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TCVN 5518-1991 phu hgp véi ST SEV 6076-87

TOVHN 5518-1991 do Trung tém Tidu chudn-Do lutmg-Chéit luong
khu vgc 1 bidn sosn, Tdng cuc Tidu chudn - Do luomg - Chét
lugng 48 nghi va dugc Uy ban Khoa hoc Itha nude ban henhtheo
quyét dinh s6 613/QD ngay 8 thang 10 nim 1991.
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P10 CHUAN VIET NaM TCVN 5518-1991

THUC PHAM
Phuong phap phat hién va xac dinh
lugng vi khuln ho enterobacteriaceae
FOODSTUFFS
Methods for the detection and enumeration of
enterobacteriaceae

Tiéu chuin nay qui djnh nhimg phuong phap phat hién va =xac
djnt 88 vi khuln hg lnterobaeteriaceae ¢d trong thyc phdm. Tiéu
chuAn nay phu hgp voi ST SEV 6076-87.

1. DINH NGHIA

Vi khuén hg Enterobacteriaceae la vi khudn hinh que, gram am,
1én men glucoza va tao phan uUng oxydazo Am tinh.

2. QUI DINH CHUNG

Khi c6 s8 lugng vi khudn Enterobacteriaceae it hon 15 trong
1em? va nhiBu hom 3 trong 100 om® miu thi 1léng, hay la it hom
150 trong 1 gan va nhiBu hom 3 trong 10 gam mau thé & trang thai
khac thl ap dung phuong phap xac dinh 88 co xac sufit 1om nhat.
Khi sd lugng vi khudn ho Enterobacteriaceae, lon hon 15 trong
1em® mAu thi 16ng hojc nhiBu hom 150 trong 1 gam mAu thé dic,thi
ap dung phuong phép cay vao méi truﬁng aga trong hgp petri. Khi
phat hign bg Enterobacteriacese trong mdt lugng mAu nh&t dinh
ap dung phuong phap ting sinh so' bd.

3. NQI DUNG cUA PHOGNG PHAP

3.1. Phuong phap xac djnh s8 co sdc xudt lom nhit dya trén co
so cdy san phdm va cac ddm d§ pha loang cua chung trong cac 8ng
nghiém ¢6 mdi truong long chen lgc, W &m & diBu kién hi&u khi &
37+1°C trong 24 + 3 gi&. :

3.2, Phuong phap xac dinh 88 lugmg vi khuan, trong méi truomg
d#c dya trén viéc cdy thyc phém hodc cac dém d§ pha loang cua
chung vao mdi truong thach chidn doan chon lgc, a &m & 37 + 19¢

trong 24 gio.
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3.3. Phuong phap phat hién vi khudn dpa trén viéc cdy mdt
lugng séan phim thuc phém xdc dinh trong &nz nghidm ¢ mdi truong
16ng khdng chon l¢c, tang sinh so b, W &m o 37 + 1°¢ trong
18 + 2 gio, cly truydn sang méi truong 1ong phén 1ldp va céy truyén
tiép trén be mit moi truong agea chén doan chon lgc o glucoza.

-~ 7
4. NAU THU

4.1. WAu th dwoe 13y va chudn bi kiém nghiém theo TCVN 4886-89
(ST SEV 3013-14) va 4887-89 (ST SEV 3014-81).

4.2, Kn8i lugng (thé tich) cua mau kidm nghiém dung dé chudn
bj dung dich phe loang ban déu khdng dugc it hon 10,0 + 0,1g(cm
Néu cdy tryc tifp vao mdéi truomg aga chln doan thi 18y 1,Ocm3 mau
16ng hozc 1,0 cm3 huy8n dich gfc (mdu o dyng khéc). Néu cay vao

494

méi truomg 1dng khdng chon loc d& ting sinh so by thi 1dy  khong

{t hon 1g (cm3) mau thu.
5. DUNG CU VA THIET BJ

Dé tifn hanh kidm nghiém mau dung nhing dung cy va thiél bj
theo TOVN 4867-89 (ST SEV 3014-89) va théu :

