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L&i n6i dau
TCVN 7686 : 2007 hoan toan tuong duong véi ISO 16654 : 2001;

TCVN 7686 : 2007 do Ban ky thuat tiéu chuan TCVN/TC/F13 Phuong
phép phén tich va Idy méu bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Po Iudng
Chat lugng dé nghi, B& Khoa hoc va Céng nghé céng bé.
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L&i gidi thiéu

Do tinh da dang cla thuc pham va thic &n chan nudi nén phuong phap nay cé thé khong thich hop dén
tiing chi tiét cho tiing san pham cu thé. Trong trudng hop nay, c6 thé st dung cac phuong phap khac
d&c trung cho tiing san pham, néu hoan toan chi vi ly do ky thuat. Tuy nhién, can ¢ gang ap dung

phuong phap nay khi c6 thé.

Khi tiéu chudn nay dudc soat xét thi can phai tinh d&n moi théng tin lién quan d&n pham vi ma phuong
phap dém dia nay phai tuan theo va cac nguyén nhan gay sai léch so v6i phuong phép trong truong

hdp cac san pham cu thé.

Viéc hai hoa cac phuong phap thir c6 thé khéng thuc hién dudgc ngay va déi véi mét vai nhém san pham
c6 thé t6n tai cac tiéu chuan qudc t& va/hoac tiéu chuan qudc gia ma khéng phu hop véi tiéu chuén
nay. Trong trudng hop c6 san tiéu chuan cho san phdm can th(r nghiém thi phai tuan theo tiéu chuan
d6. Théng thudng khi cac tiéu chudn nhu thé dudc soat xét, thi chiing phai dudc stra déi dé phu hop Vi
tiéu chudn nay, sao cho cudi cling chi con cac sai léch véi phuong phap dém dia nay la cac ly do kj

thuat dugc thua nhan.
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Xuat ban lan 1

Vi sinh vat trong thuc pham va thitc 3n chin nudi —
Phuong phap phat hién Escherichia coli 0157

Microbiology of food and animal feeding stuffs —

Horizontal method for the detection of Escherichia coli O157

CANH BAO - Escherichia coli 0157 c6 thé gay mét sé bénh nguy hiém va cé liéu lay nhiém

thap. Kha ning lay nhiém trong phong thir nghiém da ghi nhan.

P& dam bao an toan cho nhan vién phong thit nghiém, phuong phap thir nay phai dudc nhan
vién cé kinh nghiém thuc hién sir dung ky thuat thuc hanh phong thir nghiém tot va tét nhat 1a

ti€n hanh trong thiét bi c6 kha ning bao vé. Phai tuan tha cac qui dinh an toan c6 lién quan.

Hét stc than trong khi huy bé tat ca cac vat liéu da bi lay nhiém.

1 Pham vi ap dung
Tiéu chudn nay mé ta phuong phap phat hién Escherichia coli nhém huyét thanh 0157.

Tiéu chudn nay c6 thé ap dung cho cac san phdm thuc pham hodc thiic an chan nudi nhu da néu trong

phan 13i gidi thiéu.

2 Tailiéu vién dan

CAc tai liéu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuén. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam ban hanh thi ap dung phién ban dudc néu. Dé&i véi cac tai liéu vién dan khéng ghi nam ban hanh
thi ap dung phién ban maéi nhat, bao gém ca cac stia ddi.

TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh vat trong thuc pham va thic &n chan nudi — Chuan bi mau th(,

dung dich huyén phd ban dau va cac dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 1:

Cac nguyén tic chung dé chuén bi huyén pht ban dau va cac dung dich pha lodng thap phan.
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TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vat trong thuc pham va trong thiic &n chan nudi — Nguyén tac chung vé

kiém tra vi sinh vat.

3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay ap dung cac thuat ngii va dinh nghia sau day:
3.1

Escherichia coli 0157 (Escherichia coli O157)

(E.coli 0157)

Cac vi sinh vat hinh thanh cac khuén lac dién hinh trén bé m&t méi trudng thach d6 dia duoc st dung

trong tiéu chudn nay, cé sinh indol va dinh két d&c hiéu véi khang huyét thanh khang khang nguyén 0157.

CHU THICH 1: Céc chlng E.coli 0157 dudng tinh vdi sorbitol khdng xac dinh dudc trén mai trudng CT-SMAC
(5.2).

CHU THICH 2: Mbt s& ddt bién (bién di) am tinh véi indol da dudc tim thay.

