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VI SINH VAT TRONG THUC PHAM
VA THUC AN CHAN NUOQ! - PHUONG PHAP
PHAT HIEN SALMONELLA TREN BiA THACH

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method

for the detection of Salmonella spp



PLVIN 4345 2005

Lai gidi thigy

phudng phap nay khi cé thé.

Khi tiéu chuén nay dudc soat xét tiép thi can phai tinh d&n moi théng tin lién quan dén pham vi a
phuong phap dém dia nay phai tuan theo va cac nguyén nhan gay sai léch so véi phuong phap trong
trudng hop cac san pham cu thé.

Viéc hai hoa cac phuang phap thif c6 thé khong thuc hién dugc ngay va déi véi mét vai nhém san phdm
¢4 thé t8n tai cac tiéu chudn qudc té va/hodc tiéu chudn qudc gia ma khéong phu hop véi tiéu chun
nay. Trong trudng hop c6 san tiéu chugn quéc t& cho san phém can thir nghiém thi phai tuan theo tiéu
do6. Hy vong rang khi cac tigu chudn nhu thé dugc soat xét, thi chung phai dudc sita di dé phu

a
chuan G
4 chudn nay, sao cho cudi cling chi cén céac sai léch véi phuong phap dém dia nay la cac ly

hop vdi tie
do k¥ thuét dudc thira nhan.
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Xudt ban lan 3

Vi sinh vat trong thuc pham va thifc &n chén nudi -

Phuong phap phat hién Salmonella trén dia thach

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method

for the detection of Salmonella spp.

CANH BAO - D& dam bao an toan cho nhan vién phéng thir nghigm, cac phép thir phat hién
Salmonella, dc biét la Salmonelila Typhi va Salmonella Paratyphi chi dugc tién hanh trong céc
phéng tha nghiém dugc trang bi thich hop, dudl sy kiém soat cia can b vi sinh cé kinh nghigm
va phai hét sic than trong khi huy bé cac nguyén vat lidu sau U.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phudng phap phat hién Salmonella trén dia thach, trong dé cé Salmonella
Typhi va Salmonella Paratyphi.

Nhv da dudc trinh bay trong phan gidi thiéu, tiéu chudn nay c6 thé ap dung cho:

— cac san pham dung cho con ngudi va thic an chan nudi,

_ cac mau mai trudng trong khu vuc san xuét va x ly thuc phdm.

CANH BAO - Phuong phap nay cé thé khéng phat hién dugc tat ca Salmonella Typhi va Paratyphi.
2 Tailiéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau la rat cdn thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. DGi vdi cac tai liéu vién din ghi

nam ban hanh thi ap dung phién ban dudc néu. Di véi cac tai liéu vién dan khéng ghi ndm ban hanh
thi 4p dung phién ban mai nhat, bao gém ca cac slta ddi.
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TCVN 6507-7 (ISO 6887-1). Vi sinh vat trong thuc phdm va thitc an chan nuéi - Chuan bi mau thi,
huyén phl ban dau va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 1. Cac nguyén

tac chung dé chudn bi huyén phu ban dau va dung dich pha loang thap phan.

TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1996), Vi sinh vat trong thuc phdm va trong thirc An gia suc — Nguyén -

téc chung vé kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6263 (ISO 8261), Sita va s&n pham sita - Chudn bj mau thir va cac dung dich pha lodng dé kiém
tra vi sinh vat,

3 Thuat ngir va dinh nghia

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

Salmonella (Salmoneila)

céc vi sinh vat hinh thanh cac khudn lac dién hinh hoac khun lac it dién hinh trén méi t_f_g;ﬁng.déc chon
loc va co nhing dac diém vé sinh hoa va huyét thanh nhu dude mé ta khi tién hanh thir nghiém theo
tiéu chudn nay.

3.2
phat hién Salmonella (detection of Saimonella)

viéc xac dinh su c¢6 mat hay khong cé mat Salmonelia (3.1), trong mét khéi lugng hoac thé tich cu thé

cha san phdm, khi tién hanh thir nghiém theo tiéu chudn nay.

4 Nguyeén tac
4.1 Yéu céu chung
Qui trinh phat hién Salmonella cdn qua bdn giai doan ké ti€p nhau (xem thém phu luc A).

CHU THICH: Salmoneiia c6 thé cé mat vdi s6 lugng nhd va thudng kém theo mét lugng kha 18n cac vi sinh vat
thuéc ho Enterobacteriacea hoac cac ho khac. Do d6 can tang sinh so bd d€ dam bao phat hién mot iuong nhd

Salmonella hoac Salmonella bi suy gidm hoat tinh.

4.2 Ting sinh so bd trong méi trudng Iong khong chen loc
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DGi vai mét s6 loai thuc pham nhat dinh, can phai str dung cac qui trinh tang sinh so bo khac. Xem 9.1.2.
Pai véi s6 lugng I6n, thi lam nong dung dich dém pepton dén 37 °C + 1 °C trudc khi cdy phan mau thi.
4.3 Tang sinh trong méi truéng long chon loc

Cdy dich tang sinh chon loc thu dudc trong 4.2 vao mdi trudng Rappaport-Vassiliadis vdi dau tuong

(méi truang RVS) va méi trudng Tetrathionat/novobioxin muller-kauffmann (méi trudng MKTTn ).

Mai trudng RVS dugc 0 & 41,5°C + 1 °C trong 24 h + 3 h va mdi truong MKTTn dugc 01 3 37°C +1°C
trong 24 h + 3 h.

4.4 D& dia va nhan dang
Cay dich tang sinh thu dugc trong 4.3 vao hai méi trudng dac chon loc:

- thach deoxycholat lyzin xyloza(thach XLD).

- mét méi truang dac chon loc bat ky khac b8 sung cho thach XLD va d&c biét thich hop dé phan I'élp
caé ching Salmonella, Salmonella Typhi va Salmonella Paratyphi duong tinh vdi lactoza; phong thir
nghiém cé thé chon méi truong d6 dé sir dung.

Thach XLD dugc G & 37 °C + 1 °C va dugc kim tra sau 24 h + 3 h. Mdi truong thach chon loc thi hai
duoc G theo khuyén cdo clia nha san xuét.

CHU THICH: B8 tham khao thach Brilliant green (BGA), thach bitsmut sunfit, v.v...cé thé dugc sif dung lam méi

trugng dd dia thir hai.
4.5 Khing dinh dé nhan dang
Céac khuan lac Salmonelia gia dinh dugc cdy truyén réi d8 dia nhu mo ta trong 4.4, va khang dinh dé

nhan dang ching bang cac phép thi sinh hoa va huyét thanh thich hap.

5 Mai trudng cay, thudc thir va huyét thanh

5.1 Yéu cdu chung

D6i véi thuc hanh clia phong thlr nghiém, xem TCVN 6404 (ISO 7218).
5.2 Mai trudng cdy va thudc tha

CHU THICH: Do phuong phap c6 st dung nhiéu loai mai truang cdy va thude thir, nén dé thuan tién va dé dang

s dume mac tharh omar va wéc Shudn o snung fioe néu trong phuy fuc B
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5.2.1 Moi trudng tang sinh so bé khéng chon loc: dung dich dém pepton

XemB.1.

