1.5.1) theo céc phwong phap va cac tiéu chi trong .
TCVN 8128-2 (ISO/TS 11133-2). Céc vi du v& cac chiing kiém chitng thich hop 1a C. jejuni NCTC 11351
hodc ATCC 33291 véi cac tiéu chi sau: > 10 khuén lac trén thach mCCD (5.3) sau khi  vi hiéu khi &

41,5°Ctrong44 h+ 4 h.

18




TCVN 7715-3:2013

B.2 Thach deoxycolat xefoperazon than cai bién (mCCD)
B.2.1 Mbi trwérng co ban

B.2.1.1 Thanh phén

Chét chiét tir thit 10,09
San pham thuy phan md dong vat bing enzym 10,09
Natri clorua 509
Than cti 40g
Dich thuy phan casein bing enzym 3,049
Natri deoxycolat 1,09
Sét (1) sulfat 0,259
Natri pyruvat 0.25¢g
Thach 8,0gdén18,0¢®
Nwéce 1000 m
2 Tuy vao dd déng cla thach.

B.2.1.2 Chudn bj

Hoa tan cac thanh phan co ban hoc méi trvéng co ban hoan chinh khé trong nwéc, bang cach dun
dén séi. Chinh pH sao cho sau khi khir tring pH 14 7,4 £ 0,2 & 25 °C, néu cén. Phan phdi mdi truéng
co ban vao binh ciu ¢é dung tich thich hp. Khir tring 15 min trong ndi hép 4p lyc (6.1) & 121 .+

B.2.2 Dung dich khang sinh

B.2.2.1 Thanh phan

Xefoperazon 0,032g
Amphoterixin 0,01g
Nuéc 5mil

B.2.2.2 Chudn bi

Hoa tan cac thanh phén trong nwéc. Loc dé khir tring.
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B.2.3 MGi trweeng hoan chinh

B.2.3.1 Thanh phin

Mai trudng co ban (B.2.1) 1000 ml

Dung dich khang sinh (B.2.2) 5mi

B.2.3.2 Chuin bj

Cho dung dich khang sinh vao méi trwéng co ban, 1am ngudi @én 47 °C dén 50 °C sau d6 trdn sau d6
trén cén than. Rot khodang 15 ml méi trrdng hoan chinh vao cac dia Petri vo tring. D& cho dong dic.
Ngay trwdc khi st dung, 1am khé can than cac dia thach, tét nhét 14 m& ndp va d& mit thach Gp xuéng
phia dwdi, & vao ti sy (6.2) trong 30 min hodic cho dén khi bé mat thach khd. Néu da chuln bj trréc
thi cac dia thach chwra khod khdng @& qua 4 h & nhiét d6 phong, hodic néu bdo quan & noi tdi véi nhiét a6
3°C + 2 °C thi khéng qua 7 ngay.

B.2.4 Thir hiéu ndng

Péi vai viee xac djnh tinh chon loc va hiéu qua, xem TCVN 8128-1 (ISO/TS 11133-1). Déi véi cac tiéu
_chi thye hién, xem Bang B.5 clia TCVN 8128-2:2009 (ISO/TS 11133-2:2003).

B.3 Thach huyét Columbia
B.3.1 Mbi trwwdng cor ban

B.3.1.1 Thanh phin

San phdm thuy phan md déng vat bang enzym 230g |
Tinh bt ‘1,09
Natri clorua 50g
Thach 8,0 g dén 18,0 ¢°
Nuwée 1000 m
® Ty vao @ 86ng clia thach,

B.3.1.2 Chuén bj

Hoa tan céc thanh phan co ban hodc méi tredng co ban hoan chinh khd trong nwée, bing cach dun
néng. Chinh pH sao cho sau khi khir triing pH 1& 7,3 + 0,2 & 25 °C, néu cin. Phan phéi méi tredng co
ban vao binh cu cé dung tich thich hep. Khir tring 15 min trong néi h&p &p lvc (6.1) & 121 °C.
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B.3.2 Huyét ciru vo tring da khi fibrin
B.3.3 Mbi trwérng hoan chinh

B.3.3.1 Thanh phin

TCVN 7715-3:2013

Méi trudng co ban (B.3.1)

Huyét ctru vo triing da khi fibrin (B.3.2)

1000 ml

50 ml

B.3.3.2 Chuén bj

Cho huyét mét cach vé tring vao méi trudng co ban, 1am ngudi @én 47 °C dén 50 °C sau do tron. Rot
khoang 15 ml méi treéng hoan chinh vao cac dia Petri vd tring. Dé cho dong déc. Ngay trudc khi si?
dung, 1am khd cAn than céc dia thach, tét nhat 1a m& nép va d& mit thach Gp xudng phia dudi, dé 30
min trong ti sdy (6.2) hodc cho dén khi b& mat thach khé. Néu da chudn bj trrdc thi cac dia thach
chua khd khong dé& qua 4 h & nhiét do phong, hoéic néu bao quan & noi téi v&i nhiét d6 3 °C + 2 °C thi

khdng qua 7 ngay.

