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TCVN 7700-1:2007
L&i néi dau
TCVN 7700-1:2007 hoan toan tuong dudng vai ISO 11290-1:1996, sira di 1:2004;

TCVN 7700-1:2007 do Ban ky thuat tiéu chudn TCVN/TC/IF13 Phuong phap phén
tich va ldy mau bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Do ludng Chéat luong dé nghi, Bo
Khoa hoc va Céng nghé cong bd.

TCVN 7700:2007 Vi sinh vat trong thuc phdm va thifc %n chin nudi — Phuong phap
phat hién va dinh lugng Listeria monocytogens, bao gém:
- Phan 1: Phuong phap phat hién;

- Phan 2: Phuong phap dinh lugng.
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L&i gidi thidu

Do tinh da dang ciia thuc phdm va thic an chan nudi nén phuong phap nay cb thé khéng thich hop
dén timg chi tiét cho timg san phdm cu thé. Trong trudng hop nay, cé thé sir dung cac phuong phap
khac dac trung cho timg san phdm, néu hoan toan chi vi ly do k¥ thuat. Tuy nhién, cin c6 gang 4p
dung phudang phap nay khi co thé.

Khi tiéu chudn nay dugc soat xét thi cn phai tinh d&n moi thong tin lién quan dén pham vi ma
phuong phap dém dfa nay phai tuan theo va cac nguyén nhan gay sai léch so vdi phudng phap
trong trudng hop cac san phdm cu thé.

Viéc hai hoa cac phuong phap thit c6 thé khéng thuc hién dudc ngay va déi vai mét vai nhém san
phdm c6 thé tén tai cac tiéu chudn quéc té va/hoic tiéu chudn quéc gia ma khéng phi hop vdi tiéu
chuin nay. Trong trudng hop c6 sin tiéu chudn cho san phdm can thir nghiém thi phai tuan theo
tiéu chudn do. Théng thudng khi cac tiéu chudn nhu thé dugc soat xét, thi chung phai dudc sifa ddi
dé phu hop véi tieu chudn nay, sao cho cudi cling chi con céac sai léch vdi phuong phap dém dia
nay la cac ly do ky thuat dudc thira nhan.
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Xuat ban 1an 1

Vi sinh vat trong thuc pham va thic n chin nubi -
Phuong phap phat hién va dinh lugng Listeria monocytogenes —
Phan 1: Phuong phap phat hién

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method

for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes -

Part 1: Detection method

CANH BAO — D& dam bio an toan cho nhan vién phéng thir nghiém, cdn chu y réng cac phép
thu phat hién Listeria monocytogenes phai thyc hién trong cac phong thir nghiém dugc trang bi
ding, dudi sy kiém soat clia cac nha vi sinh vit hoc cé kinh nghiém va hét suc than trong véi
cong viéc thai tit cd cac nguyén vat ligu da nudi am. Dic bigt, phy nir mang thai khong duge
tiép xuc tryc tiép véi dich cdy L. monocytogenes.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap phat hién Listeria monocytogenes.

Tiéu chudn nay cé thé ap dung cho cac san phidm thuc phdm ho#c thifc an chan nudi nhu da néu
trong 13i gidi thiéu.

2 Tailiéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. BSi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam ban hanh thi ap dung phién ban dugc néu. Ddi vdi cac tai ligu vién dan khong ghi nam ban hanh
thi ap dung phién ban mdi nhat, bao gém ca cac sta ddi.

TCVN 6507 (ISO 6887), Vi sinh vat trong thuc phdm va thifc 3n chan nuéi - Chudn bi mau thi, dung

dich huyén phi ban ddu va cac dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat
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TCVN 6404 (1SO 7218), Vi sinh vat trong thuc phdm va trong thifc An chan nudi - Mguyén tic chung vé
kiém tra vi sinh vat.

3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay sif dung cac thuat ngif va dinh nghia sau day:

31

Listeria monocytogenes (Listeria monocytogenes)

Vi sinh vat tao thanh cac khugn lac dién hinh trén méi trudng d3c chon loc va cho thdy rd cac dac diém
hinh thai, sinh Iy va sinh hoa nhu da mé ta, khi tién hanh thir theo tiéu chusn nay.

3.2
Phat hién Listeria monocytogenes (Detection of Listeria monocytogenes)

Xac dinh su ¢ mat hay khdng c6 mit cac vi sinh vat, tinh theo khéi lugng hodc theo thé tich san phim,
khi tién hanh thif theo tiéu chudn nay.

4 Nguyén tic

Trong gidi han cia tiéu chudn nay thi viéc phat hién L. monocytogenes cin dén it nhat bdn giai doan
lién ti€p (Xem so @b trong phu luc A).

CHU THICH 1 Listeria spp. c6 thé co mat véi mot Iong nhd va thuang di kém véi mot luong 16n dang ké céc chi
(loai) khac, do dé cin phai c6 bube tang sinh chon loc. Ciing cin phat hién cac Listeria spp. bi tén thuong va moi
trudng tang sinh chon loc ban dau véi chit irc ché ¢ ndng dd gidm, duac thuc hién & cudi cdng doan nay.

4.1 Tang sinh ban ddu trong méi trugng ting sinh 10ng chon lgc vdi cac chat chon loc cé ndng
doé giam (canh thang nifa Fraser)

Nudi cdy méi trusng tang sinh chon loc ban ddu chira mét thé tich liti clorua va mét nira thé tich
acriflavin va axit nalidixic (canh thang nifa Fraser), déng thdi canh thang nay ciing dugc s dung lam
dich pha loang cho phan mau thir (8.1).

U phan mau thir & 30 °C trong 24 gid.

4.2 Tang sinh thir cap bing mai trudng ting sinh long chon lgc vdi cac chat chon loc ¢6 néng
do ddy du (canh thang Fraser)

Nubi cdy mai truong thir cdp tang sinh 1éng nong dé ddy du (canh thang Fraser) vdi dich cdy thu dugc
trong 4.1.

U canh thang Fraser & 35 °C ho#c 37 °C trong 48 gid.
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4.3 Cay dia va nhan dang
Tir dich cdy thu dugc trong 4.1 va 4.2, cay dia trén hai méi trudng dac chon loc:
Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti (ALOA") (Xem [1] va B.3);

bat ky méi trudng dic chon loc khac do phong thif nghiém chon b8 sung cho Thach Listeria theo
Ottaviani va Agosti, nhu Oxford hodc PALCAM.

U Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti & 37 °C + 1 °C va kiém tra sau 24 gid + 3 gid, va sau 24 gid +
3 gids ti€p theo, néu can, d& kiém tra su cd mit cac khudn lac d3c trung nghi ngd 1a L. monocytogenes.

U méi trudng chon loc thif hai & nhiét do thich hop va kiém tra moi trudng nay sau mét khoang thai gian
tuong (ng.

4.4 Khing djnh

Cay truyén cac khuln lac L. monocytogenes gid dinh 1én dia theo 4.3 va khing dinh bing cac thf
nghiém hinh thai, sinh Iy va sinh hoa thich hgp.

5 MOdi trudng nudi cay va thudc thir

5.1 Khai quat

Vé thuc hanh trong phong thir nghiém hién hanh, xem TCVN 6404 (ISO 7218).

CHU THICH 2 Do trong tiéu chugn s dung mét lugng 16n mdi trudng nudi cdy va thudc thir, dé cho noi
dung tiéu chudn duoc gon nén thanh phdn va cach chugn bi mdi trudng nudi cAy va thudc thir dugc dua riéng

vao trong phu luc B.

5.2 MGi trudng ting sinh chon loc ban d4u: Canh thang Fraster véi cac chat chon loc cé néng
dd giam (canh thang nira Fraser)

Xem B.1.

5.3 M0i truong ting sinh chon loc thir cap: Canh thang Fraster vdi cac chat chon loc cé néng
doé ddy du (canh thang Fraser)

XemB.2.