4 Nguyén tac
Viéc phat hién Escherichia coli 0157 can c6 bén giai doan lién ti€p (xem Phu luc A).

a) Tang sinh phan mau thr da déng nhat trong canh thang dau tuong trypton cai bién cé chira
novobioxin (mTSB + N) ¢c6 G &m & 41,5°C + 1 °C trong 6 h va U tiép tir 12 h dén 18 h.

b) Tach va co d&c cac vi sinh vat bang cac hat tir mién dich dudc phii béng cac khang thé véi E.coli 0157.

c) Phan lap bang cach cay truyén cac hat tir mién dich c6 dinh cac vi khuan Ién thach MacConkey
sorbitol telurit xefixim (CT-SMAC) va méi trudng thach phan 1ap chon loc th(r hai do ngudi st dung tu chon.
d) Khéng dinh cac khudn lac am tinh véi sorbitol tir CT-SMAC va cac khuén lac dién hinh clia E.coli 0157

trén moi trudng thach phan 18p thi hai, tir viéc sinh indol va két dinh véi khang huyét thanh E.coli O157.

CHU THICH: Vé cac d4c trung tiép theo clia cac khuan lac phan lap duong tinh cé thé thu dudc bang cach, vi du
nhu gli chiing dén phong thir nghiém chuén thich hop dé khang dinh.

5 Moi trudng nudi cay, thudc thir va khang huyét thanh

V& thuc hanh thd nghiém hién hanh, xem TCVN 6404 (ISO 7218).

5.1 Mbi trudng ting sinh: Canh thang dau tuong trypton cai bién cé6 novobioxin (mTSB + N)

Xem [1].
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5.1.1 Canh thang dau tuong trypton cai bién (mTSB + N)

5.1.1.1 Thanh phan

Dich thuy phan casein bang enzym 1709
Dich thuy phan dau tuong bang enzym 30g
D(+)-glucoza 25¢g
Mudi méat No.3 1,59
Natri clorua 50¢g
Dikali hydrophosphat (K,HPO,) 4049
Nuéc 1000 ml

5.1.1.2 Chuan bj

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

can. Chinh pH, st dung may do pH (6.6), sao cho sau khi khit tring pH 12 7,4 + 0,2 & 25 °C, néu can.
Phan phéi méi trudng véi cac luong thich hdp vao céc binh cau hodc chai (6.7).

Khit tring 15 phut trong ndi hap ap luc (6.1) 6 121 °C.

5.1.2 Dung dich novobioxin

5.1.2.1 Thanh phan

Novobioxin 0,45¢

Nuéc 100 ml

5.1.2.2 Chuan bj

Hoa tan novobioxin trong nuéc va loc qua mang loc dé khir triing.
Chuén bi ngay trong ngay st dung.

5.1.2.3 Chuan bi méi trudng hoan chinh

Ngay trudc khi s& dung, cho 1 ml hoac 4 ml dung dich novobioxin (5.1.2) vao 225 ml hoac 900 ml méi
trudng mTSB (5.1.1) da nguobi.

Nong dé cudi cling clia novobioxin clia mTSB 1a 20 mg/l.

5.2 M@i trudng phan 1ap chon loc thir nhat: MacConkey sorbitol telurit xefixim (CT-SMAC)

Xem [2].

5.2.1 Mai trudng co ban
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5.2.1.1 Thanh phan

Dich thuy phan casein bang enzym 1709

Dich thuy phan dau tuong bang enzym 30¢g

Sorbitol 10,0 g

Mudi mat No.3 159

Natri clorua 509

Do trung tinh 0,03¢g

Tim tinh thé 0,001 g
Thach 9gdén18g?
Nuéc 1 000 ml

@ Tuy thudc vao siic déng clia thach.

5.2.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan co ban hodc méi trudng hoan chinh khd trong nuéc bang dun séi. Chinh pH

(6.6), sao cho sau khi kh{r tring pH 14 7,1 £ 0,2 25 °C, néu can.

Khit tring 15 phut trong ndi hap ap luc (6.1) & 121 °C.

