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L&i néi dau
TCVN 7715-1 : 2007 hoan toan tuong dudng vai ISO 10272-1 : 2006;

TCVN 7715-1 : 2007 do Ban ky thuat tiéu chudn TCVN/TC/F13
Phuong phap phén tich va I8y méu bién soan, Téng cuc Tiéu chuan Do

ludng Chat lugng dé nghi, B6 Khoa hoc va Cong nghé cong ba.

TCVN 7715 : 2007 Vi sinh vat trong thuc phdm va thitc &n chan nudi —
Phuong phap phat hién va dinh lugng Campylobacter spp., bao gém:

— Phan 1: Phuong phap phat hién;

— Phan 2: Ky thuat d&m khuén lac.
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Lai gidi thiéu

Do tinh da dang cla thuc pham va thiic &n chin nudi nén phuong phap nay c6 thé khéng 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 s&n phdm, néu hoan toan chi vi ly do ky thuat. Tuy nhién, can c6 ging &p 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 phap trong trudng
hdp cac san phdm cu thé. Viéc hai hoa cac phuong phap thir c6 thé khéng thuc hién dudc ngay va déi
v6i mét vai nhém san phdm c6 thé ton tai cac tiéu chudn quéc t& va/hoic tiéu chudn quéc gia ma
khéng phu hop véi tiéu chudn nay. Trong trudng hop c6 san tiéu chudn cho san pham can thi nghiém
thi phai tuan theo tiéu chuan d6. Théng thudng khi cac tiéu chudn nhu thé dugc soat xét, thi ching phai
dudc slra d6i dé phlu hop véi tiéu chudn nay, sao cho cudi cling chi con cac sai léch v6i phuong phap

dém dia nay la cac ly do ky thuat dugc thira nhan.
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Xuat ban lan 1

Vi sinh vat trong thuc pham va thirc an chin nudi -
Phuong phap phat hién va dinh lugng Campylobacter spp. —
Phan 1: Phuong phap phat hién

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for

detection and enumeration of Campylobacter spp. —
Part 1: Detection method

1 Pham vi ap dung
Tiéu chudn nay mé ta phuong phap phat hién Campylobacter spp.

Tiéu chuén nay c6 thé ap dung cho cac san phdm thuc phdm ho#c thitc &n chan nudi va cho cac mau

moi trudng trong khu vuc san xuét va ché bién thuc phdm nhu da néu trong 16i gidi thiéu.

2 Tailiéu vién dan
CAc tai liéu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuén. DSi v6i cac tai liéu vién dan ghi
nam ban hanh thi ap dung phién ban dugdc néu. Déi véi cac tai liéu vién dan khéng ghi nam ban hanh

thi ap dung phién ban maéi nhat, bao gém ca cac slra déi.

TCVN 6507 (ISO 6887) (tat ca cac phan), Vi sinh vat trong thuc phadm va thic &n chan nuédi — Chuan bi

mau th{r, huyén phu ban d4u va cac dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat.

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.

TCVN 6263 (ISO 8261), Sita va san pham sita. Hu6ng dan chung vé chudn bi mau th&, huyén phu ban

d4au va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh.

ISO/TS 11133-1, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines on preparation and
production of culture media — Part 1: General guidelines on quality assurance for the preparation of
culture media in the laboratory (Vi sinh vat trong thuc pham va thiic &n chan nudi — Hudng dan chuén bi
va tao méi trudng cdy — Phan 1: Cac huéng dan chung vé dam bao chat lugng cho viéc chudn bi moi

truong cay trong phong th(r nghiém).
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ISO/TS 11133-2 : 2003, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines on preparation
and production of culture media — Part 2: Practical guidelines on performance testing of culture media
(Vi sinh vat trong thuc phdm va théc an chan nudi — Huéng dan chudn bi va tao méi trudng cay —

Phan 2: C4c huéng dan thuc hanh vé th{r tinh n&ng ctia méi trudng cay).

3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chuén nay ap dung cac thuat ngit va dinh nghia sau day:

3.1

Campylobacter (Campylobacter)

Cac vi sinh vat hinh thanh cac khuén lac d3c trung trén méi trudng dac chon loc khi dugc nuédi cdy trong
méi trudng vi hi€u khi 6 41,5 °C ma khong phai & 25 °C, c6 tinh di ddng va c6 cac dac tinh sinh hoa va

phat trién dién hinh khi thir nghiém theo tiéu chuén nay.

CHU THICH: Caéc loai thudng hay g&p nhat 18 Campylobacter jejuni va Campylobacter coli. Tuy nhién, cac loai

khéac cling da dugc mo ta (Campylobacter lari, Campylobacter upsaliensis va mot sé loai khac).