" ALOA 1a mét vi du vé mdi truéing thich hdp c6 ban s&n. Thong tin nay dua ra tao thuan tién cho ngudi sl
dung tiéu chudn va t8 chirc 1ISO khéng 4n dinh phai sir dung san phim nay. C6 thé sl dung cac mbi trudng
khac néu ching cho cac k&t qua tuang duong.
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5.4 Mbi trudng chon loc dic dd dia
5.4.1 MOGi trudng thur nhat: Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti (ALOA") [1]
Xem B.3.

5.4.2 Moi truong that hai

Viéc chon méi trudng thif hai 1a @€ cho phong thif nghiém tu chon. Néu sif dung méi trudng ban sdn thi
phai tuan thli hudng dén sir dung clia nha san xu&t mot cach chinh xac.

5.5 Moi trudng nudi cay dic: Thach tir dich chiét ndm men trypton dau tuong (TSYEA)
Xem B.5.

5.6 Mai trusng nudi cdy 1ong: Canh thang tir dich chiét nim men trypton dau tuong (TSYEB)
Xem B.6.

5.7 Thach huyét ciu

Xem B.7.

5.8 Canh thang sir dung cacbohydrat (ramnoza va xyloza)

Xem B.8.

5.9 Thach di dong (tuy chon)

Xem B.9.

5.10 Moi trrng CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen) va cac ching xét nghiém
Xem B.10.

5.11 Dung djch hydro peroxit

Xem B.11.

5.12 Dung dich muédi dém phosphat (PBS)

Xem B.12.
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6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

SUr dung cac thiét bi, dung cy cla phong thir nghiém vi sinh thdng thuding [xem TCVN 6404 (1SO 7218))
va cu thé nhu sau:

6.1 Thiét bj dé khir trung khé (ti sdy) hoac thist bi dé khir trung udt (ndi hap ap lyc)
6.2 Tu sdy hodc td am, co thé duy tri nhiét do tr 25 °C + 1°C dén 50 °C + 1 °C.

6.3 Ta am, c6 thé duy tri méi trudng, cac dia va cac 8ng nghiém trong dai nhiét 46 sau:
a) 425°Ct1°C;

b) d30°C+1°Cva

c) 635°C+1°Cho3c37°C+1°C.

6.4 NGi cach thuy, c6 thé duy tri nhiét dd & 47 °C + 2°C.

6.5 Que cay vong, bang hdp chét platin/iridin hosc niken/crom, c6 dudng kinh khoang 3 mm, va que
cay bang cling cht liéu, hoac diia thuy tinh udn cong mdt d4u hoic que ciy vong sif dung mét in.

6.6 May do pH, c6 thé doc chinh xac tdi 0,01 don vi pH & nhiét dd 25 °C va ¢ th8 do chinh xac dén
+ 0,1 don vi pH.

6.7 Ong nghi¢m ho3c binh thuy tinh, c6 dung tich thich hop, dé khi triing va bao quan méi truting

nudi cdy va nudi &m mdi trudng Idng.

6.8 5ng dong, dung tich 50 ml d&n 1 000 ml, 48 chuin bi cac dung dich pha loang va mdi trudng
hoan chinh.

6.9 Pipet chia d¢ xa hét, dung tich danh dinh 1 ml va 10 ml, dugc chia vach tuong ihg 12 0,1 mi va 0,5 ml.
6.10 Dia Petri, duang kinh tir 90 mm dén 100 mm.
6.11 Binh, thich hap cho viéc U trong méi trudng vi higu khi (tuy chon).
6.12 Hon hgp khi (tuy chon), ¢ thanh phan qui dinh dung dé 0 vi hiéu khi:
ham lugng CO,tU 6 % dén 12 %, O, tU5 % dén 15 % va N, 1a 75 %
6.13 Thiét bj dung cho phép thit roi Henry (tuy chon)

Xem phu luc C.
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6.14 Kinh hién vi, t8t nhat 14 loai phan pha, cé lam kinh va lamen (coverslip).
7 Liay mau

Diéu quan trong 1a mau gl dén phong thr nghiém phai ding 1a mau dai dién va khéng bi hu hdng hoic
bi bién ddi trong sudt qua trinh van chuyén va bao quan.

Viéc 1dy mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. N&u khéng c tiéu chudn riéng vé 1y mau san phdm
c6 lién quan thi cac bén tu thod thuan vé vin dé nay.

8 Chuan bj mau thi

Chu&n bi mau thir theo tiéu chudn riéng cho san phdm cb lién quan. N&u khdng co tiéu chudn riéng do
thi cac bén tu thoa thuan vé van dé nay.

9 Cach tién hanh
9.1 Phin mau thir va huyén phu ban ddu
Xem TCVN 6507 (ISO 6887) va tiéu chudn thich hop d8i véi san phadm cé lién quan.

Pé chuin bi huyén phi ban ddu, sif dung méi trudng tang sinh chon loc ban diu duge qui dinh trong
5.2, lam dich pha loang.

Nhin chung. dé chusn bi huyén phu ban ddu, cho x g hoac x ml phan mau thir vao 9x ml hosc 9x g moi
truong tang sinh chon loc ban ddu (5.2), dé thu dugc ty 1& clia phdn mau thlr va mdi trudng tang sinh
chon loc ban dau la 1/10 (khGi Iugng/thé tich hoac thé tich/thé tich).

9.2 Ting sinh ban diu

U huyén phti ban d3u [6.3.b)), da chun bi theo 9.1, & nhiét a6 30 °C trong 24 gid + 2 gia.
CHU THICH 3 Trong qua trinh & huyén phis c6 thé xuat hign mau den.

9.3 Ting sinh thu cap

9.3.1 Sau khi G huyén phu ban d4u (tang sinh ban dau) trong 24 gid + 2 gid (9.2), chuyén 0,1 ml dich
cay thu dugc trong 9.2 (khéng chd y dén mau sic cla nd) vao 6ng nghiém (6.7) chira 10 mi méi trudng
tang sinh th{r cap (canh thang Fraser) (5.3).

9.3.2 U méi trudng da cdy (9.3.1) trong 48 gid + 2 gid § nhiét dé 35 °C hoac 37 °C.
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CHU THICH 4 Nnhiét dd méi trudng cdy cdn dugc thdng nhét gilta cac bén cé lién quan va ghi lai trong bao cao
két qua thir nghiém.

9.4 Caiy ra dia va nhan dang

9.4.1 Tu dich cdy tang sinh ban diu da 0 24 gid + 2 gid d 30 °C (9.2), ding vong cdy hoac dia thuy
tinh (6.5) ldy mét phan dich cdy va cdy lén bé mat méi trudng d8 dia chon loc th(f nhat, Thach Listeria
theo Ottaviani va Agosti (5.4.1). sao cho thu dudc cac khudn lac tach biét tat.

Tién hanh tuong tu véi méi trudng dd dia chon loc thif hai (5.4.2).

9.4.2 TU mbi trudng tang sinh thir cip da U 48 gid + 2 gid d 35 °C hoac 37 °C (9.3.2), I3p lai cac thao
tac trong 9.4.1 véi hai méi trudng chon loc d8 dia.

9.4.3 Lat ngugc cac dia thu dudc trong 9.4.1 va 9.4.2 va d4t chung vao ti dm dit & 37 °C doi vJi
Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti (5.4.1) va & nhiét dd thich hgp ddi véi méi trudng chon loc thif hai
(5.4.2). Néu méi truding thit hai dugc sl dung la loai ¢ ban s3n thi theo huting dan clia nha san xuét.

9.4.4 Sau khi G 24 gid + 3 gi& (va U ti€p 24 gid + 3 gid néu thdy khudn lac moc y&u hoc khong quan
sat thdy khudn lac nao moc sau 24 gid) déi vai Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti hoic trong mét
thdi gian thich hap (méi trudng thach chon loc thif hai), kiém tra cac dia (9.4.3) vé su c6 mat cac khudn
lac nghi ngd 1a Listeria spp.

9.4.4.1 Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti: cac khudn lac mau xanh dudc bao quanh bdi quing
sang duc (cac khudn lac dién hinh) dugc coi la L. monocytogenes. N&u moc rat thua, hoac néu khéng
quan sat thdy khudn lac nao, hodc néu sau khi U 24 gid + 3 gid ma khong cd mat khudn lac dién hinh
nao, thi U lai cac dia thém 24 gid + 3 gid.

