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TIEU CHUAN VIET NAM

Sira va san pham siia -
Phat hién Salmonella (phuong phap chuén)

Milk and milk products — Detection of Salmonella (Reference method)

1 Pham vi ap dung
Tiéu chudn nay mo t4 phuong phép phat hién Salmonella trong sita va san pham sira.

Canh bdo - Phai tuén thu cac luu y vé an toan qui dinh trong diéu 4.

2 Dinh nghia
Ap dung dinh nghia sau day trong tiéu chudn nay :

2.1 Salmonella la cac vi sinh vat tao nén cac khuan lac dic trung trén moi trudng dac chon loc va khi tién

hanh thir theo tiéu chudn nay thi cho thay cac dac tinh sinh hod va huyét thanh da duoc mé ta.

2.2 Phat hién Salmonella Ia viéc x&c dinh surcé mét hay khong cua ioai vi sinh vat nay trong mét khéi luong

hay mét thé tich cu thé, khi tién hanh thir theo tiéu chuan nay.

3 Nguyén tac
3.1 Khai quat
Viéc phat hién Salmonella can thuc hién bon giai doan lién tuc theo md ta trong cac diéu tr 3.2 dén 3.5.
Cha thich — Xem thém so d6 ti€n hanh thir trong phu luc A.
3.2 Tién tang sinh trong méi trudng Idng
Cdy phan mau thir vao méi trudng tién tang sinh thich hop va nudi 4m & 37°C tir 16h dén 20h.
3.3 Tang sinh trbng méi trudng Idng chon loc
Céy dich cay thu dugc (xem 3.1) vao méi trudng tetrathionat va moi truding selenit xystin va nudi méi truting
tetrathionat & 43°C va méi trudng selenit xystin ¢ 37°C trong hai giai doan tir 18h dén 24h.
3.4 Ria cay lén dia va nhar dang

Tlr cac dich cay thu dugc (3.2}, cdy hai mébi trudng dac chon ioc.
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Nudi hai moi truding dac chon loc nay & 37°C va kiém tra sau 20h dén 24h va, néu can, sau 40h dén 48h
kiém tra sur cé mat clia cac khuén lac dugc coi la Samonella theo cac déc tinh cla chung.

3.5 Khang dinh

Céc khuan lac duoc coi la Samonella s& duoc céy truyén tiép va khang dinh qua cac thd nghiém sinh hoa va

huyét thanh hoc.

4 Luuy veé an toan

4.1 Qui trinh qui dinh trong tiéu chuén nay chi dugc tién hanh trong cac phong thi nghiém c6 cac diéu kién

thich hop va dat dudi su kiém soét clia chuyén gia vé vi sinh vat.

4.2 Céc qui trinh nay khong dugc tién hanh trong cac phong thi nghiém kiém tra chét luong, hay trong cac

o ban san xuét hoac ché bién thuc pham, noi ¢6 nguy co nhiém bén tir méi trudng.

4.3 Phai ludn thuc hién ddy dl cac chl y vé vi khuén hoc trong sudt qua trinh tién hanh qui trinh. Phai dac
biét chu y 16i viéc khir trung céc trang bi da st dung va méi truong sau khi kiém tra cac mau con nghi ngd va

trudc khi loai bo hay tai sir dung.
__5_ M&bi truong nubi cay, thudc thir va huyétthanh .
5.1 Nguyén liéu chinh

DE lam tang do tai 1ap cua két qud, nén sir dung cac thanh phan chinh kho, ho4c cac méi trudng hoan chinh
kho d& chudn bi cac méi truding nudi cdy. Can tuan thi nghiém ngat cac hudng dan cla nha sén xudt khi

chuén bi méi truding nudi cay.
Céc hoa pham str dung dé chuén bi méi trudng nudi cdy phai la loai phan tich.

Nudc sir dung phai |2 nudic cat hodc nudc da khir ion, khong chira cac chét co thé e ché su sinh trudng cla

céac vi sinh vat trong cac diéu kién thir nghiém.

Do pH bang pH mét.

N&u méi trudng nudi ¢y va thudc thir chua st dung ngay thi phai bao quan ché t6i va & nhiét do tu 0°C dén
5°C nhung khong qué 1 thang va trong cac diéu kién khong lam bién doi thanh phan cia chang, trir khi c6 qui

dinh khac.

5.2 M6i trudne va thuée thir
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5.2.1 Mbi trudng tién tang sinh : nudc dém pepton

Thanh phan

Pepton : 10,0g
Natri clorua : 50¢
Dinatri hidrooctophophat ngam 12 phan tit nutc (NaH PO4.12H,0): 9,0g
Kali hidrooctophophat (KH2PO,) : 1,59
Nudc : 1 000 ml
Chuén bi:

Hoa tan cac thanh phén trong nudc bang cach dun sai.