1- Can thi nghiém;

¢~ Noi hép;

3~ B&p cach thuy;

4~ pH met voi d§ chinh xac + 0,1;

5- T4 dm & 37 + 1°C;

b= Hgp petri ¢6 dudng kinh trong 1o 90 + 2mm hodc
100 + 2mm;

T=- 6ng nghiém c¢o6 kich thuoc (16x160)mm va (20 x 20)mm

8- Pipét 1cm3 va 10 ija '

9~ Que céy;

10- Que ciy c6 dAu bing platin hoic la dia thuy tiuh;

11=- Kim cay

6. THUOC THﬁ, DUNG DICH, i0OI TROONG DINH LUONG
pd tidn hanh kidm nghigm cadn co :

1= Pepton;

2= Tropton nogc djch thiy ngén casein bing men;

3= Chiét thit (cao thit)
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4= Chiét n&m men khd (cao men )

5— Natriclorna (NaCl)

6- Glucoza

7- Kalidihydrophotphat (KH2PO4)

8- Dinatrihydrophotphat_khan (NazHPoa)

9~ Dinatri hydrophotphat ngém 12 phén te nuoc

(NaZHP04.12H20)

10- Mudi mit s8 3 (Natritorocolat)

11- M&t bo khd

12~ Aga

13- T{m tinh th&, dung djich 1% va 0,1% pha ché& nhu sau :
1,0g b§t thudc nhudm, hoa tan trong 80cm” nudc cft da dun néng
toi 60°C, khudy 1ién tuc trong 8ng dong cé mut mai. Sau khi lam
ngudi dinh mic trong binh dinh mic d&n 100 cm’. Tu dung djch g8c
dd pha loang thém b3ng nuoc cét voi ty 1€ 1 : 9 4di voi mdi
truong muc 6.20, cA hai logi dung dich do6 bao quan trong lo mau
& nhiét do phong khéng qua 3 thang.

14- Con etylic 96%

15- D4 trung tinh, dung dich 1% trong con. Pha ch& nhu
sau : cho 1,0g bt do trung tinh vao binh dinh mic va thém tur tw
con etylic 96% 'd8én 1CC em? d3ng thoi khufy tron lién tyc. Dung
dich duge bao qudn trong binh mau sdm, kin & nhigt dd phbng khéng
qua 3 thang. ‘

16—~ Dung djch lyc sang (xanh brillant), dung djch 0,5%
pha ch& nhu sau : cho 0,5g lyc séng vao binh dinh mfc va rot nucc
cat dé&n 100 cmj. Dung dich bao quen trong 1l¢ kin ¢ mau t8i o
nhiét 49 phong khdng qua 3 thang.

17- Dung djch d¢ bromocresol 1%. Phe ch& nhw sau :

Cho 1,0g dd bromocresol hoa tan trong 5 cm? dung dich
Natri hidroxit 4% va djnh mifc b3ng nuoc cAt téi 100 cm?. Bho quén
dung dich trong 1o kin co mau t3i & nhigt d§ phong khéng qua 3
théngu )

18- Nug'c pepton co dém. Pha ché nhu sau :

10,0g pepton; 5,0 Natriclorua; 9,0 g Natri Dinatrihidro-
photphat; 1,5z Kalidihidrophotphat. Hoa tan trong 1000 cm 3 auoe
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cE&t da dun sdi. H3u hgp duge lam ngudi toi 45-55°C va chinh  sao
1 & 1 L - ~ . . ! ? Q g
cho sau khi thanh trung co d¢ pH dgt 7,0 + 0,1 o 25°C. MOi
truong dugc phén ph8i vae cac 8ng nghiém, wdi dng 9,0 em® i vao
- X 2 L rd 3 - -
cac binh nfu cBn thé tich lom hon. Thanh trung trong 20 phut &