5.2.2 Dung dich kali telurit

5.2.2.1 Thanh phan

Kali telurit dung cho vi khuén 0,259

Nuéc 100 ml

5.2.2.2 Chuan bj
Hoa tan kali telurit trong nuéc va loc qua mang loc dé khir tring.

Dung dich nay c6 thé bén dén 1 thang khi bdo quan & nhiét d6 phong, nhung khi thay c6 két tla mau

trdng thi loai bo.
5.2.3 Dung dich xefixim

5.2.3.1 Thanh phan

Xefixim 5,0 mg

Nuéc 100,0 ml
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5.2.3.2 Chuan bj
Hoa tan xefixim trong nuéc va loc qua mang loc dé khir triing.
CHU THICH: Xefixim c6 thé can phai dudc hoa tan trong etanol.

Dung dich nay c6 thé bén dé&n 1 tuan khi bao quan & nhiét d6 3°C + 2 °C

5.2.4 Méi trudng hoan chinh

5.2.4.1 Thanh phan

M@i trudng co ban (5.2.1) 1 000 mi
Dung dich kali telurit (5.2.2) 1,0 mi
Dung dich xefixim (5.2.3) 1,0 ml

5.2.4.2 Chuéan bj

Lam ngudi moi trudng cd ban mai khit tring (5.2.1) dén nhiét dd khoang tir 44 °C dén 47 °C (6.5), hoac
lam tan chdy méi trudng co ban déng dac va da khit trung bang hoi néng, réi lam ngudi dén nhiét o
khoang tur 44 °C dén 47 °C.

Cho 1 ml dung dich telurit va 1 ml dung dich xefixim vao 1 000 ml méi trudng cd ban. Tron déu va rét

cac luong 15 ml méi trudng nay vao cac dia Petri vo triing (6.15). D& cho déng dic.

Nong dé cudi cling cuia telurit 14 2,5 mg/l va xefixim 1a 0,05 mg/I.

Ngay trudc khi sif dung, lam khé cac dia thach, t6t nhat 1a mé ndp va dé mat thach Gp xuéng phia dudi,
d8 vao ti séy (6.2) & nhiét d6 tir 25 °C dén 50 °C cho dén khi bé mat thach khd. Khdng lam khd tiép.
Ciing c6 thé lam kho cac dia thach bang cach mé mét nita ndp dé trong buéng sdy an toan 30 min,
ho&c day nap dé qua dém.

Né&u da chuén bi trudc thi cac dia thach chua khé c6 thé bao quan dudc dén 2 tuén trong cac tui chat

déo dé noi t6i hosc dé trong cac vat chira khac c6 thé gitr dudc d6 4m, dé trong td lanh & 3 °C + 2 °C.

5.3 M0oi trudng phan lap chon loc thir hai

Mbi trudng dac chon loc khac do phong thlr nghiém tu chon dé sl dung b8 sung cho thach CT-SMAC
va phai thich hgp dac biét cho viéc phan lap Escherichia coli 0157.

Ngay trudc khi stif dung, lam khoé cac dia thach, t6t nhat 1a mé ndp va dé mat thach Gp xuéng phia dudi,
dé vao tl sdy (6.2) 6 nhiét do tir 25 °C dén 50 °C cho dén khi bé mat thach khd. Khéng lam khé tiép.
Ciing c6 thé lam khoé cac dia thach bang cach md mét nita ndp dé trong budng sdy an toan 30 min,

hodc day nap dé qua dém.
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Né&u da chuan bi trudc thi cac dia thach chua khé c6 thé dudc bao quan trong céac tdi chat déo dé noi tdi
ho3c dé trong cac vat chia khac co thé gilr dudc dd am, dé trong ti lanh & 3 °C + 2 °C trong mot
khoang thdi gian ma khong 1am thay déi cac tinh nang cdia né.

5.4 Thach dinh dudng

5.4.1 Thanh phan

Cao thit 3,09
Pepton 50g
Thach 9gdén18g?
Nuéc 1000 ml
@ Tuy thudc vao slic dong cla thach.

5.4.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng hoan chinh khé trong nudc bang cach dun néng, néu can.
Chinh pH sao cho sau khi khir tring 1& 7,0 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Phan phéi moi trudng vao cac chai hoac binh (6.7) c6 dung tich thich hgp.

Khit truing 15 min trong néi hap ap luc (6.1) & 121 °C.

5.4.3 Chuan bi cac dia thach dinh dudng

Chuyén vao méi dia Petri khodng 15 ml méi trudng da lam tan chay va lam ngudi dén nhiét do khoang
tir 44 °C dén 47 °C (6.5) va dé cho dong dac.