Néu can, chinh pH d€ sau khi khir triing pH 12 7,0 + 0,1 ¢ 25°C. Khir tring méi truding nay bang hap ap luc
15 phit & nhiét do 121 °C + 1°C.

Phan phéi méi truong nay mét cach vé tring vao cac binh thi nghiém v trung cé dung tich thich hop dé co
duoc cac phan mau thir cén thiét cho thir nghiém.

~ 5.2.2 M&i trusng tang sinh chon loc thir nhét : méi trudng tetrathionat (Mulier - Kauffmann)

5.2.2.1 M6i trudng co ban

Thanh phan

Cao thit : 50¢
Pepton : 10,0 ¢
Natri clorua : 3,09
Canxi cacbonat : 450¢
Nudc : 1.000 mi
Chuéan bi:

Thém cac thanh phén co ban khé hoac phan co ban hoan chinh khé trong nudc va dun s6i cho dén khi hoa

tan hét cac thanh phén c6 thé tan duoc.
Néu can, chinh pH dé sau khi khirtring pH 1a 7,0 + 0,1 & nhiét d6 25°C.

< Cm LN
~ o

Khi trung phén co ban nay bang hap &p luc 15 phi* ¢ nhiét 65 127 “C -

n
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5.2.2.2 Dung dich natri thiosunfat

Thanh phan

Natri thiosunfat ngam 5 phan t& nudc (NaS,03.5H,0): 50,0 ¢
Nudc: 100 ml
Chuén bj

Hoa tan natri thiosunfat trong mét phan thé tich nudc.

Pha lodng bang nudc dén 1 000 ml.

Khr trang dung dich nay béng hap &p luc 15 phat & nhiét dé 121 °C + 1°C.

5.2.2.3 Dung dich iodua

Thanh phan

{0t : 20,0¢g
Kali iodua : 250¢g
Nudc : 100 ml
Chuén bi

Hoa tan kali ibdua trong mét luong nudc ti thiéu va thém i6t.
Lac cho dén khi hoa tan hoan toan.
Pha loang dén 100 mi.

Béo quan dung dich nay trong chai sAm mau c¢é nut chat.

5.2.2.4 Dung dich xanh brillant

Thanh phén

Xanh brilliant (xem phu luc B): 0,5 g (x&p xi)
Nugc : ‘ 100 ml
Chuan bi

Pha xanh brilliant vao nudc,

Bdo quan dung dich nay it nhat 12 1 ngay trong chd t8i dé qua trinh tur khir tring xay ra.
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5.2.2.5 Dung dich mét bo

Thanh phan

Mat bo kho : 10,0 g
Nudc : 100 m!
Chudn bi

Hoa tan mat bo kho trong nudc bang cach dun soi.

Khi tring dung dich nay bang hép &p luc 15 phat & nhiét d6 121 °C + 1°C.

5.2.2.6 M6éi trudng hoan chinh

Thanh phan
riAéi truding co ban : 900 ml
Dung dich natri thiosunfat : 100 mi
Dung dich iédua : 20 ml
Dung dich xanh brilliant : 2mi
Dung dichmétbo: e .50 m o
Chuén bi

Cho céc thanh phan khac vao méi truding co béan theo thir tu cac thanh phén trén, trong diéu kién vo trung.
Sau mébi 1an thém phai l&c déu cac chét long.

Phan ph&i méi truong nay mét cach vo trang vao céc binh thi nghiém vo trung c6 dung tich thich hop dé ¢co
rdu’qc cac phan mau thir cén thiét cho thir nghiém.

Méi trudng hoan chinh nay chi sir dung trong vong mét tuan.

5.2.3 M6i trudng tang sinh chon lgc thir hai : moi truong selenit Xystin

Canh bao — Phai dac biét than trong khi sir dung dung dich selenit do doc tinh tiém an cla
chang. Trong mei tinh huéng khéng dugc hut bang miéng.

5.2.3.1 Mbdi trudng co ban

Thanh phan
Tripton : 500
Lactoze . 40¢

Dinatr hidrocstophopha ng&m 12 phan t nudc (NapHPG.. 120505!

[l
(o8]
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Natri hidroselenit : 40¢
Nudc - 7 1 000 mi
Chuan bi

Hoa tan ba thanh phan dau tién trong nudc bang cach dun séi 5 phat. Sau khi dé ngudi cho thém natri

hidroselenit.
N&u can, chinh pH dé sau khi khir trung pH 12 7,0 + 0,1 & nhiét d6 25°C.
Khong hap ap luc.