3.2
Phat hién Campylobacter (detection of Campylobacter)
Xac dinh su c6 mat hay khédng cdé mét cac vi sinh vat nay trong mét luong san phdm cu thé, khi tién

hanh phép thir theo phuong phap qui dinh trong tiéu chuan nay.

4 Nguyén tic

4.1 Khai quat

Nhin chung, viéc phat hién Campylobacter doi hdi cac budc sau day (xem Phu luc A vé so dé qui trinh)

4.2 Ting sinh trong mai trudng 16ng chon loc
Phan mau thr dudc cay vao méi trudng tang sinh Idng (canh thang Bolton) va trén déu.

Pem 0 6 37 °C trong 4 h dén 6 hd méi trudng vi hi€u khi , roi U ti€p & 41,5 °C trong 44 h + 4 h.

4.3 Phanlap vachonloc dé khéng dinh

Cay dich cay thu dudc trong 4.2 vao hai méi trudng dac chon loc:

— thach deoxycholat xefoperazon than cai bién (thach mCCD);

— bat ki méi trudng dac chon loc nao khac vé nguyén tic khac véi thach mCCD.

Sau d6 chiing dudc G & 41,5 °C trong méi trudng vi hi€u khi va kiém tra sau 44 h + 4 h dé phat hién su

c6 méat cac khuan lac Campylobacter gia dinh theo cac dc trung clia ching.
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4.4 Khang dinh

Cac khuén lac Campylobacter gia dinh dudc cay truyén lén moéi trudng huyét Columbia khéng chon loc
va khing dinh bang cac phép kiém tra kinh hién vi, phép thir sinh hda va phat trién thich hdp. Tuy chon,
céac loai Campylobacter dugc nhan dang bang cac phép tht sinh hda dac trung va cac phép thlr do
nhay khang sinh.

5 M@i trudng nudi cay va thudc thu

5.1 Khai quat

V& thuc hanh trong phong thir nghiém, xem TCVN 6404 (ISO 7218), ISO/TS 11133-1 va ISO/TS 11133-2.

CHU THICH: Do trong tiéu chudn st dung mét lugng 16n moéi trudng nudi cay va thudc thd, dé cho ndi dung tiéu
chuén dudc gon nén thanh phan va cach chuén bi méi trudng nuéi cdy va thudc thr dugc dua riéng vao trong Phu

luc B.

5.2 Moi trudng ting sinh I6ng: Canh thang Bolton

Xem B.1.

5.3 Mai trudng dé dia chon loc: thach deoxycholat xefoperazon than cai bién (thach mCCD)
Xem B.2.

5.4 Thudc thif va méi trudng nhan dang va khang dinh

5.4.1 Thach huyét Columbia

Xem B.3.

5.4.2 Canh thang Brucella

Xem B.4.

5.4.3 Thudc thi phat hién oxidaza

Xem B.5.
5.4.4 Dung dich hydro peroxit, 3 % (theo thé tich).

5.4.5 Thudc thir phat hién thiy phan hipurat

Xem B.6.

5.4.6 Thach huyét Hinton Mueller

Xem B.7.
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5.4.7 Cac dia axit nalidixic (30 ug) va xephalotin (30 nug)
5.4.8 Dia indoxyl axetat

Xem B.8.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

S’ dung céac thiét bi, dung cu phong thdr nghiém vi sinh thong thudng [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] va

cu thé nhu sau:

6.1 Thiét bi dé khir tring khé (tG sdy) hozc dé khir tring uét (néi hap ap luc)

Xem TCVN 6404 (ISO 7218).
6.2 Tu say (dudc déi luu khéng khi) hoc ta @m, c6 kha nang hoat déng & nhiét do tir 37 °C dén 55 °C.
6.3 TG am, c6 kha nang hoat déng & 41,5°C + 1 °C.

6.4 NG&i cach thuy, c6 kha nang duy tri nhiét dd & 25 °C + 1 °C va 37 °C + 1 °C, ho#c ti 4m c6 thé duy
tri dugc nhiét d6 6 25°C +1°Cva 37°C +1°C.

6.5 NO&i cach thuy, c6 kha nang hoat ddng 6 nhiét do tir 47 °C dén 50 °C.
6.6 May do pH, co do chinh xac dén 0,1 don vi pH & 25 °C.

6.7 Dung cu chira, dic biét 1a cac 6ng nudi cay cé kich thuGc 18 mm x 180 mm va 9 mm x 180 mm,
cac 6ng phan gidi huyét cé kich thuéc 13 mm x 75 mm, cac binh va/hoic chai c6 dung tich thich hgp va

c6 nap day bang kim loai khéng doc.

6.8 Dia Petri, bang thuy tinh hodc chat déo c6 dudng kinh tir 90 mm dén 100 mm.

6.9 Pipet chia do xa hét, dung tich danh dinh 1 ml va 10 ml dudc chia d6 dén 0,1 ml, c6 16 xa rong va

pipet Pasteur.