121 + 1°¢, Bao quén, méi tru&ng khdng qua 7 ngay o 4 + 194,

19+ Canh thang glucoza co dém voi xanh brillant ve mdt pha

ché nhu sau

19,1. Canh thang loang : 10,0g pepton; 5,0g glucoza; 6,5z
dinatrihidrophetphat; 2,0 g kali dihidrophotphat; 20,0g mat bo

2 dung dich xanh Brillant, Hoa tan trong 1OOOcm3 nue'e

%hd; 3,0 cm
cét trong khoang thdi gian khdng qua 30 phut, nhenh chong  lam
ngudi toi 45-55°C va chinh pH sao cho pH dgt khoang 7,2 + 0,1 &

3

~=0 o . ~ -~ . -~ 7 ” - - -~
257C. MO1i truomg khdng thenh trung o ndi hfp ma phdn phdi vao
i 10cm~.

~
ong

~ o . ~ 2o - .
nhung 8ng nghiém vd trung co kich thuwoc 16 x 160 mm; md

19:2, Canh thang dic : pha ch& nhu chi din & trén nnung moi
thanh phan 14y s8 lugng zfp d4i va phén phdi vao 8ng nghigm vo
trﬁng co kich thuoc 20 z 200 wm.

20« Thach glucoza - Tim tinh thé - db trung tinh - mudi mat.
Pha ch€ nhuw sau :

20,1. 61 truong co ban 7,0z pepton;: 3,0g cao men; 5,0g natri
clorua; 15,0g aga, hoa tan trong 1000 cm3 nuoc cit séi. HSn hop
dugc lam ngudi toi 45-55°C va didu chinn do pH sao cho sau kchi
kh® trung pH dat 7,4 + 0,1 & 25°C. Moi truong co ban duge Lhanh
trﬁng 15 phﬁt & 121 + 1°¢. Béo quan trong 1¢ kin khdng qud 30
ngéy o 4 + IOC.

s . L2 R T N ?
20,2. MOi truong chuan bji tw méi truong co ban :
1000 cm3 méi truomg oo bén da dun tan chiy dugc bd sung 1u,0g
o~ ~ . & s X o -

glucoza; 1,5g muoi mat; 2,0 cm3 dung djch tim tinh thé 1%; 3,0g
dung djch do trung tinh trong cbn 1%; hdn hgp trén dun ndng trén
LEp céch thuy & nhiét d§ 85-95°C trong 20-30 phut. Thinh  thodng
khudy déu.

- " 1 . ~ = Py b n- G g * . -’ -

20.3. Chuan bi, mdi truong tw tat ce cac thanh phan tuc la
xhéng chuin bi mdi truwong co ban da chuln bj riéng. Hoa tan t&t
cé cdc thanh phln cua mdi truomg da cho ¢ trén voi nudc cat dang

o)

51 hode hoi thoat nuoc. lidn hop dirge lam ngudi toi 45 - 55°C va
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chinh d6 pH sao cho pH dat 7,4 + 0,1 & 25°C. Méi truomg khéng
thanh trung trong ndi hdp, mdi trwong djc khéng dem dun chay.Mdi
tru&ng dugc chuén bj theo myc 20.2 hodc 20,3 dung dé cay trong
thach phai s dyng ngay trong ngay pha ch&. Ni trwomg pha  ché
theo myc 20.2 va 20.3 si dyng d& céy trén b8 mit thgch dugc rot
vao hdp petri, bao quan khdng qué 3 ngay o 4 + 1°C,

21+ NAi truong thach. Pha ché nhu sau :

5,0gr pepton; 3,0g chidt thjt 15,0 - 18,0g aga, hoa tan
trong 1000 em’ nude ofit sdi. HOn hop duge lam ngudi toi 45-55°C.
M6i trudmg dugc thanh trung 20 phit & 121 + 1°C. Chinh a3 pH
sao cho pH dat 7,0 + 0,1 ¢ 2.°C. RGt vao hdp petri bao quan khéng

qué 7 ngay & 4 + 1°¢C.
22 ,Mdi truong thach glucoza : pha ch& nhu sau :

