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Loi ndi dau
TCVN 6401 : 1998 hoan toan tuong duong véi ISO 10560 : 1993 (E)

TCVN 6401 : 1998 do Ban ky thuét tiéu chudn TCYN/TC/F12 Sira va san
pham sira bién soan, Tong cuc Tiéu chudn - Do ludng - Chét lugng dé nghi,

B& Khoa hoc, Cong nghé va Moi trudng ban hanh.
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Sita va san pham sita -
Phat hién Listeria monocyiogen

Milk and milk products — Detection of Listeria monocytogenes

@ Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay qui dinh phuong phap phat hién Listeria monocytogens trong sira va san pham sira.

2 Tiéu chuan trich dan

TCVN 6404: 1998 (ISC 7218:1997) Vi sinh vat hoc — Nguyén tac chung vé kiém tra vi sinh vét.

TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261:1989) Sira va san phadm sira — Chudn bi m&u thir va cac dung dich pha

loang Gé€ kiém tra vi sinh vét.

3 Dinh nghia

Ap dung dinh nghia sau day trong tiéu chuén nay :

’ Listeria spp : Cac vi sinh vat tao thanh cac khuan lac dac trung trén moi trudng dac chon loc va
cho thdy rd cac dac tinh hinh thai hoc. sinh ly hoc va sinh hod nhu mé t&, khi tién hanh thir theo tiéu

chuan nay.
3.1.1 Listeria monocytogen : la mét loai Listeria gay bénh va co thé phan biét véi loai Listeria khéng
gay bénh khac cé mat trong sira va san pham sira bang cac dac tinh sinh hoda nhat dinh.

3.2 Phat hién Listeria monocytogen : la viéc xac dinh sy c6 mat hay khong cla céc vi sinh vat nay
trong mét khéi iugng hay mét thé tich dugc qui dinh, khi tién hanh thir theo tiéu chuén nay.
4 Nguyén tac

Nhin chung. viéc phat hién Listeria spp. doi hdi it nhét ba giai doan lién tuc nhu trong 4.1 dén 4.2. Xem

thém so db aui trink thi trong hinh 1.

[
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Phan mau thir (25 g hoac 25 ml)
+
Moi truong tang sinh chon loc (225 ml)

Nuéi &m & 30°C trong 48 h
¥

Ria cay trén thach Oxford

Nudi 4m & 37°C trong 48 h
v

Chon nam khuén lac dac trung tir méi dia

v

Céay vao moi truong TSYEA

Nubi &m & 37°C trong 24 h (ho&c lau hon, néu can)

\

Céc phép thur tiép theo

Hinh 1 — So dé qui trinh thu

4.1 Tang sinh trong mdi trudng Idng chon loc
Céy phan mau thir vao méi truding chon loc va nudi 4m & 30°C trong 48 h.
4.2 Phan lap va nhan dang so bd

Cdy tir mau thir trong méi trudng tang sinh (4.1) vao méi trudng phan lap, nudi &m ¢ 37°C va sau 48 h
kiém tra su co mat cac khudn lac dugc coi la Listeria spp gia dinh theo dang vé bén ngoai.

4.3 Khiang dinh

Céy truyén cac khudn lac Listeria spp. gia dinh (4.2) 1én m6t méi truding dac khéng chon loc, va khéng
dinh bang céac thir nghiém hinh thai, sinh Iy va sinh ho4.

5 Méi truang nuéi cay va thudc thu

5.1 Khai quat

xem TCVN 6404 : 1998 (ST 7218).
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5.2 Méi trudng nudi cay
5.2.1 Méi truong chon ipc: Moi truong tang sinh
5.2.1.1 Msi truéng co ban

5.2.1.1.1 Thanh phén

Canh thang tripton dau tuong: " 30g
Cao men 6g
Nudc : 1000 ml

1) Thanh phan cua canh thang dau tuong :

Tripton (thuy phén pancratic tir casein ) : 17 g
Soyton (thuy phan papaic tir bdt dau tuong): 3 g
ﬁ Dextroza : 25¢g
Natri clorua : 5¢
Dikali photphat : 25¢g

52112 Chuanbj I

Hoa tan cac thanh phan khé hoac moéi trudng co ban hoan chinh khé trong nudc bang cach dun soi.
Néu can, chinh pH sao cho sau khi khir trung pH 1a 7,3, & nhiét d6 25°C.