6.10 NUm cao su, ho3c bat ky hé thdng an toan nao khac cé thé phiu hop véi pipet chia do.

6.11 Que cdy vong vo trung, bang platin/iridi hodc niken/crom hodc bang chat déo, dudng kinh

khoang 3 mm va vong cay cung chat liéu, hoc diia thuy tinh hoic chat déo.

Vong niken/crom la khéng thich hap dé st dung trong phép thit oxidaza (xem 9.4.6).
6.12 Kep bang thép khong gi, nhan, dau tron.

6.13 Kinh hién vi, t6t nhat 1a c6 phan pha (dé quan sat tinh di dong dc trung clia Campylobacter)
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6.14 Thiét bi thich hop dé dat dugc méi trudng vi hiéu khi v6i ham lugng oxi 1a 5 % + 2 %, cacbon

dioxit 10 % + 3 %, hydro < 10 %, v6i lugng nito can bang. S dung cac vat chira kin khi dé gilr dia Petri
va/hodc binh ciu ho#c chai dung tich 350 ml dé€ dung canh thang tang sinh, vi du nhu binh yé&m khi.

CHU THICH 1:  Méi trudng vi hiéu khi thich hop c6 thé thu dudc bang cach sl dung cac bd kit sinh khi c6 ban
s8n, tuan thd huéng dan clia nha san xuat mét cach chinh xac, d4c biét 1a lién quan dén thé tich ctia binh va dung
tich cla kit sinh khi. Cach khéc, binh c6 thé dudc nap ddy hén hdp khi trudc khi G.

CHU THICH 2: Cach thay thé& G trong méi trudng vi hiéu khi, canh thang t&ng sinh cé thé dudc 0 trong chai dung
c6 ndp van hodc trong binh ciu dung canh thang ting sinh, c6 khoang tréng phia trén nhé hon 2 cm va ¢ nap
day kin khi.

7 Lay mau

Diéu quan trong la mau gti d&n phong thr nghiém phai ding la mau dai dién va khéng bi hu hdng hosc

bi bién ddi trong suét qua trinh van chuyén va bao quan.

Viéc 1dy mau khéng qui dinh trong tiéu chuén nay. Xem tiéu chuén cu thé lién quan dén san pham. Néu
khéng c6 tiéu chuan riéng lién quan dén viéc |14y mau san pham thi cac bén lién quan nén thoa thuan

véi nhau vé van dé nay.

Vi cac loai Campylobacter spp. rat nhay cam véi nhiét dd am nhung lai ton tai rat t6t & nhiét dé thap,
nén cac mau thr khéng dudc lam déng lanh ma bao quan & +3 °C + 2 °C va nén phan tich cang nhanh

cang t6t. Cha y khéng lam mau khé.

8 Chuan bi mau thir

Chuén bi mau th{r theo cac tiéu chuan cu thé thich hop v6i san phdm c6 lién quan. Néu khdng cé cac

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

9 Cach tié€n hanh (xem sa d6 trong Phu luc A)

9.1 Phan mau thi, huyén phu ban dau va cac dung dich pha lodng
9.1.1 Xem céc phan thich hgp cla TCVN 6507 (ISO 6887) hoac TCVN 6263 (ISO 8261).

9.1.2 Nhin chung, d& chuén bi huyén phl ban dau, 18y mét luong x clia phan mau th{r (theo khéi luong
hoac theo thé tich) cho vao canh thang ting sinh Bolton (5.2) véi thé tich 16n g&p chin 1an, sao cho thu dudc

ty 1& phan mau th&/méi trudng tang sinh & 1:10 (khéi luong/thé tich hodc thé tich/thé tich) va déng hoa.
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9.2 Tang sinh

U huyén phl ban dau (9.1.2) trong méi trudng vi hiéu khi (6.14) & 37 °C trong 4 h dén 6 h, rdi ( tiép &
41,5°C trong44 h +4 h.

9.3 Phanlap

9.3.1 L&y vong que cay vo trung (6.11) cdy mot vong dich cay thu dudc trong moi trudng tang sinh
(9.2) 1én bé mat méi trudng phan Iap chon loc th( nhat, thach mCCD (5.3).

Tién hanh tuong tu d6i véi moi trudng phan lap chon loc Campylobacter da chon.
CHU THICH: Tét nhat dé 14y méi trudng phan lap th( hai la dua theo nguyén tac khac véi thach mCCD. Céac vi

du vé méi trudng phan lap dudc st dung la thach Skirrow, thach Karmali va thach Preston (xem Thu muc tai liéu
tham khao).