Ngay trudc khi st dung, 1am kho cac dia thach, t6t nhat 1a mé ndp va dé mét thach Gp xuéng phia dudi,
dé vao ti say (6.2) & nhiét do tir 25 °C dén 50 °C cho dén khi bé mat thach kho. Khong lam kho tiép.
Ciing c6 thé lam khd cac dia thach bang cach mé mét nira ndp dé trong budng sy an toan 30 min,

ho&c day ndp dé qua dém.

Né&u da chuén bi trudc thi cac dia thach chua kho cé thé dudc bdo quan dén 2 tudn trong cac tli chat

déo dé nai t6i ho#c dé trong cac vat chita khac cé thé gilr dudc d6 4m, dé trong t lanh & 3 °C + 2 °C.
5.5 Moi trudng trypton/tryptophan

5.5.1 Thanh phan

Trypton 10,0 g
Natri clorua 5049
DL-tryptophan 1,09
Nuéc 1000 ml

10
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5.5.2 Chuan bi

Hoa tan céac thanh phan trong nudc bang cach dun s6i, néu can. Chinh pH (6.6) sao cho sau khi khir
trang pH 14 7,5+ 0,2 3 25 °C.

Phan phéi cac lugng 5 ml mai trudng thu dudc sang cac 6ng nghiém hoc chai (6.7) ¢ dung tich thich hop.
Khir tring méi trudng nay 15 min trong ndi hdp ap luc (6.1) & nhiét d6121 °C.
5.6 Thudc thirindol Kovacs

5.6.1 Thanh phan

4-Dimetylaminobenzaldehyt 5049
2-Metylbutan-1-ol hodc pentan-1-ol 75,0 ml
Axit clohydric (p, = 1,18 g/ml dén 1,19 g/ml) 25,0 ml

5.6.2 Chuan bj

Hoa tan 4-Dimetylaminobenzaldehyt trong coén, lam &m trén néi cach thily (6.5) dudc duy tri & khoang

44 °C dén 47 °C, néu can. Lam ngudi dén nhiét d6 phong va bé sung thém axit clohydric.
Béo quan trong chai mau nau tranh anh sang va dé 6 3 °C + 2 °C.

Thudc thir nay phai c6 mau vang nhat d€n mau nau nhat va khéng cé két tia.

5.7 Cac hat tir tinh mién dich khang Escherichia coli 0157

Céc hat tir tinh mién dich nay dudc phl cac khang thé dac hiéu véi E.coli 0157 dé co dac va tach cac vi

sinh vat nay.

CHU THICH: Cac nguén nay c6é ban san. Can tuan thl chat ché cac hudng dan clia nha san xuat vé viéc chudn

bi dé sir dung.
5.8 Dung dich dém ri{ra: Dung dich dém phosphat cai bién 0,01 mol/l, pH 7,2

5.8.1 Thanh phan

Natri clorua 809
Kali clorua 0,2g
Dinatri hydro phosphat (khan) 1,44 g
Kali dihydro phosphat (khan) 0,24 g
Polyoxyetylen sorbitan monolaurat (xiro Tween 20) 0,2 ml
Nuéc 1000 ml

11
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5.8.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan trén trong nudc. Chinh pH (6.6) dén 7,2 + 0,2 25 °C, néu can.

Phan ph&i méi trudng vao cac binh cau hoic chai (6.7) vé6i cac luong thich hgp cho st dung.

Kht tring 15 min trong ndi hap ap luc (6.1) & 121 °C. Dung dich nay c6 thé bi duc nhung khi dé yén sé trong.

C6 thé st dung dung dich d&ém phosphat ban san cé cling thanh phan va cuing tinh nang s dung.
5.9 Dung dich mudi théng thuéng

5.9.1 Thanh phan

Natri clorua 85¢g

Nudc 1000 ml

5.9.2 Chuan bj

Hoa tan natri clorua trong nuéc. Phan phdi méi trudng vao cac binh cu hodc chai (6.7) véi cac luong
thich hop cho st dung.

Khit tring 15 min trong néi hap ap luc (6.1) & 121 °C.

5.10 Khang huyét thanh Escherichia coli 0157, c6 sén ti cac phong thr nghiém chuyén mén hodc

tir cac nguén ban sdn & thé “O” 157 riéng biét.

Khang huyét thanh phai dugc kiém tra bang cac kiém chiing duong tinh va am tinh trudc khi st dung

véi cac chlng phan lap chua biét.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

S dung céc thiét bi, dung cu phong thdr nghiém vi sinh thdong thuodng [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] va

cu thé nhu sau:

6.1 Thiét bi dé khr triing kho (tG sdy) hodic dé khir tring uét (ndi hap ap luc)

Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

6.2 Tu sy ho#c td am, c6 kha nang duy tri nhiét dd & khoang tir 25 °C dén 50 °C.
6.3 Tu am, c6 kha nang duy tri 6 37 °C + 1 °C.