5.2.2 M@i truong tang sinh chon loc thit nhat: Méi truéng Rappaport-Vassiliadis vdi dau tugng
(méi truegng RVS).

Xem B.2.

5.2.3 Mobi trudng ting sinh chen loc thir hai: Mai trudng Novobioxin tetrathionat Muller—Kauffmann
{moi trudng MKTTn)

Xem B.3.

5.2.4 Mai trudng dé dia dic chon loc

5.2.4.1 Mai trudng thu nhat: Thach deoxycholat lyzin xyloza (thach XLD)
Xem B.4.

5.2.4.2 Méi truong thir hai

Viéc chon méi trudng thich hop thir hai la quyén Iua chon clia phong thr nghiém. Phai tuan thi chinh

xac cac chi dén clia nha san xust vé viéc chusn bi méitrudng dé st dung.
5.2.5 Thach dinh dudng

Xem B.5.

5.2.6 Thach TSl (triple sugarl/iron agar)

Xem B.G.

5.2.7 Thach uré (Christensen)

Xem B.7.

5.2.8 M@i truong L-Lyzin khir cacboxyl

Xem B.8.

5.2.9 Thuéc thir phat hién f-galactosidaza (hoac sir dung céc dia gidy lam san theo chi din clia'nha

san xuat).

o
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5.2.10 Thudc tha phan tmg Voges-Proskauer (VP)
Xem B.10,

5.2.11 Thudc thir phan tng indol

Xem B.11.

5.2.12 Thach dinh dudng nira dic

Xem B.12.

5.2.13 Dung dich mudi sinh ly
Xem B.13.

5.3 Huyét thanh

C6 mét s6 loai huyét thanh ngung két c6 chira khang thé cia mot hay mét vai khang nguyén O cd ban
s3n; nghia la khang huyét thanh chita mét hodc nhiéu hon mét nhém “O” (con duge goi 1a khang
nguyén “0” don gia hodc da gia), khang huyét thanh Vi va khang huyét thanh cé chira cac khang thé
d&i v6i mot hay nhiéu y&u t6 H (con dugc goi 1a huyét thanh H don gia ho#c da gia).

Can thir truéc cac khang huyét thanh d8 dam bao 13 chang thich hop cho viéc phat hién tét c3 cac loai
typ huyét thanh Salmonella. Van dé trén du'oc giai quyét bang cach dung khang huyét thanh cla mgt
nha cung cap da dugc cong nhan (vi du, bdi ca quan cla chinh pha).

6 Thiét bj va dung cu thuy tinh

Cé thé dung dung cu thuy tinh sir dung mét lan thay thé cho cac dung cu thuy tinh st dung nhiéu I3n
néu chung c6 cac dac tinh thich hap.

Thiét bi dung cu clia phong thir nghiém vi sinh thong thuong [xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1996)] va
cu thé nhu sau:

6.1 Thiét bj dé khir trung khé (o sdy) hoac khir trung uét (néi hap ap luc)

Xem TCVN 6404 (1SO 7218).

6.2 Tu sdy hoac lo sdy, dugc thong gi6 bang déi Iuu, co thé van hanh tur 37 °C dén 55 °C.
6.3 Taam, cothé van hanh 337 °C + 1°0

6.4 NOicarh thiy 3 it & B briofed
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6.5 No&i cach thuy, co thé van hanh & nhiét do tir 44 °C dén 47 °C.

6.6 N&i cach thuy, co thé van hanh & nhiét do & 37 °C + 1°C.

Nén sl dung ndi cach thuy (6.4, 6.5 va 6.6) c6 chita chat khang khudn vi liéu lay nhiém Salmoneiia thap.
6.7 Que cidy véng vé triing, c6 dudng kinh khoang 3 mm ho#c 10 ul, ho#c pipet vé trung.

6.8 pH mét, cé dé chinh xac + 0,1 don vi pH & 20 °C dé&n 25°C.

6.9 5ng hoac binh thit nghiém, cé dung tich thich hop.

C6 thé st dung chai hoac binh khéng déc ¢ ndp van bang kim loai hoc bang chét déo .

6.10 Pipet chia dd hoac pipet tu dong, co6 dung tich danh dinh 10 ml va 1 ml, dugc chia vach 0,5 ml
va 0,1 ml tuang Ung.

6.11 Dia Petri, cd nho (dudng kinh tir 90 mm dén 100 mm) va / hoc c3 1dn (du‘c‘lné kinh 140 mm).

7 Lay mau

Piéu quan trong la phang thir nghiém nhan dudc dang mau dai dién va khong bi hu hdng trong subt qua

trinh bao quan hoac van chuyén.

Viéc 1dy mau khang qui dinh trong tiéu chudn nay. Xem tiéu chudn riéng vé 1y mau cho san phdm
tuong Ung. N&u khéng cé tiéu chudn riéng, thi cac bén cd lién quan tu thod thuan vé van dé nay.

8 Chuan bi mau thir

Vige shudn bi mau thir theo tiéu chudn riéng phtl hop véi cac san ohdm tugng fma Néu khéng co tid:.

chudn riéng, thi cac bén co lién quan tu thoa thuan vé van dé nay.

9 Cach tién hanh (xem sd do d phu luc A)
9.1 Phan mau thu va huyén phu ban dau
9.1.1 Yéu cau chung

Xem TCVN 65071 (iSO 6887-1) va cac tiéu chudn riéng 1én quan dén san pham. Xem TCVN 6263 (SO

8261) déi vdi sita va san pham sia.

D& chuanr b huvén phi ban dau. trong tridng hap chung s dung méi trudng tang sinh sd bd duge qu;

N 5
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Néu khéi luong qui dinh clia phan mau tha knac 25 g, thi sir dung mét Iugng can thiét mai trudng tang

sinh s0 bo dé cé duoc dung dich pha loang 1/10.

D& giam khi lugng cong viéc khi co nhiéu phan mau th Ién han 25 g tir 16 hang thie phdm qui dinh
can kidm tra, va khi cé bang chimg cho thdy viéc trén (gép cac phan mau thir) khong anh hudng dén
k&t qua cia thuc phdm cu thé do, thi co thé trén cac phdn mau thi. Vi du, néu phai kiém tra 10 phan
mAu thit 25 g, thi trén 10 don vi dé tao thanh phan mau thl 250 g va thém 2,25 | méi trudng tang sinh
so bd. Cach khac, cb thé trén cac lugng 0,1 mi (trong 10 ml mai truéng RVS) va 1 mi (trong 10 ml mdi
trusng MKTTn) méi trudng tang sinh sd bo tu 10 phdn mau thir doc lap (xem 9.3.1) dé tang sinh trong
100 m! méi trudng tang sinh chen loc.