9.3.2 U cac dia (9.3.1) § 41,5 °C trong méi trudng vi hiéu khi (6.14).
9.3.3 Sau khi G trong 44 h + 4 h, kiém tra cac dia vé& cac khuan lac dac trung va/hodc cac khuan lac

nghi ngo clia Campylobacter.

Céc khuén lac dién hinh c6 mau xam trén thach mCCD, thudng c6 I18p lanh anh kim loai, phang va uét
¢6 xu huéng moc lan téa. Cac khuén lac lan tda it trén cac bé mat thach khd hon. C6 thé xuét hién cac

khun lac dang khac.

9.4 Khang dinh cac loai Campylobacter

9.41 Khai quat

Vi vi khuén suy gidm rat nhanh trong khéng khi, do d6 cac qui trinh mé ta trong 9.4.2 dén 9.4.6 can
dugc thuc hién ngay.

9.4.2 Chon cac khuan lac dé khing dinh

9.4.2.1 DE khang dinh, tr mbi dia cia mbi mdi trudng chon loc (9.3.1) I8y it nhat mot khudn lac dugc

coi la Campylobacter dién hinh hodc nghi ngd va bén khuén lac nita néu khuan lac thir nhat 1a am tinh.

9.4.2.2 Cdy vach timg khuén lac da chon lén dia thach huyét Columbia (5.4.1) dé cho phat trién cac
khuan lac phan 1ap t6t. U cac dia trong mai trudng vi hiéu khi & 41,5 °C trong 24 h dén 48 h. St dung
cac khudn lac thuan khiét dé kiém tra hinh thai, tinh di déng, moc trong diéu kién vi hiéu khi & 25 °C, moc

trong diéu kién hiéu khi & 41,5 °C va su c6 mat clia oxidaza.

9.4.3 Kiém tra hinh thai va tinh di déng
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9.4.3.1 Hoa mét khuén lac tir dia thach huyé&t Columbia (9.4.2.2) vao 1 ml canh thang Brucella (5.4.2)

va kiém tra vé hinh thai va tinh di dong bang kinh hién vi (6.13).

9.4.3.2 Gilr tat ca cac khuan lac (9.4.2.2) dé kiém tra tiép theo trong dé cac truc khuan uén cong ¢ di
dong xoay “md nut chai” dugc tim thay (9.4.3.1).

9.4.4 Nghién ciru su phat trién & 25 °C (vi hiéu khi)

S0 dung que cady vong (6.11) lay cac khuan lac da phan lap trong 9.4.2.2, cay lén bé mat dia thach
huyét Columbia (5.4.1).

U cac dia & 25 °C trong mdi trudng vi hiéu khi (6.14) trong 44 h + 4 h.

Kiém tra cac dia vé su phat trién c6 thé nhin thay dudc clia khuan lac Campylobacter.

9.4.5 Nghién ctru su phat trién 6 41,5 °C (hiéu khi)

St dung mét vong que cay (6.11) 1y cac khuén lac da phan lap trong 9.4.2.2, cay Ién bé mat dia thach
huyét Columbia (5.4.1).

U cac dia & 41,5 °C trong méi trudng higu khi (6.14) trong 44 h + 4 h.

Kiém tra cac dia vé su phat trién cla khuin lac Campylobacter ma c6 thé nhin thay duoc.

9.4.6 Phat hién oxidaza

Dung vong cay hodc que cay bang platin/iridi hodc dia thuy tinh (6.11), 1dy mét phan clia méi khuan lac
dudc tach biét rd (9.4.2.2) tr mbi dia va ria cay 1én gidy loc da dudc lam dm bang thudc thlr oxidaza
(5.4.3); vién ngoai c6 mau tim hoa ca, mau tim hodc mau xanh dam trong 10 gidy chiing t6 phan (ng
duong tinh. N&u si dung kit thir oxidaza c6 ban san thi tuan theo chi dan clia nha san xuat.

Khang dinh cac két qua sl dung cac kiém chiing duong tinh va am tinh. Cac vi du vé cac chling kiém
chimg thich hop 1a Pseudomonas aeruginosa NCTC 10662 (kim chiing duong tinh), Escherichia coli
NCTC 9001 (kiém chiing &m tinh).

9.4.7 Dién giai két qua
Campylobacter spp. cho cac két qua nhu trong Bang 1.

Bang 1 — Cac dic trung cia Campylobacter

Hinh thai hoc (9.4.3) Truc khudn uén cong nhd

Tinh di déng (9.4.3) Dac trung

Moc trong diéu kién vi hiéu khi & 25 °C (9.4.4) -

Moc trong diéu kién hi€u khi & 41,5 °C (9.4.5) -~

Oxidaza (9.4.6) +
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C6 mat cac Campylobacter spp. néu c6 it nhat mot khuén lac cho thdy cac déc trung & trén.
9.5 Nhan dang cac loai Campylobacter (tuy chon)

9.5.1 Khai quat

Trong s6 cac Campylobacter phét trién & 41,5 °C, céac loai thudng gap nhat 1a Campylobacter jejuni va
Campylobacter coli. Tuy nhién, cac loai khac thudng gap dudc mo ta (Campylobacter lari, Campylobacter
upsaliensis va mot s6 loai khac); cac dic trung dudgc néu trong Bang 2 cho phép phan biét ching.