CHU THICH 1 Mét s& chiing L. monocytogenes cho th&y quing sang rat y&u (tham chi khdng cé quéing sang)
trong cac truéng hop bi (rc ché&, cu thé 1a (rc ché bdi axit.

CHU THICH 2 M6t s6 chiing L. monocytogenes duge dic trung bdi hoat tinh PIPCL (phospholipaza inositol

phosphatidyl C) cham. Cac vi khudn nhu thé dugce phat hién khi thdi gian U tang I&n, vi du: 4 ngay. M6t s6 chiing
nhu thé c6 thé |a loai gay bénh (xem {2]).

9.4.4.2 Mdi truang chon loc thir hai: Sau mét khoang thdi gian thich hdp, kiém tra xem c6 mat hay
khong c6 mit cac Listeria spp. ho&c L. monocytogenes gia dinh theo cac dac trung cla chung, tuy
thudc vao loai méi trudng da sur dung.

M
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9.5 Khing dinh Listeria spp
9.5.1 Chon loc cac khuan lac dé khing dinh

9.5.1.1 D& khang dinh, tif méi dia dung mdi loai mdi truing chon loc (xem 9.4.4.1 va 9.4.4.2) lay ra
nam khun lac nghi ngd la Listeria spp.

Néu trén mét dia c6 it han nam khudn lac thi I8y tat ci dé khdng dinh.

9.5.1.2 Ria cdy cac khufn lac da chon |&n bé mat dia thach TSYEA (5.5) da sdy khé trude sao cho cac
khuZn lac moc tach biét .

D4t cac dia nay trong t 8m [6.3 c)] 6 35 °C ho#c 37 °C trong 18 gid dén 24 gid, hoac cho dén khi co
cac khudn lac moc.

CHU THICH 7 Nhiét d6 cta méi trudng nudi cly do cac bén ty thoa thuan va phai dugc ghi vao bao cao két
qua thir nghiém.

Cac khudn lac dién hinh c6 dudng kinh tir 1 mm dén 2 mm, 18i, khéng mau va toan bdé mép md duc.
Néu cac khudn lac khéng tach biét rd thi Idy mdt khudn lac Listeria dién hinh cho vao mét dia TSYEA
khac. Tién hanh cac phép thir sau day trén cac khun lac clia dich cdy thuin khiét trén TSYEA.

CHU THICH 8 Co thé thuc hién phép thlr roi Henry (xem phu luc C), néu can. Bdi véi phép thif nay, thi
quan trong la méi trudng thach phai mong (15 mi/dia).

9.5.2 Phan ung catalaza

Ldy mét khudn lac tach biét t6t thu dugc trong 9.5.1.2 va hoa vao mét giot dung dich hydro peroxit
(5.11) trén lam kinh. Su hinh thanh ngay bot khi chitg té phan img duong tinh.

9.5.3 Nhuém gram

Tién hanh nhudm gram cac khudn lac da tach dudc trong 9.5.1.2. Listeria spp. biéu 16 Gram duong,
dang hinh que ng&n va manh.

9.5.4 Thirtinh di déng (néu can)?
Lay mét khudn lac tach biét tét thu duoc trong 9.5.1.2 va hoa vao 6ng nghiém dung TSYEB (5.6).
U trong td 4m [6.3a)] dé 8 gid dén 24 gits & 25 °C cho dén khi quan sat thdy mai trudng md duc.

7 Viac kiém tra nay la khong can thiét ndu nguéi phan tich thusng xuyén phan tich phat hién L. monocytogenes.

12
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Dung vong cdy (6.5) Iy mot giot dich cdy & trén cho Ién lam kinh hién vi sach bang thuy tinh. Day
lamen I&n dinh va kiém tra bang kinh hién vi (6.14). Listeria spp. ¢ dang hinh que ngén, manh chuyén
dong hén loan.

Cac chling vi khudn moc & nhiét do trén 25 °C c6 thé khéng cho thay chuyén ddng nay. Phai luén ludn
so sanh v&i mét chiing vi khudn da biét trudc. Cac dang ciu, truc khudn 16n, hoc cac truc khuin
chuyén dong nhanh, dang bdi thi khdng phai la Listeria spp.

Mot phép thif khac dé kiém tra tinh di dong: s dung kim cdy (6.5) I8y dich cdy tir khudn lac dién hinh
trén thach TSYEA (9.5.1.2) cdy dam sau vao mdi trudng thach di dong (5.9), U 48 gid trong td dm
[6.3a)]dé 3 25°C.

Kiém tra kiu moc xung quanh vét cdy. Listeria spp. la loai di dong, cho ki€u moc dién hinh gidng nhu
cai 6. Néu moc chua di, thi nudi &m thém 5 ngay va kiém tra lai vét céy.

9.6 Khing dinh L. monocytogenes
9.6.1 Phép thir dic tinh phan giadi huyét

9.6.1.1 Né&u cac dic tinh hinh thai, sinh ly hoc va phan (ng catalaza cho thiy cé Listeria spp., thi ciy
lén cac dia thach huyét cltu (5.7) dé xac dinh phan (mg phan giai huyét.

Lam khd bé mat thach trudc khi sif dung. LAy mét khudn lac dién hinh tach biét tét trong 9.5.1.2 va
diung que ciy (6.5) chdm vao mdi 6 mdt khudn lac. Béng thdi chdm cac chiing kiém tra duong tinh

(L. monocytogenes) va am tinh (L. innocua).

Sau khi ( & 35 °C hoic 37 °C trong 24 gid + 2 gid, kiém tra cac chling tif m3u thlr va chuin so sanh.
L. monocytogenes tao ra cac ving sang, trong va hep (phan giai huyét p)*; (xem hinh 1) L. innocua ¢
thé tao ra viing khéng trong xung quanh vét chdm. Céc L. seeligeri tao ra ving phan gidi huyét yéu.
Con L. ivanovii thudng tao ra cac vung vach trong, rdng trong ving phan giai huyét p. Dat cac dia vao
vling roi sang dé so sanh cac chling xét nghiém vdi ching chuin.

9.6.1.2 Phan (mg phan giai huyét sir dung huyét cau citu cling cé thé dudc thuc hién nhu sau:

Hoa mét khudn lac vao 150 pl TSYEB (B.6), U 2 gid d 37 °C. Thém 150 ul huyén phl huyét ciu citu
(B.4). U & 37 °C tir 15 phut d&n 60 phut, réi d8 khoang 2 gid trong td lanh & 3 °C + 2 °C. Kiém tra hoat
tinh phan gidi huyét cliru. Néu khoéng xac dinh dudc phan (ng thi aé tiép dén 24 gid + 3 gi6 3 3°C + 2 °C.

3 Piéu nay cb thé thay rd hon bing cach chuyén bat ky mét khudn lac moc trén bé mat dia thach xung quanh
dich cdy danh dau.
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9.6.2 Sirdung hydrat cacbon

Dung que cdy vong (6.5) lay dich cdy thu dugc tir TSYEB (9.5.4) cdy vao timg 6ng canh thang hydrat
cacbon (5.8). Nu6i am @ 35 °C hoac 37 °C dén 5 ngay. Cac phan (ng duong tinh (sinh axit) cho mau
vang va phan Ién xay ra trong véng tU 24 gics dén 48 gid.

9.6.3 Phép thir CAMP

Ria cdly cac chling Staphylococcus aureus va Rhodococcus equi (B.10.4) thanh nhimg vach don ngang
dia thach huyét clru (5.7 hodc B.10.3) sao cho hai vét cdy nay song song va can déi nhau trén dia (xem
hinh 1). V&t cdy can phai manh va déu. Diéu nay duoc thuc hién bing cach gilr que ciy vong hoic que
cdy (6.5) vudng gbc vd&i mat thach.