5.2.3.2 Dung dich L-xystin

Thanh phan

L-xystin : 01g
Dung dich 40g/l natri hidroxit : 15 ml
Nude : 85 ml
Chuan bi

Hoa tan L-xystin trong dung dich natri hidroxit. Pha lodng bang nudc d&-khi tring-cho t6i 100 ml trong mot

binh thi nghiém v6 trung.

Khéng hép ap luc.

5.2.3.3 Mai trusng hoan chinh

Thanh phan
Moi truting co ban : 1 000 mi
Duhg dich L-xystin : 10 ml

Chué’n bi

Lam ngudi mbi trudng co ban va thém dung dich L-xystin mdt cach vo trung.
Néu can, chinh pH dé sau khi khirtring pH la 7,0 + 0,1 & nhiét d6 25°C.
Khong hap ap luc.

Phan phdi méi trudng nay mét cach vo trung vao céc binh thi nghiém v trung c6 dung tich thich hop dé co

duoc cac phan mau thir cén thiét cho thir nghiém.

Chuan bi md’ trudng hoan chinh nay trong ngay su dung.
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5.2.4 Méitruong dac chon igc thir nhéat | Thach sunfit bismut

Thanh phén
Pepton : | 10,0 ¢
Cao thit bo : 50¢g
Giucoza : 50g
Dinatri hidrooctophophat ngam 12 phan tir nudc (NapHPO,.12H,0): 40¢
Sat (ll) sunfat: 03g
Amoni Xitrat bismut: 1,85¢
Natrt sunfit: 6,15¢g
p~ Thach: tir 15 g dén 25 g (theo chi dan cGia nha san xuat)
Xanh brilliant (Xem phu luc B) 0,025¢g
Nudc 1 000 mi
Chuan bj

Hoa tah cac thanh ;;han trohg nuoc bang cach dun sobi kihoérigﬁ phat.
Chinh pH dén 7,7+ 0,1.

Lam ngudi dén khoang 45°C dén 50°C, khusy nhe cac hat Io Iing.

Khoéng hép ép luc.

‘Chuyé’n moi truong nay theo cac luong 20 mi vao cac dia Petri vo tring va dé yén cho déng dac lai.
Ngay trudc khi str dung, sdy thét khé cac dia, t6t nhat 1a mo nép va dé Gp bé mat cla thach xudng dusi, trong

tl s&y hodc tl &m (6.2) da chinh & 50°C+ 5°C trong 30 phut.

Cha thich — Céc dia nay mat tinh chon loc sau 72 h.
5.2.5 M@éi truong dac chon loc thir hai

5.2.5.1 Khai quat : Méi truding déc chon loc thir hai phai 1a mét trong cac méi trudng qui dinh trong céc diéu

tr 5.2.5.2 dén 5.2.5.4, ho&c do thr nghiém vién chon, hoac do ngudi yéu cau thir nghiém chon.

5252 Thact xanh briliiant / do phenol (Edel vé Karmpeimacher!
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5.2.5.2.1 Mbi trueng co ban

Thanh phan

B6t cao thit bo 50¢

Pepton : 10,0 g

B6t cao men : 3,09

Dinatri hidrooctophophat ngam 12 phén t0r nudc (NapHPO4.12H20): 1,09

Natri dihidrooctophophat ngam 2 phan tir nudc (NaHoPO4.2H20): 05¢

Thach : tir 12.g dén 18 g (theo chi dan clia nha sén xuét)
Nudc : 900 mi

Chuén bj

Hoa tan cac thanh phan co ban khd hoac phén co ban hoan chinh khé trong nudc bang céach dun séi.
N&u cérn, chinh pH dé sau khi khirtrung pH 1a 7,0 + 0,1 6 nhiét do 25°C.

Phan phdi moi trudng co ban nay vao cac 6ng nghiém hoac cac binh thi nghiém c6 dung tich khong 16n

-~ hon 500-ml.

Khir tring méi trudng co ban nay bang hap &p lyc 15 phit & nhigt d6 121 °c + 1°C.

5.2.5.2.2 Dung dich duéng /do phenol

Thanh phan

Lactoza : 10,0 ¢
Xacaroza . 10,0 g
Do phenol : 0,09¢g
Nudc : 100 mi
Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan trong nudc.
Pun 20 pht trong néi céch thuy (6.5) & 70 °C +1°C.

Lam ngudi dén 55°C va sir dung ngay.