9.5.2 Phat hién catalaza

Déi v6i mbi khudn lac dudc chon trong 9.4.2.2, nhing mét vong dich cdy vao mét giot dung dich hydro

peroxit (5.4.4) lén mot lam kinh sach.

Phép th{r dudc coi la duong tinh néu bot bong bdng xuat hién trong vong 30 s.

Khang dinh cac két qua st dung cac kiém chiing duong tinh va am tinh. Cac vi du vé cac chling kiém
chimg thich hop 1a Staphylococcus aureus NCTC 8532 (kiém chiing duong tinh), Enterococus faecalis
NCTC 775 (kiém chiing am tinh).

9.5.3 Phat hién do nhay véi axit nalidixic va xephalotin

Dung vong que cdy (6.11) 18y ting khudn lac dugc chon trong 9.4.2.2 @& chuén bi huyén phu trong
canh thang Brucella (5.4.2) 8 mat d6 0,5 trén thang McFarland.

Pha loang huyén phu nay véi ty 1& 1/10 st dung cing mét canh thang.

Phit ngap mét I16p huyén phu lén bé mat dia thach huyét Hinton Mueller 5 % (5.4.6).

D& cho ti€p xtc 5 phat, sau d6 dé rdo huyén phu.

Sé&y kho dia 10 phut trong t say (6.2) dé & 37 °C.

bat dia axit nalidixic va dia xephalotin (5.4.7) I1én mat dia thach.

U cac dia v6i ndp lat Gp, & 37 °C trong 22 h + 2 h trong méi trudng vi hiéu khi (6.14).

Dién giai k&t qua vé su phat trién vi khuan theo cach sau day:

— phat trién trong ving ti€p xuc véi dia dudc phan loai la bén vitng (c6 kha niang dé khang);

— ¢6 mat mot viing Gc ché véi moi kich ¢d dugdc phan loai l1a ¢6 kha ndng cam nhan.

9.5.4 Phat hién thay phan hipurat

Déi v8i mbi khuan lac dudc chon trong 9.4.2.2, st dung que cay vong (6.11) 1y mot vong dich cay dé
chuan bi huyén phu trong 6ng phan giai huyét (6.7) chia 0,4 ml dung dich natri hipurat (5.4.5), cha y
khéng dudc dé 1an thach.
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L&c dé tron ky va 0 2 h trong néi cach thily (6.4) d& & 37 °C hodc G am 4 h 6 37 °C.
Can than thém 0,2 ml dung dich ninhydrin (5.4.5) 1&én dinh cla dung dich natri hipurat. Khéng Iac.
Dién giai k&t qua sau khi G thém 10 min trén ndi cach thuy (6.4) hoac dé trong ti &m & 37 °C.
Mau tim dam chiing té phan (ng duang tinh.
Mau tim nhat hodc khéng d8i mau chiing té phan (ng am tinh.
Khang dinh cac két qua st dung cac kiém chiing duong tinh va am tinh. Vi du vé cac chling kiém chiing
thich hop 1a Campylobacter jejuni NCTC 11351 (kiém chiing duong tinh), Campylobacter coli NCTC
11366 (kiém chimng am tinh).
9.5.5 Phat hién thdy phan indoxyl axetat

Cho mét khuén lac dudc chon trong 9.4.2.2 1én dia indoxyl axetat (5.4.8) va thém mét giot nuéc cat vo

trung. D& phan (ing dudc rd rang, can st dung mét vong day cac khuan lac.

Né&u indoxyl axetat bi thly phan, thi mau sac sé& chuyén sang xanh dam trong 5 min d&n 10 min. Néu

mau sic khéng ddi chiing to su thly phan khéng xay ra.

Khang dinh cac két qua st dung cac kiém chiing duong tinh va am tinh. Cac vi du vé cac chling kiém
ching thich hop la Campylobacter jejuni NCTC 11351 (kié°m ching duong tinh), Campylobacter lari
NCTC 11352 (kiém chimg am tinh).

9.5.6 Dién giai

Cac loai Campylobacter phét trién 6 41,5 °C ¢6 thé dudc nhan dang theo Bang 2.