Ria cdy ching xét nghiém da chudn bi trong 9.5.1.2 theo cach tudng ty, vudng goc vai cac vét cay trén
sao cho ching xét nghiém va cac chling cho phan (ng khéng cham nhau nhung phai rat gin nhau,
cach nhau tif 1 mm dén 2 mm. Mot vai chiing xét nghiém c6 thé dugc ria cdy trén cling mét dia thach.

Bong thdi, ria cdy cac chling di chimg 1an lugt tir L. monocytogenes, L. innocua va L. ivanivii. Néu
dung thach huyét (5.7), thi nudi 8m cac dia & 35 °C hoc 37 °C tir 18 gid dén 24 gid. Néu dung dfa ldp
kép (B.10.3) thi nudi &m cac dia tir 12 gic d&n 18 gid d 35 °C hoac 37 °C.

Vung phan gidi huyé&t B & diém giao nhau clia chiing xét nghiém vai mdi chiing S. aureus va R. equi
tang Ién thi dudc coi 1a phan (g duong tinh.

Phan (g duong tinh vdi R.equi cho thdy mét quang phan giai huyét réng (5 mm dén 10 mm) “hinh dau
mdi tén". Phan (ng duoc coi la &m tinh néu mét quing phan gidi huyét nhd trai ra chi khoang 1 mm &
diém giao nhau ctia chiing xét nghiém va viing khuéch tan cla ching R.equi.

Phan (mg duong tinh vdi S.aureus cho thdy mét viing tron nhd tif quang phan gidi huyét lan réng hon
khodng 2 mm so vdi chiing xét nghiém va nim trong vung phan giai huyét yéu do su phat trién clia
ching S. aureus. Cac ving phan giai huyét rong khong xuét hién xung quanh vét cdy clia chiing
S. aureus va L. monocytogenes.
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L. monocytogenes

Qudng phan gidi huyét
yéu

Khéng phan giai
huyét

L ivanovii

Quéing phan gii huyét
réng

CHU THICH

1 C#y cac dia thach huyét I6p mong (5.7 hoc B.10.3). Cac vach thing dimg biéu thi cac vét cdy clia cac ching
S aureus (S) va R.equi (R). Cac dudng ngang biéu thi cac vét cdy clia chling xét nghiém. Cac ving gach chéo
cho thdy cac vi tri quing phan gidi huyét tang |én.

2 Cac vung danh diu 18m cham biéu thi viing chiu anh hudng clia S.aureus.
Hinh 1 - Cay va dién giai cac dia thirf CAMP

9.7 Dién giai cac djc diém hinh thai va sinh ly va phan img sinh hoa

Tat ca cac ching Listeria spp. déu la cac tnse khudn nhd, Gram duong cb tinh di dong. Chung duong tinh
vdi catalaza. L. monocytogenes dugc phan biét vdi cac loai khac bang cac d3c trung trong bang 1.

9.8 Khing dinh cudi cung

Cac chling dudc coi la L. monocytogenes (9.7) c6 thé gifi tdi phong thlr nghiém chudn Listeria da dudc
cong nhan dé khing dinh vé huyét thanh hoc ho3c, néu cb thé, vé kiéu loai tiém tan. Viéc gl dén
phong thir nghiém phai kém theo tat ca cac thong tin cé lién quan dén cac ching nay.
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Bang 1 - Cac phan img nhan biét Listeria spp.

Cac loai Phan giai Sinh axit Thir CAMP
huyét
Ramnoza Xyloza S.aureus R.equi

L. monocytogenes + + = + -
L. innocua - Vv - == =
L. ivanovii + - + s +
L. seeligeri (+) w + (+) -
L. welshimeri = Vv + _ B
L. grayi loai phu grayi - - - - -
L. grayiloai phu murrayi - Vv - - =
v = phéan (mg cé thé thay d6i;

(+) = phén ing yéu;

+  =>90 % phan {mg duong tinh;
- = Khéng phan img

CHU THICH  Higm khi gap cac chiing L. monocytogenes khéng cho thiy phan giai huyét [§ hoac phan ing CAMP duong
tinh dudi cac diéu kién qui dinh trong tiéu chudn nay,

9.9 Cac ching kiém chimg

DE kiém tra tinh nang clia mai trudng tang sinh va moi trudng nhan dang, nhim dam bao cho viéc phat
trién L. monocytogenes, cdn cho dung dich pha lodng mau chudn tif chiing L. monocytogenes mdi
phan Iap va cac ching ki€ém chimg am tinh (vi du: cac Steptococcus dang que) vao binh kiém chimng
dung mdi trudng tang sinh chon loc ban ddu (xem 9.2). Cho vao méi binh tit 10 té bao dén 100 t& bao
L. monocytogenes hoac cac chiing kiém chimg am tinh.

Tién hanh vdi cac binh ki€m chimg giéng nhu d&i véi mau cdy xét nghiém dé chimg minh riing thu dudc
chiing kiém tra duong tinh.

10 Biéu thi két qua

Theo dién giai cac két qua, ghi lai su cé mat hay khéng co mat Listeria monocytogenes trong phan mau
thit, theo khéi lugng qui dinh bang gam hay mililit mau thir.

CHU THICH 10 N&u cac loai Listeria khac duoc tach biét rd, thi ciing c6 thé dugc ghi trong bao cao két qui thir
nghiém, néu cac bén cb lién quan nhat tri.

16




TCVN 7700-1:2007

11 Do chum
11.1  Khai quat

Khéng thé biéu thi dd chum cla phudng phap dinh tinh béing cach sif dung cac théng s @6 13p lai va
do tai 1ap ma chi cé thé dugc tinh bing phuong phap dinh lugng. Do dé cic tinh ning thuc hién d3 dudc
Ita chon (xem [3]). Cac dic trung nay la: d6 dung (86 nhay déi véi mau duong tinh, tinh dic higu déi véi
mau am tinh), xac suét 1ap lai va xac sudt tai lap (xem 11.2, 11.3 va 11.4),

Cac gia tri d&c trung nay da dugc xac dinh bing phép thlr lién phong thlr nghiém trén phuong phap,
duoc t8 chic trong pham vi clia du an Chau au (xem phy luc D). Cac dic trung thuc hién da dugc xac
dinh trén ba loai mau thuc phdm bi nhiém b3n & cac mic khac nhau va d6i vdi mau chudn. Cac gia tri
thu dugc tir phép thi lién phong thir nghiém nay cb thé khéng 4p dung dugc cho cac dai ndng dd va
chat nén khac véi cac gi tri 43 néu trong phu luc D.

CANH BAO - Trong phuong phép thir nay, viéc phan 1ap da dugc tién hanh trén thach PALCAM
va Oxford. Cac dir ligu vé dd chum dua ra mdt s3 hudng dan chung cho ngudi st dung tiéu chuin
nay vé cach thyc hign phuong phép va cic dir ligu vé dé chym nay cé thé ap dung cho tiéu chuiin
nay khi moi trrsng thach phan 13p thir hai khéng phai Ia PALCAM ho3c Oxford.

11.2 Pd ding
11.2.1 Binh nghia
D06 ding 1a phan tram mau thi duge nhan dang ding.

DGi véi cac mau duong tinh, d6 dung dugc goi 1a dé nhay va la phan trim miu dugc nhan dang dung la
duong tinh. B4i véi muc dich clia phép tinh nay, thi phai thifa nhan riing t&t c3 cac mau duong tinh gia
dinh trong thuc t& cé chifa sinh vat nay.

Dai vdi cac mau am tinh, 86 dung dudc goi 1a tinh dic thi va 13 phan tram mau dugc nhan dang ding
am tinh,

11.2.2 Gia tri tdng thé

Nhu mét chi thi chung clia tinh d3c thu (Sp), gia tri sau day cé thé dudc sl dung khi thlr nghiém cac
méu thyc phdm néi chung: Sp = 97,4 %.

Nhtt mét chi thj chung clia dé nhay (Se), gia tri sau day cb thé dudc st dung khi thi nghiém cac mau
thic phdm néi chung : Se = 85,2 %.
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D6i vdi cac mau chudn (st dung cac vién nang chifa 23 CFU, do RIVM, Ha Lan s2n xu4t), da thu ducgc
gia tri sau day: Se = 89,5 %.