52525 Dung dich xanh brilliant

Thanh phar ve vies chudn bi dung dich xanh priliian: phai pht han vél

10
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.2.2.4 Méi trusng hoan chinh

Thanh phan

M6i truong co ban: 900 m!
Dung dich duding / dé phenol: 100 mi
Dung dich xanh brilliant: 1 mi
Chuén bi

Cho dung dich xanh brilliant trong diéu kién vo trung vao dung dich duting / dé pheno! da duoc lam ngudi
dén khoang 55°C. Cho hén hop nay vao méi trudng co ban tan chay, duoc gitr & nhiét 'dé tir 50°C dén 55°C
va tron.
Cho mdi trudng nay theo timg luong khodng 15 m! vao cac dia Petri va dé cho déng dic lai.

rNgay trudc khi st dung. sdy that khd cac dia trong t sdy hoac trong td hat 4m (6.2) a8 & 50°C + 5°C trong
vong 30 pht, t6t nhét la bo nap dia ra va ap bé mat cua thach xuéng dudi.

Céc dia da chuan bi khéng giir lau qua 4h & nhiét dd phong hoac qué 24h trong ta lanh.

5.25.3 Thach XLD

Bét cao men : 30¢g
L-lyxin clorua hidro 50g
Xyloza : 3,75¢g
Lactoza : 75¢
Xacaroza : 75¢
Natri desoxycolat : 1,0g
Natri clorua : : 50g

rNatri thiosunfat : ‘ 6,8¢
Amoni sat (ll) xitrat : 0,8¢
DS phenol : 0,08 g
Thach : Tir12 g dén 18 g (theo chi dan clia nha san xut)
Nugc : 1 000 mi
Chuan bj

Hoa céc thanh phén trén vao nudce. Bun trong khi van khuay lién tuc cho dén khi méi truding sbi.
Khdng hap ap luc.
Néu cén, chinh pH sao che pH Ia 7,4 + 0,1, & nhiét do 25°C.

Phan phdi mo: truong nay theo timg luong 15 mi vao cac dic. ety vé trang v& dé cno dong lal. Diéu quar

trong i khdng chuén bi cac thé tich 16 vi sé kéo dal ths; gian dur.
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Ngay trudc khi st dung, sdy that khd céc dia 30 phdt trong t0 sy hoac trong td 4m (6.2) dé & nhiét 46 50°C+

5°C. t6t hon nén ma nap dia va ip bé mat thach xudng phia dudi.

5.2.5.4 Thach Hektoen enteric

Thanh phan

Pepton proteoza : 12,09

Bot cao men ¢ 3.0¢g
Lactoza : ' 12,09
Xacaroza : 12,0g
Salixin : 20g
Mugi mat : 9,0¢g
Natri clorua : 509
Natri thiosunfat ngam 5 phan t&r nudc (NazS204.5H20): 50¢
Amoni s&t (1) xitrat : 1549
Axit fuexin : 0,1g
Bromthymol xanh : 0,065¢g
Thach : Tir 12 g dén 18 g (theo chi dan cla nha san xuét)
Nue : _.__1000ml
Chuén bj

Hoa cac thanh phan trén vao trong nudc va ngam 10 phdt. Bun nhe va dé soi trong vai gidy cho dén khi

thach tan.

Khéng hap ap luc.

Néu can, chinh pH sao cho pH 1a 7,5 + 0,1, & nhiét do 25°C.

Phan ph&i moi truting nay theo timg lugng 15 ml vao céc dia Petri v tring va dé cho dong lai.

Ngay trudc khi sir dung, sdy that khd céac dia 30 phut trong 10 sdy hoac trong ti &m (6.2) dat 6 nhiét do

50°C + 5°C, t6t hon nén mé ndp dia va Gp bé mat thach xuéng phia dudi.

5.2.6 Thach dinh dudng

Thanh phéan

Cao thit : 300

Pepton : 50g

Thach Tir 9 g dén 18 g (theo chi dan cia nha san xuét)
NUOC ! 1 000 m!
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Chuan bj
Hoa tan cac thanh phan co ban kho hodc phén co ban hoan chinh khé trong nudc bang cach dun séi.
Néu can, chinh pH dé sau khi khirtrang pH 12 7,0 + 0,1 & nhiét 46 25°C.
Phan ph6i moi trudng nay vao cac 6ng nghiém hoac cac lo ¢6 dung tich khéng Idn hon 500ml.
Khir tring méi trudng bang hép &p luc 15 phat & nhiét 66 121 °C + 1°C.
Phan phéi méi trudng nay theo timg luong 15 ml vao cac dia Petri vo triung va dé yén cho dbng lai.
Ngay trutic khi su dung, sdy that kho cac dia 30 phit trong ti sdyv hodc trong td 4m (6.2) dé & nhiét do

50°Ci5°C, t6t hon nén md ndp dia va Up bé mat thach xuéng phia dubi.