Bang 2 — Dic trung cua cac loai campylobacter

Pac trung C.jejuni C.coli C.lari C.upsaliensis
Catalaza (9.5.2) + + + - hoac nhe
Axit nalidixic (9.5.3) S® S® R/SP S
Xephalotin (9.5.3) R R R S
Thuy phén hipurat (9.5.4) + - - -
Indoxyl axetat (9.5.5) + + - +

Chu giai: + = duong tinh; S = nhay; R = bén va — = am tinh

. Cho thay tang bén vimng v&i axit nalidixic clia cac ching C.jejuni va C.coli

® Tén tai C./ari vita nhay vira bén.
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10 Biéu thij két qua

Theo phan dién giai cac két qua, néu rd su cd6 mat hay khéng c6 mat Campylobacter trong phan mau
th(r x g ho&c x ml san pham. [xem TCVN 6404 (ISO 7218)].

11 Bao cao thir nghiém

Bao cao thr nghiém phai ghi ro:

a) moithéng tin can thiét d& nhan biét day d0 vé mau thi,
b) phuong phap I&y mau da st dung, néu biét;

c) moi sai léch trong moi trudng tang sinh hoic méi trudng phan 1ap th&r nhat hoac cac diéu kién G da

s dung;

d) méi trudng phan lap th hai da s dung;

e) moi chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chudn nay, hodc tly lua chon, cling véi cac chi tiét
bat thudng khac c6 thé anh hudng téi két qua;

f) cac két qua thr nghiém thu dugc.
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TANG SINH

PHAN LAP

Phu luc A
(Qui dinh)

So dd qui trinh

Phan mau thit
x g hoac x ml

l

9 x g hoac 9 x ml canh thang Bolton (5.2)

A 4

U trong diéu kién vi hiéu khi 3 37 °C trong 4 h dén 6 h va
sau d6 341,5°Ctrong44 h+4h

y

Thach mCCD (5.3) + méi trudng th( hai

U trong diéu kién vi higu khi 3 41,5 °C trong 44 h + 4 h

y

Cac khuén lac dién hinh (9.4.2)

y

Khang dinh (9.4.3 dén 9.4.6)

A4

Nhan dang (tuy chon) (9.5)

l

Biéu thi két qua (diéu 10)

va bao cao thr nghiém (diéu 11)

TCVN 7715-1 : 2007
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Phu luc B
(Qui dinh)

Thanh phan va chuan bi mdi trudng nudi cay va thuéc thir

B.1 Canh thang Bolton

B.1.1 M@i trudng co ban

B.1.1.1 Thanh phan

Dich thuy phan mé dong vat bang enzym 10,0 g
Lactalbumin hydrolysat 5049
Cao men 509
Natri clorua 509
Natri pyruvat 0,5g
Natri metabisulphit 0,59
Natri cacbonat 0,69
Axit o-Ketoglutaric 1,09
Haemin (dudc hoa tan trong natri hydroxit 0,1 %) 0,01g
Nud&c 1 000 ml

B.1.1.2 Chuan bj
Hoa tan cac thanh phan cad ban hodc méi trudng hoan chinh khé trong nuéc, bang cach dun séi, néu can.

Chinh pH sao cho sau khi khit tring pH cia méi trudng hoan chinh la 7,4 + 0,2 & 25 °C, néu can. Phan
phdi méi trudng co ban vao cac binh cau ¢ dung tich thich hgp. Khir truing mai trudng 15 min & 121 °C
trong ndi hap ap luc (6.1).

B.1.2 Huyét ngua da khir fibrin phan giai vé tring

S dung huyét ngua da phan giai saponin hodc dudc phan gii bang cap déng réi ra dong.

B.1.3 Dung dich khang sinh

16
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B.1.3.1 Thanh phan

Xefoperazon 0,02g
Vancomyxin 0,02g
Trimetoprim lactat 0,02g
Amphoterixin B 0,01g

Etanol/nwéc cét vo triing 50/50 (phan thé tich) 5mi
B.1.3.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan trong hén hop cla etanol va nudc cat vé trung véi ty 1& 50/50.

B.1.4 Mbi truéng hoan chinh

B.1.4.1 Thanh phan

M@éi trudng co ban (B.1.1) 1 000 ml
Huyét ngua da khir fibrin phan gidi vé trung (B.1.2) 50 ml
Dung dich khang sinh (B.1.3) 5ml

B.1.4.2 Chuan bj

B& sung huyét mot cach vo tring vao moéi trudng co ban & nhiét do tir 47 °C dén 50 °C, tiép theo dén
dung dich khang sinh va trén. Phan phéi moi trudng nay mét cach vo trung vao cac ong hozc cac binh
c6 dung tich thich hop (xem 9.1.2) dé thu dudc cac phan can thiét cho phép thir. Néu méi trudng ting
sinh d& dudc chuén bi trudc, thi méi trudng nay khéng dudc dé quéa 4 gid & nhiét d6 phong, hodc néu
b&o quan & nai t6i véi nhiét 3o 3 °C + 2 °C thi khdng qua 7 ngay.