Céc gia tri nay c6 thé dugc dién gidi la trong 85,2 % cac trudng hgp mau chifa L. monocytogenes dudc
cong nhan la duang tinh khi dudc phan tich bing phuong phap mé ta trong tiéu chuin nay.

11.3 Xac suat I3p lai (Accordance)

11.3.1 PBinh nghia

Xac suat 1ap lai la phan tram ca héi tim thdy két qua tuong tu (nghia la ca hai duong tinh hoac ca hai 4m
tinh) tir hai phan mau thir gidng hét nhau dugc phan tich trong cling mét phong thir nghiém, trong cac
diéu kién 1ap lai (nghia la do cling mét ngudi thao tac, sif dung cling thiét bi va cling thuSc thir trong mét
khoang thdi gian ngdn nhat cé thé).

Do d6 xac suat Iap lai 1a tuong duong dd 1ap lai d8i véi phuong phap dinh Iugng.

D& tinh xac sudt 13p lai tir cac két qué clia phép thi lién phong thir nghiém, thi khd nang ma hai mau
cho clng két qua duoc tinh cho Ian luct ting phong thir nghiém tham gia va kha nang nay la gia tri duoc
tinh trung binh cho t&t c& cac phong thif nghiém.

11.3.2 Gia tri tdng thé

La mét chi thi chung clia xac suét 13p lai (Ac), gia tri sau day ¢ thé duoc st dung khi thif nghiém cac
mau thuc phdm néi chung: Ac = 88,7 %.

Do vai cac mau chudn (s dung cac vién nang chita 23 CFU, do RIVM, Ha Lan san xuét), d3 thu dudc
gia tri sau day: Ac = 88,2 %.

Céc gia tri nay c6 thé dudc dién gidi ring, néu hai phdn mau thlr giéng hét nhau c6 chifa L. monocytogenes
do cuing mdt ngudi phan tich trong mdt khoang thdi gian ngdn va trong cac diéu kién thao tac chinh xac
nhu nhau, ¢ 88,7 % co héi thu dutc két qua tuong tu (c6 mat L. monocytogenes) déi vai hai phan mau thir.

11.4 Xac suat tai lap (Concordance)

11.4.1 Dinh nghia

Xac suat tai lap 1a phan tram ca hoi tim thdy két qua tuong tu d6i véi hai mau thir ging hét nhau dugc
phan tich trong hai phong thir nghiém khac nhau.

Do d6, xac suét tai lap la tuong duong dd tai lap ddi vdi phuong phép dinh lugng.
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DE tinh xac sudt tai 1ap tir cac két qua cla phép thir lién phong thir nghiém, mdi quan sat trong mdi
phong thif nghiém tham gia dudc Idy 13n lugt, két cap vdi cac két qua thu dugc d8i véi mau cu thé clia
tat ca cac phong thi nghiém khac. Xac suét tai lap 1a phan tram cla tat ca cac cap cho két qua nhu
nhau trén tat ca cac c3p cla dif liéu.

11.4.2 Gia trj tong thé

La mét chi thi chung clia xac suit tai lap (Cc), gia tri sau dy co thé dudc s dung khi thr nghiém cac
mau thuc phdm ndi chung: Cc = 84,4 %.

Dai véi cac mau chudn (st dung cAc vién nang chifa 23 CFU, do RIVM, Ha Lan san xudt), da thu dugc
gia tri sau day: Cc = 80,8 %.

Cac gia tri nay c6 thé dugc dién gidi ring, néu hai phan mau thir giéng hét nhau cé chita L. monocytogenes
do hai phong thlr nghiém thuc hién cé 84,4 % co hdi thu duoc két qua tuong tu (cd mét L. monocytogenes)
ddi vai hai phan mau th.

12 Bao cao thiu nghiém

Bao cao thir nghiém phai ghi rd phuong phap da sir dung, nhiét dd G va két qua thu dudc. Bao cao két
qua thir nghiém ciing can phai dé cap dén t4t ca cac chi tiét thao tac khdng qui dinh trong tiéu chudn
nay, ho3c dudc xem 1a tuy y, cling véi moi tinh huéng bét thudng c6 thé anh hudng dén két qua.

Bao cdo thif nghiém ciing bao gém céc théng tin can thiét vé viéc nhan biét day di mau thir.
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Phy luc A
(qui dinh)

So dé qui trinh

Phin miu thi

x g hoac x ml

+

M&i trudng tang sinh ban d4u (canh thang nira Fraser) (5.2)

0.1 ml dich c4y trong 10 m! U & 30 °C trong 24 gid + 3 gio

méi trudng ting sinh thir cip Cay ra di
(canh thang Fraser) (5.3) < - Zrae
(cdy truyén)

|

U & 35 °C hoac 37 °C trong 48 gio + 3 gid

l Thach Listeria theo
Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti (ALOA) Ottaviani \'g : go: i (ALOA)
Cay ra dia (B.3) va . (BI3)v o
: mdi trudng chon loc thi hai

mdi trudng chon loc thir hai

l l

U Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti trong 24 U Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti trong 24
gid + 3 gi& & 37 °C va tiép theo 24 gid + 3 gid nira, git + 3 gid § 37 °C va tiép theo 24 gid + 3 gid nira,
néu cdn. U méi truang chon loc thir hai theo mdi trudng néu cén. U méi truang chon loc thit hai theo méi trudng
duoc chon va hudng dan clia nha san xust duoc chon va hudng dan cla nha san xust
Khing dinh (9.5 dén 9.8) Khing dinh (9.5 dén 9.8)
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Phu luc B

(qui dinh)

Thanh phdn va cach chuidn bj méi trusng va thudc thir

B.1 Mai trudng ting sinh chon lgc ban ddu: Canh thang nira Fraser
B.1.1 Modi trudng co ban

B.1.1.1 Thanh phin

Pepton thit (thly phan pepsin cia mé ddng vat) 50¢
Trypton (thuy phan peptic tif casein) 50¢g
Cao thit bd 50g
Cao men 50g
Natri clorua 2004
Dinatri hydro phosphat ngam hai phan t& nudc 12,0g
Kali dihydro phosphat 135¢
Aesculin 10g
Nudc 1 000 mi

B.1.1.2 Chuin bj

Hoa tan cac thanh phan co ban ho&c méi truding hoan chinh khé trong nudc bang cach dun nong, néu cin.
Chinh pH, sao cho sau khi khif tring la 7,2 + 0,2 ¥ & 25 °C, néu cén.

Phan phdi mdi trudng vao cac binh cdu (6.7) ¢6 dung tich thich hgp dé thu dudc cac lugng can thiét cho
phép thif (xem 9.1).

Khr tring 15 phut trong ndi hap ap Iuc (6.1) & nhiét do 121 °C.

CHU THICH 11 C6 thé b8 sung dung dich liti clorua (B.1.2) hoac dung dich axit nalidixic (B.1.3) vao mbi trudng
cd ban (B.1.1) trudc khi hap ap Iuc.

4 Xem TCVN 6404 (ISO 7218).
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B.1.2 Dung dich liti clorua

B.1.2.1 Thanh phin

Liti clorua 3g

Nudc 10 mi

B.1.2.2 Chuin bj
Cho liti clorua vao nuéc.

Kh tring béng cach loc.

CANH BAO - C4n phong ngira khi hda tan liti clorua trong nudc vi phan Umg téa nhi¢t manh.
Dung djch nay ciing kich thich mang nhdy.

B.1.3 Dung dich mudi natri cta axit nalidixic

B.1.3.1 Thanh phdn

Muéi natri cta axit nalidixic 01g

Natri hydroxit, dung dich 0,05 mol/l 10mi

B.1.3.2 Chuan bj

Hoa tan mudi natri clia axit nalidixic trong natri hydroxit.
Loc dé khif triing.

B.1.4 Dung dich acriflavin hydroclorua

B.1.4.1 Thanh phin

Acriflavin hydroclorua 0259

Nudc 100 mi

B.1.4.2 Chuan bj
Hoa tan acriflavin hydroclorua trong nuéc.