6.4 Tu am, c6 kha nang duy tri d 41,5 °C + 1 °C.

6.5 N&i cach thly, c6 kha nang duy tri nhiét dd & khoang tir 44 °C dén 47 °C.

6.6 May do pH, c6 doc d&n 0,01 don vi pH & 25 °C, c6 thé do chinh xac dén + 0,1 don vi pH.

12
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6.7 Ong nghiém, binh ciu hosdc chai cé dung tich thich hgp, d& khif tring va bao quan mai trudng

nudi cay va i moi trudng 1ong.
6.8 Ong dong, c6 dung tich thich hgp d& chuan bi cac dung dich pha lodng va méi trudng hoan chinh.
6.9 Pipet chia dé xa hét, dung tich danh dinh 1 ml va 10 ml dugc chia d® dén 0,1 ml va 0,5 ml tuong Ung.

6.10 Que cay vong va que cdy, bang platin/iridi hoac niken/crom ho#c pipet Pasteur hodc que cay

vong dung mét lan.

6.11 6ng hat co hoc dich chuyén bang khong khi, vo triing, dung tich tir 20 pl d&n 200 pl dudc chia
vach 10 ul, hoac tuong tu.

6.12 Thiét bi tach bing tir tinh cé gia d& tir dé co dac cac hat tir mién dich, dé st dung véi cac 6ng

nghiém bang chat déo Eppendorf (6.13).
6.13 Ong nghiém bing chat déo kiéu Eppendorf, c6 ndp vin, vo triing, s dung mét 1an, kiéu ly
tam, c6 dung tich 1,5 ml thich hgp véi gia dé tu tinh.

Tranh su tao thanh bot khi khi ma.

6.14 BO tron quay (kiéu may nghién quay, may trén mau huyét), co khd nang quay véi téc dd 15 vong/min

dén 20 vong/min.
6.15 Dia Petri, c6 dudng kinh tir 90 mm dén 140 mm.

6.16 May tron Vortex.

7 Lay mau

Diéu quan trong la mau gli dén phong thlr nghiém diung l1a mau dai dién va khéng bi hu hdng hoac thay

ddi trong qua trinh van chuyén hoic bao quan.

Nén 1am ngudi nhanh mau trudc khi bao quan.

Viéc 1ay mau khoéng qui dinh trong tiéu chuan nay. Xem tiéu chuan cu thé lién quan dén san pham. Néu
khong cé tiéu chuan riéng lién quan dén viéc |ay mau san phdm thi cac bén lién quan nén thoa thuan
véi nhau vé van dé nay.

8 Chuan bi mau thir

Chu&n bi mau th{ theo cac tiéu chuan cu thé thich hop v6i san phdm cé lién quan. N&u khéng cb cac

tiéu chuén cu thé thi cac bén c6 lién quan nén thoa thuan véi nhau vé van dé nay.

13
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9 Cach tién hanh (xem Phu luc A)

9.1 Phan mau thir va huyén phu ban dau

Xem TCVN 6507-1 (ISO 6887-1) va tiéu chuan cu thé lién quan dé&n san pham.

CHU THICH: Cac phan khac clia TCVN 6507 (ISO 6887), xem Thu muc tai liéu tham kh&o.

Nhin chung, d& chuén bi huyén phu ban dau, cho x g hodc x ml phan mau th vao 9x ml hodc 9x g
canh thang dau tuang trypton cai bién cé novobioxin (mTSB + N) (5.1), da dugc lam dm sad bo trong tl
am (6.4) 6 41,5 °C dé thu dudc ty & clia phan mau thd va mTSB + N 1a 1/10 (khdi luong/thé tich hoac
thé tich/thé tich).

Nén s dung céac tai nhu déng c6 mat luGi dé gidm viéc gay nhiéu cla thuc pham dang hat gan bd thir
hat mién dich (9.3).
9.2 Tang sinh

U huyén phti ban dau da chudn bi theo 9.1, 3 41,5 °C trong 6 h, rdi G tiép 12 h dén 18 h (tic la téng thoi
gian tir 18 h dén 24 h).