9.1.2 Chuin bj riéng huyén phu ban du dai véi mét s loai thyc pham nhat dinh

CHU THICH: Phuong phap chudn bi cu thd sau day chi lién quan dén trudng hop clia Salmonelia. Viéc chudn bi
cu thé dé xac dinh cac vi sinh vat khac dudgc mo ta trong TCVN 6507-2 (ISO 6887-2), TCVN 8507-3 (ISO 6887-3),
TCVN 6507-4 (I1SO 6887-4) va TCVN 6263 (ISC 8261).

9.1.2.1 Cacao va cac san pham cé chira cacao (vi du nhiéu hon 20 %).

Thém dung dich dém pepton (5.2.1) t6t nhat |a 50 g/l casein (tranh st dung casein axit), hoc 100 g/l
sita bot gdy vé tring, va sau khi 0 khoang 2 h, thém 0,018 g/l Brilliant green néu thuc phdm cd nguy =
bi nhiém vi khudn Gram dudng cao.

9.1.2.2 Thuc pham cé tinh axit va axit hoa
Pam bao rang pH khéng xudng thap hon 4,5 trong sudt qua trinh tang sinh sd bé.

CHU THICH: pH clia thuc phdm cé tinh axit va axit hoa s& dn dinh hon néu st dung dung dich dém pepton nong
dé keép.

9.2 Tang sinh s bd khong chon lec
U huyén phti ban dau (9.1) 837°C +1°Ctrong 18 h + 2 h.
9.3 Tang sinh chonlgc

9.3.1 Chuy&n 0,1 ml dich tang sinh thu dugc trong 9.2 vao 8ng chifa 10 mi méi trugng RSV (5.2.2);
chuyén 1 ml dich tang sinh thu dugc trong 9.2 vao éng chita 10 ml méi trudng MKTTn (5.2.3).

9.3.2 U maditrudng RVS (9.3.1) 43 cay dich tang sinh 8 41,5°C + 1 °C trong 24 h + 3 h, va mdi trudng

ik al = e RE ari & 3 d U a aaa 24 7+ 31 CAan than khéng duoc 38 yugt qua nhidt
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9.4 Pé6 dia va nhan dang

9.4.1 Sau khi G 24 h + 3 h, s{f dung dich cdy thu dugc trong méi truong RVS (9.3.2). dung que cay"
véong (6.7) cdy lén bé mat clia mét dia Petri ¢8 18n (6.11) chita méi trudng chon loc d3 dia thir nhat
(thach XLD, xem 6.2.4.1) sao cho thu dugc cac khudn lac phan Iap tét.

Trudng hop khdng cé dia 1dn, thi s&f dung hai dia nhd, chi ding mét que cdy vong dé cay lién tiép timg
dia mét.

Tién hanh tudng ty déi véi mai trudng chon loc d8 dia th(r hai (5.2.4.2) sl dung que cdy vong vo tring

va cac dia Petri nhu trén.

9.4.2 Sau khi &1 24 h + 3 h, sl dung dich cdy thu dudc trong méi trusng MKTTn (9.3.2), iap lai cach
ti€n hanh da mo ta trong 9.4.1 vdi hai maéi trudng d8 dia chon loc .

9.4.3 D4i vdi mdi trudng d8 dia thr nhat (5.2.4.1), Iat ngudc cac dia (9.4.1 va 9.4.2) sao cho day ﬁu‘(Jng
lén trén va dat ching trong tl &m (6.3) d& & 37 °C. Béi vdi méi trudng dé dia thit hai (5.2.4.2), phai theo

cac chi dan clia nha san xuét.

9.4.4 Saukhi U 24 h + 3 h, kiém tra cac dia (9.4.3) vé su cd mat cla cac khudn lac Salmonelia dién
hinh va cac khuén lac khéng dién hinh ma c6 thé nghi la Salmonella (xem chd thich). Banh diu cac vi

tri clla chdng trén day dia.

Khudn lac Salmonella dién hinh phat trién trén thach XLD cé tam mau den va viing trong mau dd nhat
do su thay d6i mau cla chat chi thi.

CHU THICH: Saimonelta bién thé am tinh H,S (vi du, S. Paratyphi A) phat trién trén thach XLD cé mau hdng cé
tam mau héng sam. Salmonella duong tinh vdi lactoza phat trién trén thach XLD mau vang, c¢6 hoac khéng c6 tam

mau den.

U méi trudng dc chon loc thir hai & nhiét d6 thich hop va sau mét khodng thai gian thich hap kiém tra

dé phat hién su cd mat véi cac khudn lac, tif cac dic trung clia chiing ma c6 thé coi la Salmonelia gia dinh.
9.5 Khing dinh
9.5.1 Yéu cdu chung

Néu thdy dang tin cay, c6 thé st dung cac bd thll nhan dang cé ban s3n dé kiém tra sinh hoa
Salmonella. Viéc st dung cac bd thit nhan dang nay lién quan dén thif sinh hoa cac khun lac. S dung
cac bo thit nay theo cac chi dan clia nha san xuat.
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CHU THICH: Viéc cong nhan cac khudn lac Salmonella can c¢ bé day kinh nghiém va hinh dang bén ngoai cla
chung cé thé thay ddi it nhiéu khong chi t huy&t thanh nay dén loai huyét thanh khac ma cén tit mé nay dén me
khac clia mdi trudng cdy chon loc dugdce sU dung.

9.5.2 Chon khuin lac dé khdng dinh

D& khing dinh, 18y ti m3i dia (hai dia c8 rihd hoic mét dia cd Ién) clia ting mai trdng chon loc (xem
9.4) it nhat mét khusn lac dugc xem la dién hinh hodc nghi ngd va bdn khusn lac tiép theo néu khudn

lac dau tién la am tinh.

Nén 14y it nhat nam khudn lac dé nhan dang trong trudng hgp nghién ciu dich t& hoc. Néu trén mét dia
c6 it hon n&m khusn lac dién hinh hoac khudn lac nghi ngd, thi I8y tét ca cac khudn lac dién hinh hosic
nghi ng& d6 dé khang dinh.

Cdy ria cac khudn lac da chon trén bé mat cac dia thach dinh dudng da dugc lam khé trudc (5.2.5), sao
cho cac khudn lac phan 1ap t6t phat trién duoc. U cac dia da cdy (9.4.3) 337 °C + 1°C trong24 h+3h.

Sit dung céc chiing cdy thuan khiét dé khing dinh bang phép thir sinh hoa va huyét thanh;
9.5.3 Khing dinh sinh hos
9.5.3.1 Yéu cdu chung

TU céc khudn lac d& chon trong 9.5.2, dung que c8y cdy vao cac méi trudng qui dinh trong 9.5.3.2
dén 9.5.3.7.