Phan ph6i timg lugng 225 ml vao cac binh thi nghiém dung tich 500 m! (ho&c cac bdi s6 cla 225 mi vao
cac binh thi nghiém c6é dung tich thich hop). Khir trung 15 phut trong néi hdp ap iuc (6.1.1.2) & 121°C.

h2.1.2 Phan bé sung 1

5.2.1.2.1 Thanh phén

Acrifiavin hidroclorua : 23 mg

Nude : 10 mi

5.2.1.2.2 Chuan bj
Hoa tan acrifiavin hidrociorua trong nudc. Kn(r tring qua loc.

Chu thich 1 - VE chi tiét ky thuat khir trung bang cach loc, co thé tham khac bat ki tai liéu nac thich hop

vé vi sinh vé&t hoc.
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5.2.1.3 Phan bé sung 2

5.2.1.3.1 Thanh phan
| Axit nalidixic (mu6i natri): 46 mg

Natri hidroxit (0,05 mol/l) : 10 ml

5.2.1.3.2 Chuén bi

Hoa tan axit nalidixic trong dung dich natri hidroxit . Khir tring qua loc.
5.2.1.4 Phan bé sung 3

5.2.1.4.1 Thanh phan

Xicloheximid : 57,5 mg
Etanoia : 4 mi
Nudc : 6 mi

5.2.1.4.2 Chudn bi

Hoa tan xicloheximid trong hon hop etanola/nudc. Khir tring qua loc.

5.2.1.5 Mdi truéng hoan chinh

B&o quan riéng moi trudng co ban (5.2.1.1) va cac phan bd sung da chudn bj (tir 5.2.1.2 dén 5.2.1.4)
ché t6i & nhiét do tir 2°C dén 5°C. Chudn bi méi trudng hoan chinh béng cach thém : 1 ml clia phan bé
sung 1; 2 ml cGa phan bd sung 2 va 2 ml clia phdn b6 sung 3 vao 225 mi méi trudng co ban (5.2.1.1).

Chu thich 2 — Khi c&n c6 thé sir dung cac binh thi nghiém cé dung tich thich hop khac, nhu cac bdi s6

tuong Ung véi 1 mil, 2m! va 225 mi.
5.2.2 Mébi truéng phan lap (thach Oxford)
5.2.2.1 Méi trudng thach co ban

5.2.2.1.1 Thanh phén

MOoi truting thach columbia co ban: 39g
Aesculin ; 1g
Amoni sat (Ill) xitrat : 05g¢g
Liti clorua : 1i5¢g
Nudc : 1 000 ml

5.2.21.2 Chudnbi

Ho& tan c4c thank phan ran trong nudc bang cach dun soi.
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5.2.2.2 Phéan b6 sung cho 500 m! mdi truéng trén

5.2.2.2.1 Thanh phan

Xicloheximid : 200 mg Fosfomixin : 5 mg
Colistin sunfat : 10 mg Etanola : 2,5 ml
Acriflavin : 2,5mg Nugc : 2,5ml
Xefotetan : 1 mg

5.2.2.2.2 Chuén bj

Hoa tan cac thanh phan ran trong hén hop etanola/nudc. Khir trung qua loc.
5.2.2.3 Chuan bi méi trusng hoan chinh

P L3y 500 ml méi trudng thach co ban (5.2.2.1). Khir trung 15 phit trong néi hdp ap luc (6.1.1.2) & nhiét
as 121 °c. Lam ngudi téi 50°C va bang thao tac vé trung thém phan bé sung (5.2.2.2). P6 pH clda mbi
truding cusi cling nay phai la 7,0 & 25°C.

Phan phéi moi trudng vao céc dia Petri v tring véi cac luong khoang 15 ml va dé cho dong lai.
5.2.3 Méitrusngnudicay dac : Thach cao men tripton dau tuong (TSYEA) - G

5.2.3.1 Thanh phan

Canh thang tripton dau tuong : 30¢g
Cac men : 6g
Thach”: tir12 g dén 18 g

Nudc : 1 000 mi

1) Tuy theo cudng dd gel cla thach

5.2.3.2 Chuén bi

Hoa tan céc thanh phan hoac méi trudng hoan chinh khé trong nudc bang cach dun séi.
Né&u can, chinh pH dé sau khi khir trung pH a 7,3 & nhiét dé 25°C.

Phan phdi cac luong khodng 6 ml méi trudng nudi cdy dic vao cac 6ng nghiém (6.2.2).
Khtr triing cac 8ng nghiém nay 15 phit trong néi hdp ap luc (6.1.1.2) & nhiét d6 121 °C.

Dat cac 6ng 6 tu thé nghiéng.
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Dé chuan bi cac dia thach, khir tring méi trudng nudi cdy dac trong céc binh hodc cac chai ¢ dung tich
thich hop. Phan phdi méi truong nay khi chung van con léng theo cac lugng khoang 15 mi vao cac dia
Petri v6 trung va dé cho dong lai.

5.2.4 Moi truong nuéi cay Iéng : canh thang cao men tripton dau tuong (TSYEB)

5.2.4.1 Thanh phan

Thanh phan cda méi truéng nay nhu qui dinh trong 5.2.1.1.1. Sirdung 6 g cao men.

5.2.4.2 Chuan bj

Chuén bi méi truong nay theo 5.2.1.1.2.

Phén phéi theo cac lugng khodng 6 mi vao cac dng nghiém trudc khi khir tring trong ndi hép ap Iuc.