B.1.5 Kiém tra tinh ning

Tinh nang clia canh thang Bolton phai dudc kiém tra theo cac phuong phap va céac tiéu chi trong
ISO/TS 11133-2. Céac vi du vé cac chling kiém chiing thich hop 1& Campylobacter jejuni NCTC 11351
hodc ATCC 33291 véi cac tiéu chi sau: > 10 khuén lac trén thach deoxycolat xefoperazon than cai bién
(mCCD) sau khi G vi hi€u khi 6 41,5 °C trong 44 h + 4 h.

B.2 Thach deoxycolat xefoperazon than cai bién (mCCD)

B.2.1 Mai truéng co ban
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B.2.1.1 Thanh phan

Cao thit 10,09

Dich thuy phan mé déng vat bang enzym 10,09

Natri clorua 5049

Than ci 4,049

Dich thuy phan casein bang enzym 30¢g

Natri deoxycolat 109

Sét (1) sulfat 0,259

Natri pyruvat 0,25¢g

Thach 8,0 g dén 18,0 g
Nuéc 1 000 ml

B.2.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan co ban hodc méi trudng co ban hoan chinh khé trong nuéc, bang cach dun dén
s6i. Chinh pH sao cho sau khi khir trung pH 1a 7,4 + 0,2 & 25 °C, néu can. Phan phdi méi trudng co ban
vao binh cau c6 dung tich thich hgp. Khir trung 15 min trong ndi hap ap luc (6.1) & 121 °C.

B.2.2 Dung dich khang sinh

B.2.2.1 Thanh phan

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

B.2.2.2 Chuin bj

Hoa tan cac thanh phan trong nudc. Loc dé khir triing.

B.2.3 Mbi truéng hoan chinh
B.2.3.1 Thanh phan
M@éi trudng co ban (B.2.1) 1 000 ml

Dung dich khang sinh (B.2.3) 5ml

Y Ty thudc vao siic déng clia thach.
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B.2.3.2 Chuan bj

Cho dung dich khang sinh vao méi trudng co ban, lam ngudi dén 47 °C dén 50 °C sau d6 khudy can
than. R6t khoang 15 ml méi trudng hoan chinh vao cac dia Petri vé tring. D& cho déng dac. Ngay truéc
khi st dung, lam khé c&n than cac dia thach, t6t nhat [a md ndp va dé mat thach Up xuéng phia dudi, dé
vao t sdy (6.2) trong 30 min ho&c cho dén khi bé mat thach khd. Néu da chudn bi truSc thi cac dia
thach chua khé khong dé qua 4 h & nhiét d6 phong, hodc néu bao quan & nai t6i véi nhiét d6 3 °C +2 °C
thi khdng qua 7 ngay.

B.2.4 Kiém tra tinh ning

DaGi vGi viéc xac dinh tinh chon loc va hiéu qua, xem ISO/TS 11133-1. D4i vGi cac tiéu chi thuc hién,
xem Bang B.5 cla ISO/TS 11133-2 : 2003.

B.3 Thach huyét Columbia

B.3.1 Mai truéng co ban

B.3.1.1 Thanh phan

Dich thuy phan mé déng vat bang enzym 23,09

Tinh bot 1,09

Natri clorua 5049

Thach 8,0 g dén 18,0 g
Nuéc 1 000 ml

B.3.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan co ban hodc méi trudng cd ban hoan chinh khé trong nudc, bang cach dun
néng. Chinh pH sao cho sau khi khit tring pH 1a 7,3 + 0,2 & 25 °C, néu can. Phan phdi méi trudng co
ban vao binh cau c6 dung tich thich hgp. Khr truing 15 min trong ndi hap ap luc (6.1) & 121 °C.

B.3.2 Huyét ciru vé trung da khir fibrin

B.3.3 Mbi truéng hoan chinh
B.3.3.1 Thanh phan
M@éi trudng co ban (B.3.1) 1 000 ml

Huyét cliu vo trung da kh fibrin (B.3.2) 50 ml

Y Tly thudc vao slc déng cla thach.
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B.3.3.2 Chuin bj

Cho huyét mét cach vé tring vao mai trudng ca ban, 1am ngudi dén 47 °C dén 50 °C. Ro6t khoang 15 ml
méi trudng hoan chinh vao cac dia Petri vo tring. D& cho déng dic. Ngay truée khi st dung, lam khé
can than cac dia thach, t6t nhat 1a md ndp va dé mat thach Up xuéng phia dudi, d& 30 phut trong ti sdy
(6.2) ho&c cho dén khi bé mat thach khd. Néu da chuén bi trubc thi cac dia thach chua kho khong dé
qué 4 h & nhiét d6 phong, hoic néu bao quan G nai t6i véi nhiét dd 3 °C + 2 °C thi khéng qua 7 ngay.