Viéc tach ti mién dich va cay 1én dia thach chon loc sau khi G 6 h c6 thé cho cac két qua duong tinh
gia, sau khi G ti€p 18 h c6 thé trd thanh am tinh.

9.3 Tach bing tir mién dich (IMS)

9.3.1 Khai quat
Sau khi 0 tir 12 h dén 18 h thi c sau 6 h c6 thé tién hanh IMS, néu can.

Cac chi dan du6i day 1a d& huéng dan chung va cé thé chua hoan chinh dén moi chi tiét. Do do, can
tuan theo cac huéng dan cla nha san xuét lién quan dén cach tién hanh va phuong phap s dung cac
bd thir bat gilr mién dich va thiét bi can thiét.

9.3.2 Bat giit mién dich

CANH BAO - S{r dung ky thuat vé tring dé tranh moi nhiém ban tir bén ngoai va viéc tao bot
khi. Thuc hién tha tuc nay trong tu an toan, néu cé san. Mang ging tay bao vé.

Viéc st dung thiét bi tach bang ti tinh (6.12) va cac hat tir mién dich dudc phd khang thé (5.7), can thuc
hién qui trinh bat gili/tach dugi day:

Tron dich cay tang sinh (9.2) va dé cho nguyén liéu thd 13ng xuéng. Cho 20 pl cac hat tir mién dich da
chuén bi (5.7) & nhiét d6 phong vao 6ng nghiém bang chat déo kiéu Eppendoft (6.13). Lay 1 ml dich

I6ng phia trén dich cay tang sinh, néu c6 thé, tranh hét cac hat thuc phdm hoac chat béo, cho vao éng

nghiém bang chat déo kiéu Eppendoft.

14



TCVN 7686 : 2007

Tron huyén phu trén may trén quay (6.14) véi téc dd khoang tir 12 vong/min dén 20 vong/min trong 10 min.

9.3.3 Tach

D4t tiing 6ng nghiém bang chat déo kiéu Eppendoft (xem 9.3.2) vao gia tir (6.12) va dé cho cac hat tu
dinh két dua vao nam cham bang cach dich chuyén nhe nhang gia ti qua lai 180°. M3 nép can than ma
khéng lam nhiéu loan cac hat trén thanh 6ng. Dung pipet Pasteur vé tring méi (6.10) cho méi mau va
véi 6ng nghiém van con trong gia tu, loai bd dung dich béng cach hut tur tir dich 1dng tir dusi day 6ng
nghiém. Thém 1 ml dung dich dém rlra vé tring (5.8) va day ndp. Ldy nam cham ra khdi gia. Trén phan
ch(ra trong 6ng bang cach ddo nhe nhang gia qua 180 ° va dat nam cham trd lai gia.

Chu y dé tranh lam nhiém ban chéo khi b8 sung dung dich d&ém moéi.

Tién hanh nhu trén, st dung pipet Pasteur méi cho méi mau dé loai bo dich ria. Lap lai qui trinh ra vai 1an.

L4y ra khai thiét bi tach tir tinh va cho 100 ul dung dich dém rira vo tring (5.8) vao éng nghiém va hoa

lai cac hat tu tinh.
CHU THICH: Qui trinh nay c6 thé gap phai khé khan déi véi cac san phdm chat béo hodc phomat tuoi.
9.4 Cay lén dia thach chon loc va nhan dang cac khuan lac E.coli 0157

9.4.1 Cay lén dia

S{ dung 6ng hat ki€u co hoc (6.11), chuyén 50 ul cac hat tir tinh da hoa lai va da rira (9.3.3) vao dia
thach MacConkey sorbitol telurit (5.2) da lam khé so bé va 50 ul vao dia méi trudng phan lap thd hai
(5.3) da lam kho sa bo.

Dlng vong cay vo triing (6.10) ria cdy cac hat nay dé thu dudc nhiéu khuan lac tach biét rd trén khap
dia thach.

U am (theo 6.3) mai trudng CT-SMAC (5.2) & 37 °C trong 18 h dén 24 h va 0 mai trudng thach chon loc
th(r hai G nhiét dé khuyén cao va thai gian qui dinh.