10,0 g tripton ho#c djch thuy phén casein bing meﬁ, 1,5g
chiét thjt bi, 5,0g Natricclorua; 10,0g glucoza; 1,5 cm3 dung
djch dd bromocresol va 15,0g aga. Hoa tan trong 1000 cm® nude |
cft sbi. HSn hgp dugc 1am ngudi tdi 45-55°C va chinh pH dé& dat
pH 1n 7,0 + 0,1 & 25°C, Phén ph8i mdi truong vao 8ng nghifm mdi

8ng khoang 7,8 cm>, thenh trung 20 phit & 121 + 1°C va d& déng
lgi theo phuomg thing dimg. Bdo quan khdng qué 7 ngay & 4 + 1°C.
Trude khi cdy lam tan thach dng trén bép cach thly va d& ngudi
toi 37 + 1°C.

23 +Dung djch N,N,Ni N’ tetrametyl-para - phinilendiamin
dihidroclorua 1%. Pha ch& nhu sau :

1,0g thudc thl hoa tan trong 100 cm3, nudc cdt & nhigt
4§ 10-15°C. Dung djch dugc pha ch& ngay trudc khi st dung.

24 ,Gidy chi thj mau va cdc thudc thd khac dé& thlr oxidazo.

25 ,Dung dich va thuSc nhudm gram theo qui djnh hidn hanh.

Y ?
7. TRINH T¢ THU

7.1. Xac djnh 83 co xac sudt 1ém nhdt cha vi khuldn ho Entero-
bacteriaceae.
701.1, Tuy thudc vao s8 lugng khuin lac Bnterobacteriaceae
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. - = : 7 3 » . ~ » o~ ~ o
gia dinh trong méu thu va tuy thujc veo dam d§ miu thr dé nudi
c&y thec gui dinh hién hanh. Su dung canh thang glucoza co xanh
brillant va mét theo muc 6,19.

< ? ?

Tole2. MB1i truomg da cay u amo 37 + 1% trong 24 + 2 gic.

7.1.3. Voi m8i 8ng duong tinh (mdi trudng vin duc hofic Dbién
mau) c8y truydn 18n b8 mit cua méi truong chan doan ¢é glucoza
theo myc 6,20. trong hdp petri va phén b8 cac vach c8y sao cho
cac khuan lgc mgc riéng ré tach roi nhau. koi truong da céy u

8m 37 + 19¢ trong 24 + 3 gi&c

7.1.4. V&4 mbi mBi truomg thach da cly va  &m theo muc
7.1.3. ¢4 nhing khuén lgc dién hinh co mau hdng hodic @6 (¢d vimg
k&t tua hoic khong k&t thda), ho&c & nhimg khudn lgc khéng wau vu
nhdy (co vung k&t tua lojc khdng k&t tha) vdi dwomz kinh = khényg
nhd hon O,5mn, chon tuy y 9 lghué\n lgc nhuw vay d& phén lap tiép
theo myc 7.4.1. va lam cac tho nghiém sinh hoa khang dina tiép
theo trong myc 7.4.3.

-

702, Xdc¢ dinh 88 lugng vi khudn hgo Entlcrobacteriaceae bing
phuong phap cAy trén bé mit thgech trong lLijp petri.

7.2.1. Py thudc vao s8 lugng gia dinh vi khudn ho Enterobac~
teriaceas trong miu tnd va tuy thudc vao G4§ dém dic cha whu thi
cAy theo qui dinh hi&n hanh dung mbéi truong thach glucoza — mudi

- LT, e F il S | -
mét 86 2 -~ do trung tiah -~ tim tinh thé theo myc 6.20,

Mau thu dugce pha loang tw nhimg dung dich pha loang sev  cho

trén moi h{p petri moc tw 15 dén 150 khuidn lac dién hinh. Cay
tung Jcm3 midu thu 1éng va cac dung dich pha loang cua né hogc
tung Tem’ hiy8n dich gdc (ddi voi mau thl & dang khdc) va cac
dung djich pha loang thép phén ti€p theo song song V&o hai

ndp petri. ROt 10 + Tem?  wéi truong da dun tan va lam ngudi toi
45 + 1°C khdng chém qud 15 phit sau khi cdy. Nhanh tay trén  ddu
wdi truomg voli dung dich miu b%ng cach xcay tron va dé dong  dic
irén mit phgng ngang. Léi truomg da cdy va dé dong dgc nhu trén,
rét tidp (15 +2) cm® wdi truomg da da lam ngudi toi 45 + 1°C 1lén
trén.