Loc dé khir trung.
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B.1.5 Dung dich sit (lll) amoni xitrat

B.1.5.1 Thanh phédn

TCVN 7700-1:2007

St (I1) amoni xitrat 50¢g
Nuéc 100 mi

B.1.5.2 Chuan bj

Hoa tan sat (I1l) amoni xitrat trong nuéc.

Loc dé khtf tring.

B.1.6 Mai trvong hoan chinh

B.1.6.1 Thanh phin
Maéi trudng co ban (B.1.1) 100 ml
Dung dich liti clorua (B.1.2) 1.0ml
Mudi natri ctia axit nalidixic (B.1.3) 0.1ml
Acriflavin hydroclorua (B.1.4) 0.5ml

\ S3t (1) amoni xitrat (B.1.5) 1.0 ml

B.1.6.2 Chuan bj

Trudc khi sif dung, cho bdn dung dich (B.1.2 dén B.1.5) vao timg phan 100 ml méi trudng co ban (B.1.1).

B.2 Moi trudng ting sinh chon lgc thir cap: Canh thang Fraser

B.2.1 Mbi trvdng co ban

B.2.1.1 Thanh phin

Trypton (thuy phan peptic tir casein)
Cao thit
Cao men

Natri clorua

Kali dihydro phosphat
Aesculin

Liti clorua

Mudi natri clia axit nalidixic
Nuée

Pepton thit (thdy phan peptic cia md dong vat)

Dinatri hydro phosphat ngadm hai phan tlf nuéc

50g
5049
5049
50g
200g
120g
1,35¢g
109
30g
002¢g
1000 ml
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B.2.1.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan hosc méi trudng hoan chinh khé trong nuc bing cach dun nong, néu can.
Chinh pH, sao cho sau khi khif tring la 7,2 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Chuyén méi trudng vao 6ng nghiém cé dung tich thich hgp dé thu dude Iugng can thiét cho phép thit,
Khir tring 15 phat trong ndi hdp ap Iuc & nhiét 6 121 °C.

B.2.2 Dung dich Acrifiavin hydroclorua

XemB.14.

B.2.3 Dung dich Sit (lll) amoni xitrat

Xem B.1.5.

B.2.4 Mai truang hoan chinh

Trudc khi st dung, cho cac phan 0,1 ml ca cac dung dich B.2.2 va B.2.3 vao méi 6ng nghiém dung
(cac luong 10 ml) méi truding co ban (B.2.1). Trén nhe.

B.3 Thach Listeria theo Ottaviani va Agosti (ALOAY)
B.3.1 M&i trudng co ban

B.3.1.1 Thanh phin

bich thuy phan mé ddng vat bang enzym 18y
Dich thuy phan casein bang enzym 6g
| cao men 109
Natri pyruvat 2g
Glucoza 2g
Magie glyxerolphosphat 1g
Magie sulfat (khan) 059
Natri clorua 5g
Liti clorua 10g
Dinatri hydro phosphat (khan) 25g
5-bromo-4-cloro-3-indolyl-p-D-glucopyranosit 0,05¢
Thach 12gdén18g°
Nuéc 930 ml ®
» Tuy thudc vao sic déng cla thach.
® 925 ml néu sir dung dung dich amphoterixin B (xem B.3.5.2).

% ALOA 1a mét vi du vé mai truang thich hgp ¢ ban sdn. Thong tin nay dua ra tao thuan tién cho ngudi sir
dung tiéu chudn va t8 chic 1ISO khong &n dinh phai sif dung sdn phim nay. C6 thé st dung cac méi trudng
khac néu chung cho cac két qua tuong duong.
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B.3.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan khd hodc méi trudng cd ban hoan chinh khd trong nuéc bang cach dun séi.
Khir trung 15 phut trong ndi hap ap Iuc & nhiét 86 121 °C.

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

B.3.2 Dung djch mudi natri cua axit nalidixic

TCVN 7700-1:2007

Muédi natri clia axit nalidixic
Natri hydroxit (dung dich 0,05 mol/l)

002g
S5mil

Hoa tan mudi natri cdia axit nalidixic trong 5 ml natri hydroxit va loc dé kht trung.

B.3.3 Dung dich xeftazidim

Xeftazidim 0,02 g
Nudc 5ml
Hoa tan xeftazidim trong 5 ml nudc va loc qua mang 0,45 um dé khir tring.
B.3.4 Dung dich polymyxin B
Polymyxin B sulfat 76 700 U
Nudc Sml
Héa tan polymyxin B trong 5 ml nudc va loc qua mang 0,45 um dé kh’ tring.
B.3.5 Khang sinh bé sung
B.3.5.1 Dung dich xycloheximit
Xycloheximit 005¢
Etanol 2,5 ml
Nudc 2.5ml

Hoa tan xycloheximit trong 2,5 ml etanol va sau dé thém 2,5 ml nudc. Loc qua mang 0,45 um dé khtr triing.

B.3.5.2 Dung dich amphoterixin B (lam dung dich thay thé cho xycloheximit)

Amphoterixin B
HCI (1 mal/l)

Dimetylformamit (DMF)

001g
25ml
7.5ml

Hoa tan amphoterixin trong dung dich HC/DMF. Loc qua mang 0,45 um dé khir trung.
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CANH BAO - Dung djch HCI/DMF rét déc, cdn than trong khi sir dung.

B.3.6 Dung dich bé sung

Hoa tan 2 g L-a-phosphatidylinositol (Sigma P 6636 ®®) trong 50 mi nudc lanh.

Khuay khoang 30 phut cho dén khi thu dugc dung dich déng nhat.

Khir triing 15 phut trong néi hdp &p Iuc & nhiét 36 121 °C va lam nguéi dén 48 °C dén 50 °C.
B.3.7 Mbi truang hoan chinh

B.3.7.1 Thanh phidn

Méi trudng cd ban (B.3.1) 930 mi®
Dung dich axit nalidixic (B.3.2) 5ml
Dung dich xeftazidim (B.3.3) 5ml
Dung dich polymyxin B (B.3.4) 5mi
Dung dich xycloheximit (B.3.5.1) 5mi
hoac dung dich amphoterixin B (B.3.5.2) 10 mi
Du_ng dich bé sung (B.3.6) 50 mi
_: 925 mi néu sir dung dung dich amphoterixin B.

B.3.7.2 Chuan bj

Cho cac dung dich trén vao méi trudng co ban tan chay & khodng 50 °C, tron ky sau mai 1an thém.

pH chia moi trudng hoan chinh phaila 7,2 + 0,2 & 25 °C.

Mai tridng hoan chinh phai mé duc déng déu.

B.3.7.3 Chuan bj cac dia thach

Cho vao méi dia Petri tif 15 ml d&n 20 ml méi trudng hoan chinh vira méi chusn bi, rdi dé cho dong dac.

B.3.8 Kiém tra tinh nang vé ddm bao chit lugng méi trudng nusi ciy

Dai vai viec xac dinh tinh chon loc va hiéu qua, xem ISO/TS 11133-2. Bang B.1 dua ra cac chi tiét vé
kiém tra tinh nang d6i véi thach Listeria theo Ottaviani va Agosti.

* P6636 12 tén thuong mai ciia san phdm do hang Sigma cung c&p. Théng tin nay dua ra tao thuan tién cho ngudi
st dung tiéu chudn va té chifc ISO khong &n dinh phai sif dung san phdm nay. C6 th& s dung san pham khac
néu chung cho cac két qua tudng duang.
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Bang B.1 - Kiém tra tinh ning cla Thach theo Ottaviani va Agosti

Chifc ning U Chiing kiém chimg Mai Phuorg | Chuin Phan
trwng d6i | phap kiém | cu img dic
chimg chimg trung
Hiéu qud | 48 gid d 37°C | L. monocytogenes 4b khuan lac
2
ATCC 13932° va/hoic® TSA dinh luong | PR3 0.5 mau xanh
L. monocytogenes 1/2a ¢6 quing
ATCC 19111 (ho3c cac ching md duc
tuong duong khac trong bd suu
tap vi sinh da dugc cong nhan)

Tinh dic thit | 48 gio & 37°C | L. innocua ATCC 33090 (hoic khuin lac
cac ching tugng duong khac dinh tinh mau xanh
trong bd swu tap vi sinh da khéng cé
dugc cdng nhan) quéng

ma& duc
Tinh chon 48 gid & 37°C | E.coli ATCC 25922 hoic 8739 ifc ché
loc vahoic E.feacalis ATCC 29212 toan
dinh tinh
hodc 19433 (holic cac chiing phan
tuong duong khac trong bd suu
tap vi sinh da dugce cong nhan)
a Chiing dugc sl dung bdi phang thif nghiém (la t5i thidu)
b Ca hai chiing dugc sir dung bdi nha san xust ra méi trudng.

