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(Ban hanh kém theo Quyét dinh sO QDb/BNN-KHCN
ngdy  thing 6 nim 2006 cla BO trudng BO Nong nghi€p va Phit tri€n nong thon)

1. Pham vi ap dung:

Qui trinh nay d€ phét hién Listeria monocytogenes trong thit va sdn pham cUa thit.

2. Pinh nghia:

Listeria monocytogenes 13 loai vi sinh vat nguy hi€m, giy bénh cho ngudi va dOng

vat. L. monocytogenes 1a vi khudn hinh que, gram duong, chiu lanh va khong sinh nha bio

phat trién t6t & moi trudng ngheo oxy. Cic phdn Ung sinh hod ddc trung cho L.

monocytogenes 1a: phdn Ung catalase va VP duong tinh, oxidase am tinh, di dOng, thuy phan

aesculin, 1én men duOng rhamnose, nhung khong 1én men duOng xylose va mannitol.

3. Thiét bi, dung cu thuy tinh va giéng vi khudn

3.1. Thié€t bi va dung cu thuy tinh

3.1.1. TU lanh
3.1.2 TU sdy
3.1.3. TU &m

3.1.4. M4y d6ng nhat mau (Stomacher)

3.1.5. My trOn tOc d0 cao (Vortex)

3.1.6. NOi hap cich thuy
3.1.7. NOi hap 4p luc
3.1.8. May do pH

3.1.9. Kinh hién vi

3.1.10. BO guong, den chi€u va gid 3 chan
3.1.11. Que cdy vong (dudng kinh 3-4mm) va kim cay

3.1.12. bén cbn

3.1.13. Dung cU thuy tinh
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Binh thuy tinh 1000ml, 500ml va 200ml

6ng dong

Pipet c4c loai 25ml, 10ml, Sml va 1ml, duQc chia vach 0,5ml va 0,1ml

éng nghiém 13x100mm va 16x125mm

Dia petri tiét triing

Phién kinh soi tiéu bdn
3.2. GiOng vi khudn

ChUng L. monocytogenes chudn d€ lam chUing duong

ChUng Staphylococcus aureus va chUng Rhodococcus equi (d4€ st dung trong phdn
Ung CAMP).

Bdo quan cic gibng gOc L. monocytogenes, L.ivanovii va L.innocua bang cich nudi
cdy trén moi truOng TSA-YE (4.2.). Nudi gidng G 37°C tlr 24-48h, bdo quan trong tU lanh
3 4°C. Cay chuy€n hang tudn va d€ khong qud 42 tuan.

4. Mbi truong nudi cay va thudc thtr (xem phan phu luc)

4.1. Canh thang Trypticase dau tuong c6 b sung 0,6% cao men (Trypticase soy broth
with 0,6% Yeast Extract-TSB-YE)

4.2. Thach Trypticase ddu tuong c6 bl sung 0,6% cao men (Trypticase soy agar with
0,6% Yeast Extract-TSA-YE)

4.3. Thach Oxford

4.4. Thach méau

4.5. Thubc nhuOm gram

4.6. Mbi truOng ki€m tra dac tinh di dOng

4.7. M6i truOng va thudc thlt phdn Ung Voges-Proskauer (VP)

4.8. Canh thang ki€m tra su' 1én men dudng

4.9. Mo6i truOng cUa phép tht CAMP

4.10. Thubc th(r cla phdn Ung catalase

4.11. ThuOc th(r cla phdn Ung oxidase

5.Lay mau
Theo TCVN 4833 - 2002

6. Cach ti€n hanh
Ti€n hanh nudi cdy chlng chudn L. monocytogenes tuén tU theo qui trinh nudi cay
mau dé€ ki€m tra chat lugng méi truGng va phuong phdp.
6.1. Tang sinh
6.1.1. C8y vao moi truong tdng sinh



10 TCN 732-2006

Can 25g thit hodc sdn phdm thit di dugc nghi€n nhd vio binh ch(ta 225ml moi

truOng ting sinh TSB-YE (4.1.5) va 1ac déu.
6.1.2. Nudi &m

DE moi truOng ting sinh di cdy mau vao tU dm & nhiét d6 30°C trong 48 gid.
6.2. Nudi cdy phan 1ap

Diing que cdy vong, ria cdy canh trung (6.1.2) 1én bé mat dia thach Oxford (4.3.).

Pat cic dia thach vao tU am & 37°C trong 48 gi0.
6.3. Quan sit khudn lac bang chiim tia sang trang

TU mOi dia méi trudng phan 1&p thach Oxford (6.2.) chon 5 khudn lac dién hinh, ria
cdy 1én bé mat dia thach TSA-YE (4.2), sao cho cdc khudn lac mQc riéng ré. Pat cic dia
thach nay trong tU am & 37°C trong 24-48 gi®. Dung chim tia sang trang (3.1.10) d€ ki€ém
tra c4c dia thach da cdy mau, roi tdi ddy cla dia thach tao géc 45°C (xem hinh 1 phan phu
luc). Khi kiém tra cdc khudn lac dudi dnh sing truyén qua (d0 roi henry), cdc khudn lac
Listeria ssp ¢6 mau xanh lam vi bé& mat c6 dang hat.
6.4. Khang dinh vi khudn
6.4.1. Panh gid vi khudn hoc
* Quan sat dudi kinh hi€n vi