9.5.3.2 Thach TSI (5.2.6)
Cay ria trén bé mat nghiéng cuia thach va cdy dam sau xudng day. U & 37 °C + 1°C trong 24 h + 3 h.
Dién giai nhimg thay ddi trong méi trudng nhu sau:

a) Cay dam sau

- mau vang glucoza duang tinh (s dung glucoza)
- mau dé hoic khéng déi mau glucoza am tinh (khéng sl dung glucoza)
- mau den sinh hydro sunfua

- bot hoac vét ran sinh khi tir glucoza



b) Bé mat nghiéng cla thach
- mau vang lactoza va/ hodc sucroza duong tinh (st dung lactoza va/ hosc sucroza)

- mau d6 hodc khong d6i mau  lactoza va sucroza am tinh (khdng sf dung lactoza ciing nhu khong stt
dung sucroza)

Cac khuén lac Salmonelia dién hinh thé hién tinh kiém (mau dd) trén bé mét nghiéng cla thach va khi
cdy dam sau mang tinh axit (mau vang) ¢ sinh khi (bot khi) va (v8i khoang 90 % trudng hop) sinh
hydrosunfua (thach bj den) (9.5.3.8) .

Khi Salmonella dudng tinh véi lactoza dugc phan lap (xem 4.4), thi trén bé mét nghiéng cla thach TSI
c6 mau vang. Do vay, viéc khdng dinh so bé cac ching Salmonella khéng chi dua trén cac két qua cla
phép thir trén thach TSI (xem 9.5.3).

9.5.3.3 Thach uré (5.2.7)
Céy ria trén bé mat nghiéng clia thach. U & 37 °C + 1°C trong 24 h + 3 h va kiém tra thudng xuyén.

Néu phan img la duong tinh, thi su phan giai ué thanh amoniac, lam phenol mau dé chuyén thanh mau
héng va sau d6 chuyén thanh mau dé héng. Phan ing thudng xuat hién sau 2 h dén 4 h.

9.5.3.4 Mai trudng L-Lyzin da khir nhém cacboxyl (5.2.8)

Céy ngay phia dudi bé mat clia méi trudng Idng. U & 37 °C + 1 °C trong24h+3h.

Ma-u duc va dé tia sau khi G chiing td phan (mg duong tinh. Mau vang la phan (ng am tinh.

9.5.3.5 Phat hién f-galactosidaza (5.2.9)

Cho mét vong ddy cac khudn lac nghi ngd vao trong 8ng cé chita 0,25 ml dung dich musi (5.2.13).

Thém 1 giot toluen va I3c 8ng. DAt 8ng nay vao trong ni cach thuy (6.6) dat & 37 °C va dé trong vai
phut (khoang 5 phut). Thém 0,25 ml thudc thir 08 phat hién A-galactosidaza va lic déu.

it lai 6ng vao néi cach thuy d€ & 37 °C va dé trong 24 h + 3 h, kiém tra 6ng thudng xuyén.
Mau vang cho thdy phén (ng duong tinh. Phan (mg thudng xuat hién sau 20 phat.

Néu sif dung cac dfa gidy ban s3n (5.2.9), thi theo cac chi ddn clia nha san xuét.

9.5.3.6 Méi trudng phan img Voges-Proskauer (VP) (5.2.10)

4 S X A .y Y B B il 3 - e ey T el AL by A oy T
Cho mad vang 33y 2ac khuan lac ngt Jd y3acangvo Mg <o anpfa - m ctinang v
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Ua37°C+1°Ctrong24 h+3h.

Sau khi U, thém hai giot dung dich creatin, ba giot dung dich etylic 1-naphtol va sau dé thém hai giot
dung dich kali hydroxit; I&c déu sau méi lan thém timg loai thudc thi.

Khi xudt hién mau hong dén mau dd sang trong 15 phut chiing té phan (mg duong tinh.
9.5.3.7 Madi trudng phan img indol (5.2.11)

Céy khudn lac nghi ngd vao &ng chita 5 ml méi trudng trypton/ tryptophan.

0 &37°C +1°Ctrong 24 h + 3 h. Sau khi 0, thém 1 ml thuéc th( Kovacs.

Néu co xudt hién mét vong mau do chiing té phan ing dudng tinh. Khi xuat hién mét vong mau nau
vang chiing té phan (ng am tinh,

9.5.3.8 Giai thich cac phép thir sinh hoa

Néi chung, Salmonella cho cac phan (ing nhu trong bang 1.
9.5.4 Khing dinh huyét thanh va typ huyét thanh
9.5.4.1 Yéu cdu chung

Viéc phat hién sy cé mét clla Salmonelia khang nguyén O, khang nguyén Vi va khang nguyén H dudc
thir bang su ngung két trén phién kinh vdi huyét thanh thich hgp, tif cac khusn lac thudn khiét (9.5.2) va
sau khi cac chiing c6 thé tu ngung két da bi loai trir. Sir dung khang huyét thanh theo chi dn ciia nha
san xuat néu khac vai md ta dudi day.

9.5.4.2 Loai trir ching tv ngung két

“Cho mét giot dung dich mudi (5.2.13) Ién phién kinh thuy tinh d& dugc lam sach mét cach cdn than.
Diing que cdy vong (6.7) trdn déu dung dich véi khudn lac can thi, d8 thu dugc huyén phi duc va déng nhét.

CHU THICH: Ciing c6 thé tron déu khudn lac can thir trong mét giot nudc, va sau d6 trén dung-dich nay vdi mét
giot dung dich mudi (5.2.13).

L&c nhe phién kinh tir 30 gidy dén 60 gidy. Quan sét két qua trén nén t8i, tot nhat la ding kinh lup.

Né&u vi khudn it nhiéu c6 két dinh cac don vi véi nhau, thi chiing nay dudc xem la tu ngung két, va sé
khéng phai thtf nghiém tiép vi khdng thé phat hién khang nguyén dugc.
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Bang 1 - Giai thich cac phép thir sinh hoa
! |

Ching Salmonella

Phép thir®
; S. Typhi | SParatyphiA | S.ParatyphiB | SParatyphiC | Céc chiing
| (9.5.3.2 dén 9.5.3.7) )
khac
Phan | %° | Phan | %" | Phan | %< | Phan | %< | Phan | %"®
img ng mg ang (ng

Thach TSI sinh axit tif glucoza + 100 + | 100 + + + 100
Thach TSI sinh khi tif glucoza - 0 + 100 + + + 92
Thach TSI sinh axit tit lactoza - 2 - 100 - - - 1
Thach TSI sinh axit tif sucroza - 0 - 0 - - - 1
Thach TSI Hydro sunfua dutc tao thanh + 97 - 10 + + . + 92
Phéan giai uré E 0 5 0 = . . 1
Lyzin da khif nhém cacboxyl + 28 - 0 + ' + + 95
Phan (ng #-galactosidaza - 0 - 0 - _ - - 20
Phan (ng Voges-Proskauer - 0 - 0 - - - 0
Sinh indol - 0 - 0 - - - 1
* Ti tai kidu tham khao [5].
® Cac ty 18 phan tram nay cho thdy ring khéng phai t4t ca cac typ huyét thanh Salmenefia cho cac phan (ng danh diu +
ho#c -. Cac ty & phan tram nay cé thé thay d8i tuy theo typ huyst thanh va trong cac typ huyét thanh lam nhiém déc thuc r
pham tir cac noi khac nhau. !

i

| - Céc phan tram nay chua cé sd liéu.
|

]

" Salmonella Typhi la loai yém khi.