Tuy thudc vao kiéu loai mau thuc pham va hé vi khudn clia mau, ma viéc G canh thang ting sinh trong
20 h dé&n 24 h c6 thé lam tang viéc moc day cac vi khuan khac trén cac dia thach chon loc lam cho viéc
phat hién ra cac khuan lac E.coli 0157 g&p phai kh6 khan. Viéc nudi cay cac dia thach chon loc véi cac
dung dich pha lodng clia IMS ho#c cac thé tich nhd hon 50 pl trén mét dia, c6 thé l1am tang co héi thu
dudc cac khuén lac tach biét clia E.coli 0157, nhung chd y rang diéu nay ciing c6 thé lam tang gi6i han

phat hién.

9.4.2 Thira nhan cac khuan lac E.coli 0157 dién hinh

Cac khuan lac dién hinh la trong suét va gan nhu khéng mau, cé vién ngoai mau vang nau nhat va
duang kinh x&p xi 1 mm khi & trén thach CT-SMAC.
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Kiém tra cac khuan lac dién hinh cla E.coli 0157 trén méi trudng thach phan 1ap chon loc thit hai theo
chi dan clia nha san xuét.

9.5 Khing dinh

CHU THICH: C6 thé sir dung cac bd th(r nhd nhan dang béng sinh héa ban s3n dé& nhan dang E.coli duong tinh
indol va am tinh sorbitol va cac bo thit két dinh keo téng hop vé E.coli 0157, véi diéu kién la cac phép th{ thich
hop d& c6 cac chiing am tinh va duong tinh biét trudc da dudc thuc hién dé khang dinh tinh nang.

9.5.1 Chon khuan lac

T méi dia 1ay nam khuén lac dién hinh, nhu da chon trong 9.4. Néu nhu trén dia cé it han nam khuén

lac thi |18y tat ca cac khuan lac c6 méat dé kiém tra.

Ria c4y tiing khuan lac da chon Ién dia thach dinh dudng (5.4) & cho phat trién cac khuan lac tach biét t6t.
U (trong tG &m 6.3) cac dia trong 18 h dén 24 h & 37 °C.

Chi st dung cac khuan lac thuan khiét tir dia thach dinh dudng cho cac phép thir trong 9.5.2 va 9.5.3.
9.5.2 thmg dinh bang sinh héa: sinh indol

Cay mét khuan lac tir dich cdy thuén khiét trén dia thach dinh dudng (9.5.1) vao 6ng dung mai trudng
trypton/tryptophan (5.5).

U (trong tG &m 6.3) 3 37 °C trong 24 h.

Thém 1 ml thudc thir Kovac’s (5.6) va dé yén 10 min & nhiét do phong.

Viéc hinh thanh mau do chimng té phan (ing duong tinh. Mau vang/nau chiing toé phan (ng am tinh.
9.5.3 Nhan dang bang huyét thanh

9.5.3.1 Khai quat
Chi kiém tra cac khuén lac duong tinh indol bang phan (ng huyét thanh ctia ching véi khang huyét
thanh E.coli 0157.

9.5.3.2 Loai bd cac vi khuan phan lap tu két dinh

Cho mét giot dung dich nuGc mudi (5.9) 1én mét phién kinh thly tinh sach.

Dung vong cay (6.10), trén trong giot nudc mudi nay mot khuan lac 18y tir dia thach dinh dudng (9.5.1)

sao cho thu dudc huyén phu duc va dong nhét.

Di chuyén phién kinh nhe nhang trong 30 s dén 60 s. Quan séat két qua thu dudc dua vao nén mau den

va dung kinh lap, néu can.
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NE&u huyén phi tao thanh cac mang c6 thé nhin thay, thi chiing dé dudc coi la tu két dinh va khong

duoc dung dé kiém tra tiép, vi khéng thé xay ra phan (ing véi khang huyét thanh cu thé.

9.5.3.3 Phan Ung khang huyét thanh E.coli 0157

S dung mdt khudn lac thuan khiét tir thach dinh dudng (9.5.1), hda trong mét giot nuéc mudi méi nhu
trong 9.5.3.2 va thém mét giot khang huyét thanh E.coli 0157 (5.10).

Né&u trong vong 1 min thdy xuét hién dinh két, thi phan (ng la duong tinh.

9.5.3.4 Nhan dang duong tinh

Cac vi khuén tach riéng cho phan (ing dudng tinh véi indol va phan (ng véi khang huyét thanh 0157
hodc 0157 cong v6i khang huyét thanh H7 dudc coi la cac vi khuan duong tinh.

9.6 Dac trung khac

D& nhan dang cac dic khuén lac duong tinh cho viéc phat hién cac khang nguyén roi va cac dac tinh

gay bénh, can gli cac chling nay dén phong thr nghiém chuan.