<2, Bau kii 1&p mdi truomg phia trén d6ng dic 14t nguge

» by 2y o F t -~ - 3
ngp long ve u am o 37 4+ 19¢ trong 24 + J gilo.
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7T.7.3. D&m céc hop petri cd tu 15 dén 150 khudn lgc dién hinn
theo wyc 7.1.4. T nhimg hdp petri nay 18y 5 khudn lgc tuy y q
phan 145p ti&€p theo myuc 7.4.1. va lam ti8p phén ung sinh hoa theo
muc 7.4.3. & khdng dinh.

7.3. Phat hién vi khuén hg Enterobacteriaceae

7.3.1. WBu thd voi kh8i luqng khéng it hon 1g (cm®) dem cdy
trong nuoc pepton c6 dém theo muc 6.18 voi ty 1é 1:9 va 0 &m
o 37 + 1°C trong 18 + 2 gio. B

7.3.2, Gidng nhén dugc & 7.3.1. dem cay truyén 1em” sang ©ong

nghiém c¢6 canh thang glucoza dém co mét va Brillant xenh  loang
(6.19.1)va 4 &m & 37 + 1°C trong 24 + 3 gio.

- - I z .~ N ~
7¢303. Sau do thyc higrn ti&p thec myc 7.1.3 va T.1.4.

7.4. Kning dinh khun.

7.4.1. Phan 1§p : mdi khudn lgc da dugc chen dé khing dinh
dem cAy truydn bZng kim c8y 1&n trén b8 mit aga theo myc 6.21.
Seo cho co thé c6é duge cac khuén lac moc riéng bigt. P& mbi
truong da ciy vao tu &m o 37 + 1°C trong 24 + 3 gio.

7.4.2. Trong truong hgp con hd nghi vB khuin lac dién hinh,
dugc phép nhujm gram theo qui dinh hién hanh va soi kinh hién vi.

Khudn lgc ho Enterobacteriaceae 1& logi khufn hinh que gram
am.
7.4.3. Thi nghiém sinh hod va doc k&t qua.

7.4.3.1. Phéan ung oxydazo :

LAy mdt ph@n khudn lac riéng bi&t co duge & muc (7.4.1) bing
kim cfy platin hofc diia thiy tinh 1én to gifly lgc d& thim thudc
thi theo myc 6.2.3. N8u xuft hién mau do tia dén 10 gidy la phén
ing duong tinh. Phan ung &m tinh didn hinh @i vdi hg Enterobac-
terinceae 1a mau khdng adi.

tho phép tad nghiép oxydazo thuc hién bi3ng viée sl dung gifly
chi thi mau va cdc phan tng khéc theo mgc 6.24. Trong truomg hop
nay vi khudn thujc ho Enterobacteriaceae, dugc xét theo bidu

. n 7 bl L y b . A T
hien cua phan ung ma tai 1igu tuomng &ng chi dan.

’J?o4oja2o Lén illén g:'lLlCOZE..
b x ol .- o = 7 iy
it phédn khuan lac tach riéng nhin dugec o wmyc T.4.1, dém céy

9
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trich sau trong cdt thach dimng (6.22), O &n & 37 + 1°C trong
24 + 3 gio'. Su 1én men glucoza dic trung cho khuén hg Enterobac-
teriaceae bidu hign bing mau vang cua wdi truong dgc theo duong
trich, khuan mgc khoé kem theo sinh khi hofc khdng sinh khi d&n
toi lem ran nut cdt thach.