° Loai phu arizona Salmonella enterica cho phan (ng lactoza duong tinh hogc &m tinh nhung luén cho A-galactosidaza |
| duong tinh. P& nghién citu cac chiing nay c6 thé can tién hanh cac thir nghiém bé sung.

9.5.4.3 Kiém tra khang nguyén O

St dung mét khudn lac thudn khiét khdng c6 kha nang tu ngung keét, tin hanh theo 9.5.4.2, sif dung
mét giot huyét thanh khang nguyén O (5.3) thay cho dung dich muéi (5:2.13).

Néu xuat hién ngung két, thi phan ing dugc xem Ia duang tinh.

Lan lugt st dung huyét thanh da gia va don gia.
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9.5.4.4 Kiém tra khang nguyén Vi
Tién hanh theo 9.5.4.2, nhung st dung mot giot huyét thanh khang nguyén Vi (5.3) thay cho dung dich mudi.

N&u xuat hién ngung két, thi phan (mg duoc xem la duaong tinh.

9.5.4.5 Kiém tra khang nguyén H

Cay khudn lac thudn khiét khong cé kha nang tu ngung két vao thach dinh dudng nlfta dc (5.2.12). U
moi trudng nay 6 37 °C + 1°Ctrong 24 h + 3 h.

SUr dung chiing cdy nay dé kiém tra khang nguyén H, tién hanh theo 9.5.4.2, nhung s dung mét giot
huyét thanh khang nguyén H (5.3) thay cho dung dich muai.

N&U xust hién ngung két. thi phan img dudc xem |a duong tinh.
9.5.5 Giai thich phan img sinh hoa va huyét thanh

Bang 2 giai thich cac két qua cua cac phép thlt khang dinh (9.5.3 va 9.5.4) tién hanh trén cac khuan lac
da dung (9.5.2).

Bang 2 - Giai thich cac két qua cac phép thir khing dinh

| Phan (ng sinh hoa Tu ngung két Phan img huyét thanh Giai thich
II Bién hinh Khéng Khang nguyén O, Vi hoac H Céc chling dugc coi'la
! | duang tinh Salmonella
: Dién hinh Khéng ll T4t ca cac phan (ng am tinh
| |
| Dién hinh | Co | Khéng thr nghiém
, f | (xem 9.5.4.2) | Ccothé la Saimonella |
| Phan (ng khong dién hinh | Khéng/ Co Khang nguyén O, Vihoac H | ' l
duong tinh
| |
Phan (mg khong dién hinh Khéng/ Co Tét ca cac phan (mg am tinh | Khéng duoc coi 13
' | l Salmonella

9.5.6 Xac nhan dinh danh

Céc ching dudc xem la Salmonella, hoac cé thé la Salmonella (xem bang 2), phai dugc gli dén trung
tam chudn Saimonella da dudc cdng nhan dé xac dinh typ.

Khi gt di dé dinh dang phai kém theo tat ca thong tin lién quan dén cac chlng d6 va cho di dudc tach
ra tif thuc phdm hay tif vu ngd déc thuc pham
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10 Biéu thj két qua

Can c(r vao phan gidi thich cac két qua, chi rd co mat hay khéng cé mat Saimonella trong phan mau thir
x g hodc x mi sén pham [xem TCVN 6404 (1SO 7218)].

Xem phu luc C vé s§ liéu thu dugc tir phép thir lién phong thit nghiém.

11 Bao cao th{r nghiém

Bao céao thr nghiém phai chi ré:

- phuong phap 18y mau da st dung, néu biét:

- moi sai léch trong méi trudng t&ng'sinh ho&c cac diéu kién 0 da s dung;

- tét ca cac diéu kién thao tac khang qui dinh trong tiéu chudn nay, hodc dudc coi la tuy chon, clng

v@i cac chi tiét clia su c6 bat ky ma cé thé anh hudng dén két qua;
- cac két qua thu dugc.

Bao cac thir nghiém clng can néu ré xem cb thu dudc két qua duong tinh hay khang khi chi st dung
méi trudng d8 dia (5.2.4) khéng qui dinh trong tiéu chudn nay.

12 Dam bao chat lugng

D& kiém tra kha nang cta phong thir nghiém vé phat hién Salmonella bang cac phuang phap va maéi
trudng mé ta trong tiéu chudn nay, can dua cac mau chuin ban dau vao trong binh kiém soat moi
trudng tang sinh sa bd (xem 5.2 1} Tién hanh d5i vdi car binh kidm soat giéng nhur A8i v rac chiing

can thit nghiem.
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Phu luc A

(qui dinh)

So do cach tién hanh

Dung dich dém pepton
d nhiét @6 phong

\

[

U(9.2)trong 18h+ 2h
g37°C+1°C

e e

CHON LOC

0,1 ml chling céy
+

10 ml méi trudng RVS (9.3.1)

Utrong24h+3hd 415°C+1°C

10

1 ml chling cdy
+

mi méi truéng MKTTn (9.3.1)

Utrong24 h+3hd37°C+1°C

e

DO blA

—
-

KHANG DINH

o

M@i truagng XLD va méi
trudng thach thir hai (9.4.1)
Utrong24h+3hd

37°C+1°C

\

Tir méi dia thir mét khudn lac

d4c trung. N&u am tinh, thir

bdén khudn lac khac da dugc
danh déu (9.5.2)

Y

Thach dinh dudng, 0 trong
24h+3hd37°C+1°C
(9.5.2)

/

Khang dinh sinh hoa (9.5.3)

Khéng dinh huyét thanh (9.5.4)

Bidu thi k8t qua (didu 10

'.
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Phu luc B

(qui dinh)

Thanh phin va chuin bi méi trudng cdy va thudc thir

B.1 Dung dich dém pepton

B.1.1 Thanh phan

Pepton tur casein

Natri clorua

Dinatri hydro phosphat ngdm 12 phan t& nudc (Na,HPO,.12H,0)
Kali dihydro phosphat (KH,PO,)

Nudc

9.0g |

1549

1000 ml |

B.1.2 Chuén bi

Hoa tan cac thanh phan trong nudc, dun néng néu can.

Chinh pH sao cho sau khi khrtring 1a 7,0 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Phan phdi méi trudng vao cac binh (6.9) cé dung tich thich hgp d& thu dugc phan can thiét cho thlr nghiém.

Kh trung 15 phut trong néi hdp ap luc (6.1) & 121 °C.