B.4 Canh thang Brucella

B.4.1 Thanh phin

San pham thuy phan casein bing enzym 10049
San pham thuy phan mé déng vat bang enzym 10,09
Glucose 1049
Chét chiét nAdm men 20g
Natri clorua 50¢9
Natri hydrosulfit 01g
Nwéc 1 000 ml
B.4.2 Chuén bj

Héa tan cac thanh phin co ban hoic mdi trwéng co ban hoan chinh khd trong nwéc, bang cach dun
néng, néu cin. Chinh pH sao cho sau khi khe triing pH 14 7,0 + 0,2 & 25 °C, néu can. Phan phdi moi
trwéng co ban nay véi cac lwgng 10 ml vao cac 6ng nghiém cé dung tich thich hgp. Khir triing 15 min

trong ndi hap ap lyc (6.1) & 121 °C.
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B.5 Thubc thir phat hién oxidase

B.5.1 Thanh phin

N,N,N’,N'-Tetrametyl-1,4-phenylenediamin dihydro clorua 109

Nwéc ; 100 mi

B.5.2 Chuén bj

Hoa tan céc thanh phan trén trong nwéc ngay trwée khi s dung.

B.6 Thudc thir phat hién thiy phan hipurat
B.6.1 Dung dich natri hipurat

B.6.1.1 Thanh phén

Natri hipurat 10g

Dung dich mudi dém phosphat (PBS) bao gém:

Natri clorua 859
Dinatri hydrophosphat ngam hai phan t&r nwéc (Na;HPO,-2H;0) 8,98g
Natri dihydrophosphat ngadm mét phéan t& nwéc (NaHPO4H20) 271¢g
Nwoc 1000 ml

B.6.1.2 Chuén bj

Hoa tan natri hipurat trong dung dich PBS. Loc @& khir tring. Phan phéi thuéc thir mdt cach vo tring
voi cac lweng 0,4 ml vao cac éng nghiém nhd cé dung tich thich hop (6.7). Béo quan & khoang —20 °C.

B.6.2 Dung dich ninhydrin, 3,5 % (khéi lwgngithé tich)

B.6.2.1 Thanh phin

Ninhydrin 1,759
Axeton 25 ml
Butanol 25 ml
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B.6.2.2 Chudn bj

Hoa tan ninhydrin trong hdn hgp axeton/butanol. Bao quén dung dich noi téi trong th lanh téi da 1 tudn.

B.7 Thach huyét Hinton Mueller
B.7.1 Mdi trwong co ban

B.7.1.1 Thanh phan

San ph3m thuy phan mé déng vat bang enzym 6,09
San pham thuy phén casein bing enzym 1759
Tinh bdt, cé thé hoa tan 159
Thach 80gdén180g®
Nwéc 1 000 ml
®  Tiy thuge vao d9 déng cla thach.

B.7.1.2 Chudn bj

Hda tan cac thanh phén co ban hodc méi tredng co ban hoan chinh khé trong nuwérc, bing cach dun dén
s6i. Chinh pH sao cho sau khi khir tring pH 14 7.3 £ 0,2 & 25 °C, néu cin. Phan phéi méi tredng co ban
nay vao cac binh cau cé dung tich thich hop. Khir triing 15 min trong ndi h&p 4p Iy (6.1) & 121 °C.

B.7.2 Huyét ciru vo tring d3 khir fibrin
B.7.3 Mai trwwerng hoan chinh

B.7.3.1 Thanh phin

Mai trwdng co ban (B.7.1) 1000 mi

Huyét ciru vd triing @4 khi fibrin (B.7.2) 50 ml

B.7.3.2 Chuén bj

Cho huyét mdt cach vé tring vao mdi trwdng co ban, 1am ngudi dén nhiét do trong khodng tir 47 °C
dén 50 °C sau d6 trdn déu. R6t khoang 15 ml méi trvdng hoan chinh vao céc dia Petri vo tring. & cho
déng dac. Ngay trrde khi st dung, lam khé can than cac dia thach, tét nhat 1a m& ndp va dé mat thach
Up xuéng phia dwédi, dé vao tu siy (6.2) trong 30 min hodc cho dén khi bé mat thach khd. Néu 43
chudn bj trvée thi cac dia thach chura khd khéng dé qua 4 h & nhiét dé phong, hodic néu bao quan & noi
tdi voi nhiét d6 3 °C + 2 °C thi khong qua 7 ngay.

23



TCVN 7715-3:2013

B.8 Dia indoxyl axetat

B.8.1 Thanh phin

Indoxyl axetat 01g

Axeton 1ml

B.8.2 Chuan bi

Hoa tan indoxyl axetat trong axeton. Thém tir 25 pl 8én 50 pl dung dich nay vao cac dia gidy tréng (dwong
Kinh dia tir 6 mm dé&n 12 mm). Sau khi G& kho & nhiét 6 phong, bdo quan cac dia nay & 3 °C £ 2 °C
trong éng nghiém hozc chai mau nau cé chira silica gel.
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