B.4 Huyén phiu huyét cdu ciru

Gilr t& bao huyét citu & 3 °C + 2 °C trudc khi sif dung.

Trude khi sif dung phai ki€m tra d&u hiéu phan gidi huyét (bi dd) trong I8p huyét thanh phia trén.

Néu khong phan giai huyét, thi Idy 2 ml 13p t& bao @3 phia dudi cho vao 98 ml dung dich dém PBS (B.12).

Néu thay xut hién phan gidi huyét, thi hda khodng 4 ml Ip t& bao dd trong 10 ml dung dich dém PBS
va tron nhe, rdi ly tim, Néu thay c6 I8p ndi phia trén mau dd chiing té cb su phan giai huyét, thi khong
st dung nifa va loai bd huyén phii goc nay. Mt khac, gan 18p néi phia trén va cho 2 ml huyén phu té
bao nay vao 98 ml dung dich dém PBS.

Bao quan huyén phi nay dén 5 ngay & 3 °C + 2 °C. Néu thdy xuat hién phan giai huyét thi loai bd.
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B.5 MOi trudng nudi cdy djc: Thach tir dich chigt ndm men trypton dau tuong (TSYEA)
B.5.1 Thanh phin

-
Canh thang trypton dau tuong” 30g
Cao men 6g
Thach 9gdén18g?
Nudc 1000 mil

" Trypton 1709
Pepton dau tuang 30g
Natri clorua 50g9
Dikali hydro phosphat 25¢g
Glucoza 25¢g

# Ty thudc vao slrc ddng cla thach.

B.5.2 Chuin bj
Hoa tan cac thanh phan hoac méi trudng hoan chinh khé trong nuéc bing cach dun sdi.
Chinh pH, sao cho sau khi khif tring 1a 7,3 + 0,2 & 25 °C, néu c4n.

Phan phdi méi trudng nay vao cac 6ng nghiém cé dung tich thich hop dé cé dudc cac Iuong can thiét
cho phép tht.

Khif tring 15 phut trong ndi hdp ap luc (6.1) & nhiét do 121 °C.
DE yén trong tu thé nghiéng.
D€ chudn bi cac dia thach, phan phdi vao cac dia Petri vé triing véi cac Iuong méi truding thich hop cho

phép thlt. D& yén cho déng dic.

B.6 Moi trudng nudi cay Iong: Canh thang tir dich chiét nam men trypton diu tuong (TSYEB)

B.6.1 Thanh phén

Canh thang trypton dau tuong " 30g
Cao men 6g
Nuéc 1 000 ml
d"‘.)‘(ém B.ST1

B.6.2 Chuan bj
Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng hoan chinh khd trong nuéc bang cach dun sdi, néu can.
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Chinh pH, sao cho sau khi khi trung 1a 7,3 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Phan phéi méi trudng nay vao cac éng nghiém hodic binh c6 dung tich thich hgp dé cé dudc cac luong
can thiét cho phép thr.

Khtr trung 15 phut trong ndi hip ap Iuc (6.1) d nhiét dd 121 °C.

B.7 Thach huyét ciu
B.7.1 Mai trudng cd ban

B.7.1.1 Thanh phin

Pepton thit 159
Dich thuy phan gan 25¢g
Cao men 5¢g
Natri clorua 5g
Thach 9gdén18g"
Nudc 1 000 ml
" Ty thudc vao sifc ddng clia thach.

B.7.1.2 Chuin bj

Hoa tan cac thanh phan trong nudéc bang cach dun soi.

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

Phan phdi méi trudng nay vao cac binh cb dung tich thich hgp dé co dugc cac Iuong can thiét cho phép thir.
Khtr triing 15 pht trong néi hép ap Iyc (6.1) & nhiét dd 121 °C.

B.7.2 Huyét ciru di kh fibrin

B.7.3 Mbi truding hoan chinh

B.7.3.1 Thanh phin

Méi truang cd ban (B.7.1) 100 ml

Huyét ciru da khi fibrin (B.7.2) 5mldén7 ml

B.7.3.2 Chuan bj

Cho huyét cltu vao mdi trudng cd ban da lam ngudi dén 47 °C. Tron déu.
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Phan ph&i mai trudng nay vao cac dia Petri v triing véi cac luong thich hgp cho phép thir. D& yén cho
dong dac.

B.8 Canh thang sir dung cacbohydrat (ramnoza va xyloza)

B.8.1 Moi truong co ban

B.8.1.1 Thanh phin

Pepton proteoza 10g
Cao men 19
Natri clorua 5g
Bromocresol tia 0,029
Nudc 1 000 ml

B.8.1.2 Chuin bj
Hoa tan cac thanh phan trong nudc bang cach dun ndng, néu can.
Chinh pH, sao cho sau khi khif tring 12 6,8 + 0,2 d 25 °C, néu cén.

Phan phéi méi trudng nay vao cac 6ng nghiém cé dung tich thich hop dé c6 dudc cac Iugng can thiét
cho phép thd.

Khr triing 15 phut trong ndi hap ap Iuc & nhiét dd 121 °C.
B.8.2 Dung dich hydrat cachon
B.8.2.1 Thanh phdn

~

Hydrat cacbon " 5g

Nudc 100 ml

" L-Ramnosa hodc D-xylosa

B.8.2.2 Chuin bj
Hoa tan riéng ré timg hydrat cacbon vao 100 ml nudc.

Loc dé khif triing.
B.8.3 Moi trudng hoan chinh

Thém x ml dung dich B.8.2 vao 9x ml mdi trudng cd ban (B.8.1) d&i vdi ting loai hydrat cacbon.
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B.9 Moi truang thach di dong

B.9.1 Thanh phdn

Pepton casein 2004¢g
Pepton thit 61g
Thach 35¢
Nuédc 1 000 ml

B.9.2 Chuan bj

Hoa tan céc thanh phan trong nuéc bang cach dun sbi.

Chinh pH, sao cho sau khi khir tring 14 7,3 £ 0,2 & 25 °C, néu cén.
Phan ph&i mdi trudng nay véi cac Iugng 5 ml vao cac dng nghiém.

Khif tring 15 phut trong néi hap ap Iuc & nhiét dd 121 °C.

B.10 Mai trudng CAMP (Christie, Atkins, Munch-Paterson) va ching xét nghiém

Dai vdi phép thir nay cé thé sif dung cac dia thach huyét clitu (B.7), nhung t6t nhat 1a s dung cac dia
thach hai 18p c6 1p méi trudng huyét clru rat mdng (xem B.10.3).

B.10.1 Mbi trudng cd ban
Xem B.7.1.

B.10.2 Mdi trudng huyét ciru
Xem B.7.3.1.

B.10.3 Mbi trudng hoan chinh

Phan phéi méi trugng ca ban (B.10.1) vao cic dia Petri vd tring, vdi cac luong khodng 10 mi cho méi
dia va dé yén cho dong dic. Rot déu mét 16p rat mdng méi trudng huyét ciru (B.10.2) vdi cac lugng
khéng 16n hoan 3 mi trén mét dia.