B.2 Moi trudng Rappaport-Vassiliadis véi dau tuong (mai trudng RVS )

B.2.1 Dungdich A

B.2.1.1 Thanh phin

Pepten tu dau tudng
Natri clorua

Kali dihydro phosphat (KH,PO,)

| Dikali hydro phosphat (K,HPO,)

Nudc

509
8,0‘;1;
1449 ‘
O,ZQ‘

1000 mi |
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B.2.1.2 Chuan bj
Hoa tan cac thanh phan trong nudc, dun ndng dén khoang 70 °C, néu can.
Dung dich nay phai duoc chudn bi trong ngay cung vdi viéc chudn bi méi truang hoan chinh RVS.
B.2.2 Dungdich B

B.2.2.1 Thanh phén

l Magie clorua ngam 6 phan tdr nudc (MgCl,.6H,0) 400,0g

\ Nuéc " 1000 ml

B.2.2.2 Chuan bj
Hoa tan magie clorua trong nudc.

Do mudi nay hit §m manh, nén can hoa tan hét lugng MgCl,.6H,0 trong hop vira méi mé, theo cong
thitc. Vi du nhu 250 g MgCl,.6H,0 thi thém 625 ml nudc, dé cé dung dich vdi tong thé tich 788 ml va
néng do khéi lugng khoang 31,7 g trén 100 mi MgCl,.6H,0.

Dung dich c6 thé dugc gilf trong lo thuy tinh t6i mau cé nap day kin & nhiét dé phong it nhat 2 nam.
B.2.3 Dungdich C

B.2.3.1 Thanh phan

Oxalat xanh malachit 04g

Nuéc 100 mi

B.2.3.2 Chuan bi

Hoa tan oxalat xanh malachit trong nudc.

Dung dich nay co thé dugc gilt trong lo thuy tinh mau nau g nhiét §6 phong trong it nhat 8 thang.
B.2.4 Mbi truang hoan chinh

B.2.4.1 Thanh phan

Dung dich A (B.2.1) ; 1000 ml

| Dung dich B (B.2.2) 100 mil

\:-._, 111 !
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B.2.4.2 Chuan bi

Cho 100 ml dung dich 8 va 10 ml dung dich C vac 1 000 ml dung dich A.
Chinh pH sao cho sau khi khif triing la 5,2 + 0.2, néu can. |

Phan phéi cac lugng 10 ml vao cac 6ng thlr nghiém (6.9) trudce khi str dung.
Kht tring 15 phat trong néi hdp ap luc (6.1) 115 °C.
Bao quan méi trudng d4 chudn bi & 3 °C + 2 °C. SI dung méi trudng chudn bi trong ngay .

CHU THICH: Thanh phan ctia méi trudng cudi cling 1a: pepton tir dau tuong: 4,5 gil; natri clorua: 7.2 g/l: kali
dihydro phosphat (KH,PO, + K,HPO,): 1,44 g/l; magie clorua khan (MgCl,): 13,4 g/l hoac magie clorua ngam 6
phan t nuéc (MgCl,.6H,0): 28,6 g/l; oxalat xanh malachit: 0,036 g/

B.3 Mbi trudng Novobioxin tetrathionat muller-kauffmann (Mai trudng MKTTn ) @
B.3.1 Méi trudng co ban

B.3.1.1 Thanh phin

Cao thit 4;3 g

| Pepton tif casein 86g

' Natri clorua (NaCl) 26¢g

i Canxi cacbonat (CaCO;) 38,79

| Natri thiosulfat ngdm 5 phéan t&f nuéc (Na,$,0,.5H,0) 47849
Mat bo dung che vi khudn hoc 478 g
Brilliant green 9,6 mg |
Nudc 1000 mi |

B.3.1.2 Chudn bi

Hoa tan cac thanh phan co ban khd hodc méi trudng hoan chinh khé trong nudc bang cach dun séi

trong 5 phut.

Chinh pH sao cho sau khi khif triing 1a 8.0 + 0,2 4 25 °C, néu can.
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Mai truong co ban co thé bao quan dudc trong 4 tuan & 3 °C + 2 °C.

B.3.2 Dung dich iot-iodua

B.3.2.1 Thanh phéan

lot 200g
Kali iodua (KI) 250¢g
Nudc 100 ml

B.3.22 Chuan bi

Hoa tan hét kali iodua trong 10 ml nuéc, sau dé thém iot va pha lodng bang nudc vé tring dén 100 mi.
Khéang dun néng.

B&o quan dung dich da chudn bj trong vat chifa kin, t6i mau dé & nhiét dé phong.
B.3.3 Dung dich Novobioxin

B.3.3.1 Thanh phédn

Mudi natri novobioxin 0,049

Nudc S5mi

B.3.3.2 Chuan bj
Hoa tan mudi natri novobioxin trong nuéc va loc dé kh trung.
Bao quan dén 4 tuan 0 3 °C + 2 °C.

B.3.4 Mai trudng hoan chinh

B.3.4.1 Thanh phan

M6i truéng co ban (B.3.1) 1 000 mi
Dung dich iot-iodua (B.3.2) 20 ml

Dung dich novobioxin (B.3.3) 5mi




fCVN 4829 . 2005

B.3.4.2 Chuan bj

Bing ky thuat vé trung, cho 5 ml dung dich novebioxin (B.3.3) vao 1 000 ml méi trudng cd ban (B.3.1).
Tron, sau d6 thém 20 mi dung dich iot-iodua (B.3.2}. Trén ky.

Phan phdi méi trudng mét cach vé triing vao cac binh vé trung (6.9) ¢6 dung tich thich hap dé thu duoc
cac phan can thiét cho th{t nghiém.

S¢ dung méi trudng hoan chinh chudn bi trong ngay.
B.4 Thach deoxycolat lyzin xyloza (thach XLD) ™
B.4.1 M&i trudng co ban

B.4.1.1 Thanh phdn

Bot cao ndm men 30g
Natri clorua (NacCl) 5,09
Xyloza 37549
Lactoza 75¢g
Sucroza 759

. L-Lyzin hydroclorua 5049
Natri thiosuifat 68g ;
Sat (I11) amoni xitrat 08g
Phenol dé 008g i
Natri decxycholat 109

| Thach 9gdén18g"
Nudc 1 000 ml
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B.4.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan cd ban kho hoc thanh phan co ban hoan chinh khé trong nudc b&ng cach dun
néng, lién tuc khudy, cho dén khi mdi trudng bat dau séi. Tranh qua nhiét.

Chinh pH sao cho sau khi khir tring 14 7,4 + 0,2 & 25 °C, néu can.

R6t moi truong co ban vao cac 6ng hoac cac binh (6.9) ¢6 dung tich thich hop.

Bun néng va khudy lién tuc cho dén khi méi trudng séi va thach hoa tan. Khang dé qua nhiét.

B.4.2 Chuin bj cac dia thach

Chuyén ngay vao ndi cach thuy (6.5) & 44 °C dén 47 °C, khusly va rét vaocacdia. BE cho dong dac.

Ngay true khi st dung, 1am khé cac dia thach mét cach cin than (t6t nhat thao bd NAp ra va up bé mat
thach xudng) cho vao I sdy (6.2) dé & nhiét do tir 37 °C dén 55 °C cho d&n khi b& mat thach kho.

Bao quan cac dia da rét dén 5 ngay 4 3 °C + 2 °C.