5.2.5 Thach mau

5.2.5.1 Thanh phan

M6i truding co ban cla thach mau No.2: 40 g
Nudc : 1 000 ml
Méau ngua hoac mau curu da loai to huyét : 70 ml

1) Thanh phan cda thach mau No.2 :

Pepton proteoza - 15¢g
Thuy phén gan : v 25¢g
Cao men : 5g
Natri clorua : 5g

Thach (tuy theo cudng dd gel cla thach): 12g-18 g

5.2.5.2 Chuén bj

Hoa tan méi trudng thach mau khé trong nudc bang cach dun soi.

Néu cén, chinh pH sao cho sau khi khir trung pH [a 7,0, ¢ nhiét d6 25°C. Phan ph6i méi trudng vao cac
éng nghiém hoac cac binh thi nghiém dung tich khéng qua 500 ml.

Khir trung thach mau 15 phit trong néi h&p 4p Iuc (6.1.1.2) & 121°C.
Lam ngudi méi truting nay téi 45°C. B6 sung mau da loai to huyét va l&c déu.

Phan phéi mé! iruang thee carc luong khoang 20 mi vae cés dic Petri vé trung va dé cho déng lai.
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Dé chudn bi cac dia thach, khur trung moéi truong nudi cay dac trong cac binh hoac cac chai co dung tich
thich hop. Phan ph6i méi truong nay khi chung van con léng theo cac lugng khoang 15 ml vao cac dia
Petri vo trung va dé cho déng lai.

5.2.4 M6i truong nubi cdy Iong : canh thang cao men tripton dau tuong (TSYEB)

5.2.4.1 Thanh phan

Thanh phan ctia méi truong nay nhu qui dinh trong 5.2.1.1.1. S{r dung 6 g cao men.

5.2.4.2 Chuan bj

Chuén bi méi truong nay theo 5.2.1.1.2.

Phén phéi theo cac lugng khodng 6 ml vao cac 6ng nghiém trudc khi khir triing trong néi hip ap Iuc.

5.2.5 Thach mau

5.2.5.1 Thanh phan

M@i truding co ban clia thach mau No.2; ! 40 g
Nudc : 1000 ml
Mau ngua hoac mau curu da loai to huyét : 70 ml

1) Thanh phan cla thach mau No.2 :

Pepton proteoza - 15¢g
Thuy phan gan : : 25¢g
Cao men : 5g
Natri clorua : 5g

Thach (tuy theo cudng doé gel cla thach): 12g-18 g

5.2.5.2 Chuén bj

Hoa tan méi trudng thach mau kho trong nudc bang cach dun séi.

Né&u cén, chinh pH sao cho sau khi khir trung pH Ia 7,0, & nhiét dé 25°C. Phan ph6i méi trudng vao cac
éng nghiém hoac céc binh thi nghiém dung tich khéng qua 500 ml.

Kht trung thach mau 15 phut trong néi hap &p luc (6.1.1.2) & 121°C.
Lam ngudi méi truging nay t6i 45°C. B6 sung mau da Ioai to huyét va Iic déu.

Phan phéi méi rrudng thee cac lugng khoang 20 m! vae céc diz Petlri vo tring va dé cho déng lai.
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5.2.6 Canh thang c6 hidrat cacbon

5.2.6.1 Méi trudng co ban

5.2.6.1.1 Thanh phan

Pepton proteoza 10¢g Bromocresoli d6 tia : 0,02 g
Cao thit bo : 1g Nudc . 1000 ml
Natri clorua : 5g

5.2.6.1.2 Chudn bj

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

/""Néu can, chinh pH sao cho sau khi khir trung pH 1a 6,8, & nhiét dd 25°C.

Phan phéi moéi trudng nay vao cac 6ng nghiém theo cac luong sao cho sau khi khir trung con lai 9 mi.

Khtr triung thach mau 15 phat trong néi hdp ap luc (6.1.1.2) 6 121°C.

5.2.6.2 Cac dung dich hidrat cacbon

5.2.6.2.1 Thanh phan

Hidrat cacbon " 5¢
Nudc 100 ml

1) Can cé 100ml dung dich L-rhamnoza va 100m!
dung dich D-xyloza

5.2.6.2.2 Chuéanbj
Hoa tan riéng timg hidrat cacbon trong 100 mi nudc. Khir tring qua loc.
5.2.6.3 Mbi truéng hoan chinh

D6i véi mbi loai hidrat cacbon, bang thao tac vé trung thém 1 mi dung dich (5.2.6.2) vao 9 ml méi trudng
co ban (5.2.6.1). Néu cac thé tich méi truting co ban chuén bi nhé hon, thi thém cac thé tich dung dich
hidrat cacbon tuong (mg nho hon.

5.2.7 Mbi truong di dong

5.2.7.1 Thanh phan
|

| Pepton casein: 20,6g | Thach: &5g ;
_ Peptor th* : € ¢ Nudc: 1000 mi |