5.2.7 Thach dudng / sat Hi

. Thanh phan
Cao thit : 30g
Cao men : 3,09
Pepton : 20,0g
Natri clorua : - , 50¢g
Lactoza: 10,0 g
Xacaroza : 10,0 g
Glucoza : 1,0g
Amoni sat (I1) xitrat : 0,3g

a Natri thiosunfat ngam 5 phan i nudic (NapS204.5H,0): 0,3g
D4 pheno! : | 0,024 g
Thach : Tir12 g d&n 18 g (theo chi dan cla nha san xuat)
Nudce : 1 000 mi
Chuén bj

Hoa tan céc thanh phan méi trudng kho hodc méi truting hoan chinh khé trong nudc bang cach dun sbi.
N&u can, chinh pH dé sau khi khirtrang pH Ia 7,4 + 0,1 & nhiét do 25°C.
Phan ph6i méi trudng nay theo timg lugng 10 ml vao céc éng nghiém cé duding kinh tir 17 mm dén 18 mm:.

.C

Kni trung méi truding bang hap ap Iuc 15 phi & nhigt ds 121 °C +1°C.

-k
(O3]
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Dé cac 6ng nghiém o tu thé nghiéng dé 6 dugc chiéu sau cot thach 1a 25 mm va mét mat nghiéng dai

40mm - 50 mm.
5.2.8 Thach ure (Christensen)

5.2.8.1 M&itruong co ban

Thanh phan

Pepton : 1,09

Glucoza : | 1,09

Natri clorua : 5049

Kali dihidrooctophophat (KH2POyu) : 20g

D6 phenol : 0,012g '

Thach : Tir12 g dén 18 g (theo chi dan cia nha san xuét)
Nudc : 1 000 ml

Chuén bj

Hoa tan cac thanh phan co ban khd hoac phan co ban hoan chinh kho trong nudc bang cach dun séi.
Néu can, chinh pH dé sau khi khirtrung pH la 6,8 + 0,1 6 nhiét d 25°C.

Khir tring méi trudng co ban nay bang hép &p luc 15 pht @ nhiét do 121 °c+ 1°c.

52.8.2 Dung dich ure

Thanh phan

Ure: 400¢g
Nudc vira du 1000 ml
Chuén bi

Hoa tan ure trong nudc. Khir trung qua loc va kiém tra lai d6 vo trung.

Ch thich — D6i v6i cac chi tiét vé ky thuat khir trung qua loc, tham khao thém cac sach ky thuat vé vi sinh vét.

5.2.8.3 Maitrusng hoan chinh

Thanh phan
M@i truding co ban : 950 m!
Dung dich ure . 50 mi

14
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Chuén bj
Trong diéu kién vo trung, cho dung dich ure vao méi trudng co ban truse do da dugc lam tan chay va lam
ngudi dén 45°C.
Phan ph6i méi truong nay theo tung luong 10 mi vao cac 6ng nghiém vo tring.

Dat céc 6ng nghiém & tu thé nghiéng.

5.2.8 Méi trudng lysin decacboxyl

Thanh phan

L-lysin monohidrociorua : 509

Caomen: ' 3,00
,Qlucoza X 1,0g

Bromocresol tia : 0,015¢g

Nugce : 1 000 mi

Chuén bi

Hoa tan cac thanh phan trén trong nudc bang cach dun séi.
Néu cén, chinh pH d& sau khi khirtrung pH 12 6,8 + 0,1 & nhiét do 25°C.

Phan phéi mbi truong nay theo timg luong 5 ml sang cac 6ng nudi cdy hep c6 duting kinh khoang 8 mm va

dai khoang 160 mm.

Khir trung méi truting nay bang hép ap Iuc 15 phit & nhiét d& 121 °C + 1°C.
g~

5.2.10 Thuéc thir dé phat hién B-galactosidaza

Chu thich — Co thé dung cac dia gidy duoc chuén bj sin theo huong dén ciia nha san xuét dé thay thé thudc

thir nay.

5.2.10.1 Dung dich dém

Thanh phan
Natri dihidrooctophophat ngam 2 phén tr nutc (NasHPO4.2H20): 68¢g
Dung dich natri hidroxit nong d6 x8p xi 4 g/l : 3 mi (xap xi)

NUoS " s50ml