B.5 Thach dinh dudng

]

Cao thit 3.0g|
Pepton | 50g
Thach 9gdén18g"”
Nuéc 1 000 ml

-

B.5.2 Chuan bj

- Hoa tan cac thanh phan trén hodc maéi trudng hoan chinh khé trong nudc, dun néng néu can.
Chinh pH sao cho sau khi khir tring la 7,0 + 0,2 & 25 °C. néu cin.

Chuyén mai truong cay vao trong cac 6ng hoac binh (6.9) cé dung tich thich hgp.

Khi trung 15 phat trong néi hap ap luc (6.1) § 121 °C.

B.5.3 Chudn bj cac dia thach dinh dudng

Chuyén khoadng 15 mi moi trudng ndu chay vao cac dia Petri nho vo tring (6.11) va tién hanh theo B.4.2.
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B.6 Thach TSI

B.6.1 Thanh phan

" Cao thit 309
Cao ndm men 30g
Pepton 200g
Natri clorua (NaCl) 50g

! Lactoza 10,0 g
Sucroza 10,0 g
Glucoza 1,0 %
Sat (111 xitrat 03¢

- Natri thiosulphat 03g

| Phenol dé 0,024 g

| Thach 9gdén18g?

| Nudc 1 000 mi

B.6.2 Chudn bi

Hoa tan cac thanh phan trén hoic mai trudng hoan chinh khd trong nuéc, dun ndng néu can.
Chinh pH sao cho sau khi kh(r tring 1a 7,4 + 0,2 8 25 °C, néu cén.

Phan phéi méi trudng cac lugng 10 ml vao cac 8ng nghiém hoéc cac dia.

Kh(r triing 15 phut trong ndi h&p ap luc (6.1) & 121 °C.

pat nghiéng dé thach co6 bé day trén day tir 2,5 cm dén 5 cm.

B.7 Thach uré (Christensen)
B.7.1 M0i trudng co ban

B.7.1.1 Thanh phan co ban

Pepton 10g
Glucoza 109
Natri clorua (NaCl) 50¢
Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 2049 |
| Phenol do 0,012¢g !
Thach 9gdén18g" |
_I}Iu’c::ic “l 000 ml
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B.7.1.2 Chuan bi
Hoa tan cac thanh phan trén hoac méi trudng ca ban hoan chinh khé trong nuéc, dun néng néu can.
Chinh pH sao cho sau khi khirtrung 1a 6,8 + 0,2 & 25 °C, néu cén.
Khir trung 15 phat trong ndi hdp ap luc (6.1) & 121 °C.
B.7.2 Dung dich uré

B.7.2.1 Thanh phan

E Uré 400 g
|

| Nuéc vira dd 1000 ml

B.7.2.2 Chuan bj
Hoa tan uré trong nudc. Loc dé khr triing va kiém tra do vé tring.

Xem 7.3.2 clia TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1996).
B.7.3 Mbi trudng hoan chinh

B.7.3.1 Thanh phén

| M6 trudng co ban (B.7.1) 950 ml
| Dung dich uré (B.7.2) 50 ml

B.7.3.2 Chuan bj

& diéu kién vé trung, cho dung dich uré vao méi trudng co ban, da lam tan chay truéc va sau do dé

ngudi dén nhiét do tir 44 °C dén 47 °C.
Phan phdéi cac luong 10 ml mdi trudng hoan chinh vao trong cac éng vo tring (6.9).

Dat nghiéng 6ng nghiém.

B.8 Mai trudng L-Lyzin da khir nhém cacboxyl

B.8.1 Thanh phin

| L-Lyzin monohydroclorua 5049
| Cao ndm men 3049
| Glucoza 1049

> |
Bromocresol do tia 00159 |
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B.8.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan trén trong nudc, dun néng néu can.

Chinh pH sao cho sau khi khir triing 14 6,8 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Chuyén cac lugng méi trudng tir 2 ml d&n 5 ml vao cac 8ng cay hep (6.9) ¢ ndp van.

Khi tring 15 phat trong ndi hdp ap Iuc (6.1) & 121 °C.

B.9 Thudc thir f-galactosidaza
B.9.1 Dung dich dém

B.9.1.1 Thanh phan

! Natri dihydro phosphat (NaH,PO,) 69g
.| Natri hydroxit, dung dich 10 mol/l khoang 3 ml
Nudc via da 50 mi

B.9.1.2 Chuin bj

Hoa tan natri dihydro phosphat trong khoang 45 ml nuéc dung trong binh dinh m(rc.
Dung dung dich natri hydroxit d& chinh pH dén 7,0 + 0,2 & 25 °C.

Thém nudc vua da 50 ml.

B.9.2 Dung dich ONPG

B.9.2.1 Thanh phin

- o-Nitropheny! g-D-galactopyranosit (ONPG) 0,08 g |

Nudc 15 ml i
L

B.9.2.2 Chuan bj
Hoa tan ONPG trong nuéc & khoang 50 °C.

Lam ngudi dung dich.



B.9.3 Thudc thd hoan chinh

B.9.3.1 Thanh phin

]
Dung dich dém (B.9.1) Smi |

Dung dich ONPG (B.9.2) 15 mi

B.9.3.2 Chuan bj

Cho dung dich dém vao dung dich ONPG.

B.10 Thudc thir phan img Voges-Proskauer (VP)
B.10.1 Mai truwang VP

B.10.1.1 Thanh phén

{

Pepton 7049
Glucoza 50g
Dinatri hydro phosphat (K;HPQ,) 509
Nuéc 1000 ml

B.10.1.2 Chuan bi
Hoa tan cac thanh phan trén trong nuéc, dun néng néu can.

Chinh pH sao cho sau khi khir tring 12 6,9 + 0,2 & 25 °C, néu can.
Chuvén cac luona méi trusng 3 ml vao cac ng nghiém (6.9).

Khu trung 15 phut trong néi hdp ap luc (6.1) & 121 °C.

B.10.2 Dung dich creatin (N-amindinosarcosin)

B.10.2.1 Thanh phan

Creatin ngdm 1 phan t nudc 05g

Nugc 100 ml |

B.10.2.2 Chuan bi
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B.10.3 Dung dich 1-Naphthol trong cén

B.10.3.1 Thanh phan

| 1-Naphtol 6 g—r|
| Etanol, 96 % (phan thé tich) 100 ml J
| J

B.10.3.2 Chuan bj

Hoa tan 1-naphtol trong etanol.

B.10.4 Dung dich kali hydroxit

B.10.4.1 Thanh phan
_| Kali hydroxit 40 g |
‘ Nudc 100 ml I

B.10.4.2 Chuan bi

Hoa tan kali hydroxit trong nuéc.

B.11 Thuédc thir phan ing indol

B.11.1 M0di trudng trypton/ tryptophan

B.11.1.1 Thanh phan

Trypton 10g |
" Natri clorua (NaCl) 59|
| f-
| OL-Tryptophan 19|

Nudc 1000 ml

B.11.1.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan trén trong nudc bang cach dun séi.