Sy xufit hién mau vang ¢ phln trén cdi mdi trudng aga hojc
chi ¢ trén bé mit mdi truwong thl khdng duge tinh vi dé khéng
phai dic trung déi voi vi khudn h¢ Enterobacteriaceae. Do co

-

2 ~ 7 A ? 7 . 2, N .
thé la k€t qua su ting truong cua vi khuan loai Acinetobacter.
Ld g “ 2 M=oz ~ . 4 £ ~ 2 e
Bo la logi khuan hinh que, gram am, hiéu khi bat budc, phan ung

oxydazo am tinh.

8, DANH GIA KET QUi

8.1. K&t qua dugc dgc theo tung méu riéng biét.

8.2. Phuong phap s8 co xdc sudt lon nhét cha vi khuda ho
Enterobacteriaceae xac dinh theo 48 lugng 6ng nghiém duong tinh
theo qui dinh hién hanh. Nhing 8ng nghiém duong tinh la  nhimg
8ng nghiém duge xac ahén theo muc 7.4 cho du co 1 khudn luc.

§.3. Bing phuong phap cfly vao mdi truong aga trong hip petri
(theo myc 7.2.3) 80 lugng vi khuén h¢ knterobacteriaceae dugc
xéc dinh dya trén s8 khuln lac dién hinh da duge xéc nhin nhuw
sau :

Khi ¢ 80% khudn lac dién hinh (khéng {t hon 4/5) khing djnh

!
theo mwyc 7.4, dé dém s8 lugng vi khuén ho Enterobacteriaceae
trong 1g hodc 1 em” miu thd, chn tinh tdt ca cec khuln lac dién
hinh da mgec trén hdp petri.

Trong nhimg truong hgp con lgi s8 lugng vi khudn ho Entero-
bacteriaceae dugc xéc dinh bing ty 18 phin trdm s3 khuan lygc
da phan 1ldp so voi s8 khudn lgc da 18y d& phan 14p.

Xt 1y k€t qua va tinh todn trén 1g (cma) mau th¥, ghi  chép
x&€t qua theo qui dinh hi&n hanh,

8.4, Vi khudn hg Enterobacteriaceae dugc coi la phat hién
ra trong mau phén tich khi xac dinh dugc du chi mét khudn 1lgc
theo cach xdc nhén ¢ muc 7.4 va ghi "phat hién" ho#c "chuwa phat

hisn".

10
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Phy luc
pd cuini ZAC cOA CAc PHOONG PHAP

~ & ‘ A N ~ -~ - L Py
Whing gioi hgn théng k& tin cdy dugqce cua phuong phap xac dinh
- - - o . " -y . A - >
88 cc xac sudit lom nhit cha vi sinh val a8i voi zac suidt 95% va
A~ bl
99% theo qui dinh hién hanho,

ba chinh xac théng k& qui djnh cho 95% truong hqp xac dinh
88 luong vi xhuin ho Enterobacteriaceae hﬁng phuong phép nuéi
cdy trong mdi truong age o hdp petri co tx 15-150 khuin lac dién
hinh la ti + 16% d&n 52%. Xéc dinh s8 lLugng so b§ vi khudn ho

Enterobacteriaceae trong 1g(em”) thuwe phini.

Kni ¢ it hom 15 whufn lac dién nink ngu&i ta xac dinh so bj
s0 lugng vi khudn hg Enterobacteriaceae treng 1g (cmj} thue phém
véi didu kién la nhing khudn lac didn hinh 46 mec trong mdi
truong nudi cay mau thd ldng hoic tu djch pha loang 10-1 cua mau
the & trang thai khac, vz da zac djnh dugc 1a khudn lac do thude

. 2 ” ;
vi khuan ho Enterobacteriaceae.

Khi tinh toan s8 luwgng so by vi khufi hy Enterobacteriaceae,
trong 1g (em’) thyc pufm, 18y s8 trune binh céc khuln lac da xde
nhén tw hai hdp petri cAy song song lam tron dén &3 1lon hom gan
nhét.

11
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