10 Pam bao chat lugng

10.1 Kiém tra cac chiing vé muc dich dam bao chat lugng

Céc chiing E.coli 0157 khéng mang cac yéu t6 ddc thudc loai gy bénh déu cé san tir co quan luu gilr
vi khudn quéc t& hodc quéc gia. Cac chling nay dudc dung dé kiém tra vé dam bao chét lugng méi trudng

va khang huyét thanh.

10.2 Phuong phap cay

D& kiém tra kha nng clia phong thr nghiém va méi trudng dé phat hién sé ludng nhd Escherichia coli
0157 trong cac mau thuc phdm can thir nghiém bing phuong phap mé ta trong tiéu chuan nay, thi cac
mau déi chiing cé luong nhd dich cdy E.coli 0157 khéng gay bénh va luong 16n dich c8y clia chlng

E.coli khac can dudc thuc hién song song véi mau thi.

11 Biéu thi két qua

Theo phan dién giai cac két qua, ghi lai su c6 mat hay khéng c6 mat Escherichia coli 0157 trong phan
mau thi, tinh theo gam ho#c tinh theo mililit.

12 Bao cao thir nghiém

Béo céo thr nghiém phai ghi ré:

a) moi thdng tin can thiét d& nhan biét day dd vé mau thi:
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b) phuong phap |4y mau da sl dung, néu biét;

c) phuong phap thitr da st dung, vién dan tiéu chuan nay;

d) nhiét d6 G da s dung;

e) moi chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chuén nay, hoic tly y Iua chon, cing véi cac chi tiét
bat thudng khac c6 thé anh hudng téi két qua;

f) cac két qua thdr nghiém thu duoc;

Bao cao két qua ciing phai néu rd néu cac phép th{r ti€p theo dugc thuc hién bdi phong thi nghiém

chuén, hodc néu da thuc hién thi néu két qua thu dudc.

18



Phu luc A
(Qui dinh)

So dé cach tién hanh

TCVN 7686 : 2007

Phan mau th{ (x g hodc x ml)

+

9 x ml mTSB + N (5.1) dugc lam 8m sa bd dén 41,5 °C (9.1)

A 4

Péng héa va 0 6 h rdi G tiép & 41,5 °C (9.2) tir 12 h d&n 18 h

|

C6 dac E.coli 0157 bang cach bét vao cac hat mién dich tir tinh va rlra bang dung dich dém ria vé tring (9.3)

\4

Hoa lai vao 0,1 ml dung dich dém r(ta vo trung (9.3)

A 4

Cay 50 pl cac hat tir tinh d& rra va hoa tai vao méi trudng thach chon loc dé thu dudc cac khuén lac tach biét (9.4)

'

;

Méi trudng CT-SMAC (5.2)

Mai trudng phan lap thir 2 (5.3)

A 4

\ 4

U & 37 °C trong 18 h dén 24 h

Ué nhiét d6 va thdi gian qui dinh

h 4

A 4

L&y nam khuén lac dién hinh am tinh
sorbitol

L&y nam khuén lac dién hinh

v

|

Khang dinh cac khué:n lac thuan khiét (9.5.1) bang viéc sinh indol (9.5.2) ho&c bang bé th( nhan dang sinh
hoa ban san (9.5) va nhan dang huyét thanh v6i khang huyét thanh E.coli 0157 (9.5.3)

'

Dé nhan dang tié€p, cac dich cay can dudc giii dén phong thr nghiém chuén (9.6)
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Thu muc tai liéu tham khao
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[3] TCVN 6507-2 (ISO 6887-2), Vi sinh vat trong thuc pham va thic an chan nudi — Chuan bi mau
th(r, huyén phu ban dau va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat — Phan 2: Cac
nguyén tac cu thé dé chuan bi thit va san pham thit.

[4] TCVN 6507-3 (ISO 6887-3), Vi sinh vat trong thuc phdm va thiic an chan nuéi — Chuén bi mau
th(r, huyén phd ban dau va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 3: Cac
nguyén tac cu thé dé chuan bi cac mau thuy san va san pham thuy san.

[5] TCVN 6507-4 (ISO 6887-4), Vi sinh vat trong thuc phdm va thiic &n chan nudi — Chuan bi mau
th(r, huyén phd ban dau va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 4: Cac
nguyén tac cu thé dé chuén bi cac sa&n phdm khac véi sita va san pham sira, thit va san pham thit, thuy

san va san pham thuy san.
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