Chinh pH sao che sau khi khir tring 1a 7,5 + 0,2 & 25 °C, néu can.
Phan phéi cac lugng 5 mi méi trudng vao mét s6 8ng nghiém (6.9).
8 1 3194 20

KN iring 15 phot trona nd hap ap e
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B.11.2 Thuéc thir Kovacs

B.11.2.1 Thanh phan

| 4-Dimetylaminobenzaidehyt 59|
' Axit clohydric, p = 1,18 g/ml dén 1,19 g/ml 25 ml

| !

i 2-Metylbutan-2-ol 75 ml

B.11.2.2 Chuan bj
Tron déu cac thanh phan trén.

B.12 Thach dinh dudng nira dic

B.12.1 Thanh phan

]

| Cao thit 3.09"
1 Pepton 509
| Thach 4gdén9g”
i Nudc 1000 ml

B.12.2 Chudn bj

Hoa tan cac thanh phan trén trong nudc, dun ndng néu can.

Chinh pH sao cho sau khi khif triing 1a 7,0 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Chuy@n mdi trudng vao cac binh (6.9) c6 dung tich thich hop.

Khir trung 15 phut trong ndi hdp ap luc (6.1) & 121 °C.

B.12.3 Chuan bj cac dia thach

ROt cac luong khoang 15 ml mai trudng mdi chudn bi vao cac dia Petri nhé vé trung (6.11). Khong dé
cho cac dia thach bi khé.

B.13 Dung dich muadi sinh ly

B.13.1 Thanh phin

]
Natri clorua (NaCl) 85g]

' Nudc 1000 ml |

”
on
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B.13.2 Chuan bi

Hea tan natri clorua trong nudc.

Chinh pH sao cho sau khi khir tring 1a 7,0 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Phan phdi cac luong dung dich vao trong cac binh ho3c cac 8ng (6.9) sao cho sau khi khif tring mdi
binh hoac &ng ch(ra tif 90 ml dén 100 ml.

Kh( tring trong 15 phat trong ndi hap ap luc (6.1) 3 121 °C.



Phuluc C
(tham khao)

Cac két qua th lién phong thi nghiém

M6t phép thir cong tac qudc té duge t8 chiic nam 2000 bdi AFSSA Ploufragan tai Chau Au va Hé théng
kiém soat vi sinh tai My 1a mét phan cha du an Chau Au SMT CT 96 2098 [6]. Phép thir nay gém 11
phong thif nghiém ctia 9 nudc Chau Au va 10 phong thif nghiém clia My tham gia thif nghiém trén
phomat tugi, bét tring khd, thit gia cdm nguyén liéu va vat liéu chudn. Cac mau thuc phdm méi loai
dudc thit nghiém & hai mic nhiém bdn khac nhau, cé kiém soat am tinh.

Cac gia tri vé cac dac trung tinh nang thu dugc tir phép thit lién phong nay dugc chi ra d&i vdi ting loai
mau trong cac bang tir C.1 dén C.4. DT liéu thu dugc tir mét sd phong thir nghiém da loai trlif cac tinh

toan vi cac ly do ky thuéat (cac sai léch so vdi thi tuc qui dinh).

Bang C.1 - Cac két qua phan tich dir ligu thu dugc véi cac mau pho mat tuoi

i Mau phomat tvoi | Mau phomattuci | MAu phomét tuoi |
: (khéng nhiém) (nhiém & mic thdp) | (nhiém & mifc cao)
| $6 lugng phong thir nghiém tré lai két qua 23 23 23
Sé& lugng méu trong mét phong thif nghiém 5 5 5
' S6 Iuang phong thir nghiém ngoai 1é 2 2 2
S6 lugng phong thf nghiém con lai sau khi | 21 21 : 21
tri ngoai lé I'
- Sf‘i luong cac mau dugc chap nhan 105 105 : 105 1
_ D6 chinh xac (dac trung), % 100 ; -

B chinh xac (dd nhay), % | - 743 . 83.8

.[f-‘-\ccuracy |specificity)]

[Accuracy (sensitivity)]

Tinh theo {Accordance), % | 100 83.8 _ 952

. Mire d6 phu hop (Concordance), % 100 _ 60,5 _ 71,7
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Bang C.2 — Cac két qua phan tich dif lidu thu dugc vdi cac mau bdt tring khé

I

—

| Bat trimg kho - |

[ | Bottrimg kh B&t trimg khd

, (khong nhiden) | (Ahidm & mitcthip) | (nhidm & mi cao)

i. S6 Iudng phang th nghiém tra lai két qua 26 26 26
S6 lugng mau trong mét phong thir nghiém 5 5 5
S4 Iugng phang thit nghiém ngoai & 5 5 5 i
Sé Iugng phong thir nghiém con lai sau khi trir 21 21 21
ngoai lé
$6 lugng cac mau dugc chap nhan 105 105 104 J'
D5 chinh xac (dac trung), % 100 - . |
[Accuracy (specificity)]
Da chinh xac (d6 nhay), % - 98,1 99
[Accuracy (sensitivity)] _
Tinh theo (Accordance), % ! 100 96,2 98,1
Mdrc a5 phli hap (Concordance), % 100 96,2 28,1 o

Bang C.3 - Cac két qua phan tich dir ligu thu dugc

vdi thit gia cam nguyén liéu

Thit gia cdm
nguyén liéu

(khéng nhidém)

Thit gia cdm
nguyén lidu

| (nhiém & mic thap)

|

Thit gia cdm
nguyén ligu |

(nhiém & mic cao) |

i S6 Iugng phong thlr nghiém tra lai két qua 25 ! 25 25

; S6 lugng mau trong mét phang thir nghiém 5 ! 5 5

| S6 lugng phéng thif nghiém ngoai 1é 5 5 5 3
S8 Iudng phong thir nghiém con lai sau khi trir 20 20 20 _
ngoai lé |
S8 lugng cac mau duge chdp nhan f 100 99 100
Do chinh xac (dac trung), % T 100 - “
[Accuracy (specificity)] |

| D& chinh xac (46 nhay), % - 98 100

I [Accuracy (sensitivity)] [ I

| Tinh theo (Accordance), % ' 989 100 |

Mite 46 on

-

100
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Bang C.4 — Cac két qua phan tich dir lidu thu dugc vdi vat ligu chuan

Vat lidu chuan

(vién nang chifa khoang 5 cfu S.Typhimurium)

I S4 Iugng phong thir nghiém tra lai két qua 26
| 86 Iuong mau trong mot phong thdr nghiém 5 :
S6 lugng phong thl nghiém ngoai 1& 1 |j
: S6 lugng phéng thir nghiém con lai sau khi trif ngoai & 25 ;
| 88 Iugng cac mAu duoc chép nhan 125
i D0 chinh xac (dac trung), % =

[Accuracy (specificity)]

B chinh xac (dé nhay), % 94 .4

[Accuracy (sensitivity)]
| Tinh theo (Accordance), % 88,8

Mt d6 phit hop (Concordance), % 89,1
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