D& yén cho dong dic. Néu cho mdi trudng huyét cltu vao cac dia méi trudng co ban da chudn bi trudc,
thi cé thé phdi lam dm cac dia nay 20 phut bing cach d4t chung vao td &m dé & 37 °C trudc khi rét 16p
méi trudng huyét citu.
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B.10.4 Cac ching phan img CAMP

Chling phan giai huyét B clia S.aureus (vi du: NCTC 1803 hodc ATCC 25923) va ching R.equi (vi du:
NCTC 1621 hodc ATCC 6939) can phai qua phép thr CAMP. Khong phai tat ca cac ching S.aureus
déu thich hop dbi voi phép thir CAMP.

B3o quan cac chat cdy géc clia S. aureus, R. equi, L. monocytogenes, L. innocua va L. ivanivii bang
cach nudi cdy lén mai trusng TSYEA (B.5.2), nudi m & 35 ° C hodc 37 °C tif 24 gid dén 28 gid, hoac cho
dén khi thdy moc va bao quan trong tt lanh 3 °C + 2 °C. Cy truyén it nhdt mét 1an trong mét thang.

B.11 Dung dich hydro peroxit
S{r dung dung dich 3 % (tinh theo khéi lugng).
B.12 Dung dich muéi dém phosphat (PBS)

B.12.1 Thanh phén

t -E;i“n;lri hydro phosphat ngam hai phén tf nuéc (Na,HPO,.2H,0) 898 g
Natri dihydro phosphat (NaH,PO,) 271g
| Natri clorua (NaCl) 85¢g
i Nuédc 1000 ml

B.12.2 Chuin bj
Hoa tan cac thanh phan trong nuéc.
Chinh pH, sao cho sau khi khif triing 14 7,2 + 0,2 & 25 °C, néu cén.

Khtt tring 15 phat trong ndi hdp ap Iuc d nhiét dd 121 °C.

32



TCVN 7700-1:2007

Phy lyc C
(tham khao)

Phép thi roi Henry

Kiém tra cac dia, sif dung ngudn anh sang tréng, dd sang dé roi t6t cac dia, roi vao day dia mét goc 45 °©
(xem hinh C.1). Khi dugc kiém tra dudi anh sang truyén tréch gbc nay (roi Henry) truc tiép trén dia, thi
cac khudn lac Listeria spp cho thdy ¢6 mau xanh nhat va bé mat ndi hat.

Quan sat tu trén
xudng

Nguén anh sang tring

_~— bia

Gia do

/

Guong phing

Hinh C.1 - Kiém tra c4c dia vé khudn lac nghi ngd
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Phu luc D
(tham khao)

Két qua thur lién phong thir nghiém

Mot phép thir cong tac quéc té do Phong thir nghiém Khoa hoc Trung tam cila Bé Nong nghiép, Thiy
san va Thuc phdm Anh 8 chifc nam 1998, trong pham vi du an Chau Au SNT CT 962098 (xem [3}, [4)).
Trong phép thif nay gém c6 19 phong thif nghiém clia 14 nudc Chau Au va tién hanh thir trén phomat
tuoi, thit xay, bot trimg va mau chudn. Cac mau thuc phdm, méi loai duoc kiém tra & hai mic nhiém ban
khac nhau va mau kiém chimg am tinh. Cac mau nay déu bi nhiém ci L. monocytogenes va L. innocua
(Xem bang D.1), nghia 1a cé dd nhay thap. Do thi€u cac ngudn can thiét clia cac phong thif nghiém dé&
tham gia vao phép thlr nay, ma da khong thé sir dung c& hai méi trudng phan 1ap Oxford va PALCAM
cho tat ca cac phong thlf nghiém: 11 phong da sif dung méi trusng PALCAM va 9 phong da st dung
maéi trudng Oxford.

Bang D.1 - Cac mau nhiém ban

e —
Cac vi sinh vat (trong 25 g) Miu tring Nhiém mirc thap Nhiém murc cao
L. monocytogenes - 5 dén 100 50 dén 100
L. innocua 50 dén 100 5 dén 100 50 dén 100
Hé sinh vat ban dia + +

Cac gia tri vé dac trung tinh nang thu dugc tir phép thir cdng tac nay cho thdy d6i véi timg loai mau
trong cac bang tir D.2 dén bang D.5. Cac 4 liu thu dugc véi thach Oxford va PALCAM d3a dudc
gop lai. DI liéu thu dugc tir mét s8 phong thir nghiém da dugc loai ra khéi tinh toan, chi vdi cac ly
do k¥ thuat nhan biét r3 (Iéch khdi qui trinh).
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Bang D.2 - Két qua phan tich dir ligu thu dugc v&i cac mau bt trimg kho

Miu
(mre nhidm ban)

Bot tring khd

Bot tring kho Bot trimg kho
(khong (nhiém & mic (nhiém & mix
nhiém) thip) cao)
N_é‘ir;'l thuc hién phép thit lién phong thif nghiém 1998 1998 1998
Sé lugng phong thir nghiém tra lai két qua 18 18 18
S48 lugng mau trén mdt phong thir nghiém 5 5 5
S6 lugng phong thir nghiém bi loai 1 1 1
| S6 Iugng phong thir nghiém con lai sau khi loai trir 17 17 17
S6& lugng mau duge chap nhan 85 85 85
-.E)_{) dung (tinh d&c hiéu), % 97.9 - -
Bé dang (d6 nhay), % - 53,7 88,4
Xac suat lap lai, % 96,6 58,7 86,5
_;éc suat tai lap, % 95,8 49,8 79.1

Bang D.3 - Két qua phin tich dir ligu thu dugc vdi cic miu thit xay

Miu
(mirc nhiém ban)
Thit xay Thijt xay Thit xay
(khéng nhiém) (nhiém & mirc (nhiém & mirc
thap) cao)
Nam thuc hién phép thir lién phong thir nghiém 1998 1998 1998
S6 lugng phong thi nghiém tra lai két qua 18 18 18
s6 Itgng mau trén mdt phong thif nghiém 5 5 5
S6 lugng phong thir nghiém bi loai 2 2 2
S6 lugng phong thif nghiém con lai sau khi loai trr 16 16 16
S6 lugng mau duge chap nhan 80 80 80
-E;O dung (tinh dac hiéu), % 97.8 - -
Do ding (dd nhay), % - 83,3 100.0
Xac suat I3p lai, % 97.3 81.3 100,0
Xac suat tai 1ap, % 95,6 7.7 100.,0
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Bang D.4 - Két qua phén tich dir lidu thu dugc véi cac miu phomat tusi

Miu
(mife nhiém ban)
Phomat tuci Phomat tuoi Phomat tuoi
(khéng nhiém) | (nhidém & mic thip) |  (nhiém & mixc
cao)
“Nam thuc hién phép thit lién phong thir nghidm 1998 1998 1998
Sé’ Iugng phong thir nghiém tra lai két qua 16 16 16
So Itong mau trén mdt phong thit nghiém 5 5 5
S;_It.r-ong phéng thir nghiém bi loai 1 1 1
St; Iu;qng phong thir nghiém cdn lai sau khi loai tri 15 15 15
‘ éo lvgng mau dugc chdp nhan 75 75 75
_bé dung (tinh dac hiéu), % 96,5 - -
Doc_iung (d6 nhay), % - 85,9 100,0
: Xaﬁ 'sué't 1ap lai, % 94.4 84,0 100,0
;ac-: sual tai lap, % 93,1 75,2 100,0

Bang D.5 - Két qua phan tich dif ligu thu dugc véi cac mau chuan

Mau
(M(fc nhiém)

Miu chuiar
(Cac vién nang chira 23 CFU)*

Nam thuc hién phép thi lién phong thif nghiém 1998
S-c;.hﬁ.mng phong thir nghiém tra lai két qua 18 o
S:S I;rong mau trén moét phong thdr nghiém 5
S6é lugng phong thir nghiém bi loai 1
SES lugng phong thir nghiém con lai sau khi loai trif i 17 B
'S6 Iuang méu dugc chép nhan 85
_E;§ Eu—ng (tinh dac hiéu), % -
_go_dl_x;tg_;_(dé nhay). % 89.5
P;Cac_s_uat lap lai, % 88,2 )
Xac ;l_.l-é_llél lap, %

80,8

* Do RIVM, Ha Lan chuZn bi cho phép thi.
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