B.4 Canh thang Brucella

B.4.1 Thanh phan

Dich thuy phan casein bang enzym 10,09
Dich thuy phan mé déng vat bang enzym 10,09
Glucoza 109
Cao men 209
Natri clorua 5049
Natri hydrosulfit 0,19
Nuéc 1000 ml

B.4.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan co ban hodc méi trudng co ban hoan chinh khé trong nudc, bang cach dun
néng, néu can. Chinh pH sao cho sau khi khir tring pH la 7,0 £ 0,2 & 25 °C, néu can. Phan phdi méi
trudng co ban nay véi cac lugng 10 ml vao cac 6ng nghiém cd dung tich thich hgp. Kh{r truing 15 min
trong ndi hadp ap luc (6.1) 6 121 °C.

B.5 Thudc thir phat hién oxidaza

B.5.1 Thanh phan
N,N,N’,N’-Tetrametyl-1,4-phenylenediamin dihydro clorua 109

Nuéc 1 000 ml
B.5.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan trén trong nudc ngay trude khi st dung.

B.6 Thudc thir phat hién thuy phan hipurat

B.6.1 Dung dich natri hipurat
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B.6.1.1 Thanh phan
Natri hipurat 1049
Dung dich mugi dém phosphat (PBS) bao gom:

natri clorua 859

dinatri hydrophosphat ngam hai phan t& nuéc (Na,HPO,.2H,0) 8,98 g

natri dihydrophosphat ngam mét phan t& nuéc (NaH,PO,.H,0) 2,719
Nudc, vira dl 1 000 ml

B.6.1.2 Chuan bj

Hoa tan natri hipurat trong dung dich PBS. Loc dé khtr triing. Phan phéi thudc thir mét cach vé tring véi
céac lugng 0,4 ml vao cac ng nghiém nhé c6 dung tich thich hop (6.7). Bao quan & khoang —20 °C.

B.6.2 Dung dich ninhydrin, 3,5 % (kh&i lugng/thé tich)

B.6.2.1 Thanh phan

Ninhydrin 1,759
Axeton 25 ml
Butanol 25 ml

B.6.2.2 Chuan bj

Hoa tan ninhydrin trong hén hop axeton/butanol. Bao quan dung dich noi téi trong td lanh t6i da 1 tuan.

B.7 Thach huyét Hinton Mueller

B.7.1 Mai truéng co ban

B.7.1.1 Thanh phan

Dich thuy phan mé déng vat bang enzym 6,09

Dich thuy phan casein bang enzym 1759

Tinh bét, c6 thé hoa tan 159

Thach 8,0 g dén 18,0 g
Nuéc 1 000 ml

Y Tly thudc vao siic déng clia thach.
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B.7.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan co ban hodc méi trudng co ban hoan chinh khé trong nuéc, bang cach dun dén
s6i. Chinh pH sao cho sau khi khir trung pH 1a 7,3 + 0,2 & 25 °C, néu can. Phan phdi méi trudng co ban
nay vao cac binh cau c6 dung tich thich hogp. Khir tring 15 min trong ndi hap ap luc (6.1) & 121 °C.

B.7.2 Huyét ciru vé trung da khir fibrin

B.7.3 Mbi truéng hoan chinh

B.7.3.1 Thanh phan

M@éi trudng co ban (B.7.1) 1 000 ml
Huyét cliu vo trung da kh fibrin (B.7.2) 50 ml
B.7.3.2 Chuan bj

Cho huyé&t mét cach vo trung vao méi trudng co ban, 1am ngudi dén 47 °C dén 50 °C sau do trén déu.
Ré6t khoang 15 ml méi trudng hoan chinh vao cac dia Petri vé tring. D& cho déng dic. Ngay trudc khi
st dung, 1am khé cén than cac dia thach, t6t nhat 1a mé ndp va dé mat thach Up xudng phia dudi, dé
vao ti sdy (6.2) trong 30 min hodc cho dén khi bé mét thach khd. N&u da chuén bi trude thi cac dia
thach chua kho khong dé qua 4 h & nhiét d6 phong, hoc néu bdo quan & nai t6i véi nhiét d6 3 °C + 2 °C thi
khéng qué 7 ngay.

B.8 Dia indoxyl axetat

B.8.1 Thanh phan

Indoxyl axetat 0,19
Axeton 1 ml
B.8.2 Chuan bj

Hoa tan indoxyl axetat trong axeton. Thém 25 pl d@&n 50 pl dung dich nay vao cac dia gidy tréng (dudng
kinh dia tir 0,6 cm dén 1,2 cm). Sau khi d& khé & nhiét dd phong, bao quan céac dia nay & 4 °C trong 6ng

nghiém mau nau hoac trong chai cé6 chira silica gel.
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