Chon 1 khudn lac di€n hinh cdy vao mOt Ong nghiém ch(ra méi trudng TSB-YE.
Nudi trong tU dm & nhiét d0 20-25°C cho dén khi thdy mau duc rd (t& 8h-24h). Dung que
cdy, 18y mOt vong day canh khudn (10 1) va ki€m tra dudi kinh hién vi. Vi khuén Listeria
ssp xudt hién thua, dang que ngan c6 chuyén ddng quay nhe hodc hon loan.
* NhuOm gram

Lay mOt khudn lac di€n hinh trén moi truOng TSA-YE (6.3.) d€ nhuOm gram. Qua
trinh nhu®m ti€n hanh trong vong 3-4 phit, rdi doc két qud. Listeria ssp bat mau tim, nén 1a
vi khudn gram duong.
6.4.2 Khang dinh bang cic phan Ung sinh hod
* Ki€m tra dac tinh di déng

Ding que cdy chon mdt khudn lac di€n hinh trén mdi truGng TSA-YE (6.3.) cdy
trich sdu vao moéi trudng di dOng (4.6.), nudéi & 25°C trong 48h. Listeria ssp 1a loai vi
khudn di dOng, c6 ki€u moc gidng nhu hinh chiéc 6 rat ddc thi. N€éu két qud Am tinh nén
nudi thém 5 ngay nlra.
* Phan Ung catalaza

Lay mOt khudn lac di€n hinh trén mdi truGng TSA-YE (6.3) hoa vao mOt giot dung
dich hydro peroxit 3% trén phi€n kinh. Poc k€t qud trong vong 1 phiit, khi thdy c6 tao bot
khi chUng t& 1a phdn Ung duong tinh.
* Tht phdn Ung oxidase
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Nhé thulc th(r oxidase, doc k&t qud trong vong 1 phit, néu phdn Ung duong tinh
khudn lac bi€én d0i sang mau hdng va chuy€n dan sang mau tim. Khudn lac khong dGi
mau 13 phdn Ung am tinh. L. monocytogenes c6 phan Ung oxidase am tinh.

* Phan Umg VP

L&y day 1 vong que cdy canh khudn (10 1) cdy chuyén vio mdi trudng VP (4.7.1)
va d€ & 35°C trong 48 2h. Sau d6 1ay Iml canh khudn cho vio Ong nghiém kich thudc
16x125 mm va thém vao 0,6 ml dung dich alpha-naphthol va 0,2 ml potasium hydroxide 40%
(4.7.2). Lac déu va thém vao mOt vai tinh thé creatine (4.7.3). D& tai nhiét d6 phong va doc
két quad sau 1 gi0. Phan Ung duong tinh khi c6 mau hOng hodc mau tim xudt hién.

* Pac tinh dung huyét

Lam kho bé mat thach mau (4.4) trudc khi s&t dung. Vach 20-25 6 hinh 1udi trén ddy
dia thach mdu. Dung kim cdy 1ay khudn lac di€n hinh trén dia TSA-YE ch@m vio céc 6,
mobi 6 1 khudn lac. POng thOi chdm cic chlng ki€ém tra duong tinh va am tinh (L.
monocytogenes, L.ivanovii va L.innocua) vao cdc 6 d0i chUng. Sau khi nudi am & 35°C trong
48h, ki€m tra cdc chUng tU mau th(t chudn. L. monocytogenes tao nén ving sang, trong va
hep xung quanh vét cdy (ki€u dung huy€t d). So sanh cic chlng xét nghiém v&i chlng
chudn.

* Thtr dac tinh 1én men duong (xem bang 1)

L&y 0,1ml tUr canh tring TSB-YE (6.1.2) vao m6i Ong canh thang dudng (4.8), nudi
mau G 35°C. Phan Ung duong tinh, méi truGng chuy€n sang mau vang. Phan 16n su chuyén
mau cUa mdi trOng xay ra trong vong tur 24-48h.

* Phép thit CAMP

Ria cdy céc chlng S.aureus va R.equi thainh nh{ng vach don ngang trén mat dia
thach mau (4.4 hodc 4.9), 2 vét cay nay phdi song song va cin dOi nhau trén dia. V&t cdy
phai manh va déu dudc thuc hién bang cich giv kim cdy hodc vong cdy vudng géc vOi
mat thach. Ria cdy chling xét nghi€m theo cdch tudng tu, vudng géc vbi cic vét cdy trén
sao cho chling xét nghi€m va c4c chlng chudn trén khong cham nhau nhung phai rat gan
nhau, cdch tUf 1-2mm. C6 th€ ria cdy dugc mOt vai chlng xét nghiém trén cing mOt dia
thach.dong thoi, ria cdy cdc chlng chudn lam d6i chUng (chUng L. monocytogenes va
L.ivanovii 1am chUng duong, L.innocua 1am chUng am). Dat c4c dia da ria cdy vao tl am &
35°C va doc két qud sau 24h.

Gan duOng cdy S. aureus, ddi dung huyét cla L. monocytogenes hep hinh que
diém. DAi dung huyét cUa L. ivanovii td hOn gdn duOng cdy R. equi, tao ra mOt quang
tan mdu rOng 5-10mm hinh dau miii tén. L. innocua khong c6 hién tugng dung huyét.

6.5. Cic phan Ung khang dinh
6.5.1. Phan bi€t L. monocytogenes v3i cdc loai Listeria ssp khéc
Bang 1: Phan Ung phan biét cic loai Listeria
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Cac loai Listeria Lén men duong Tha CAMP Dung huyét
Rhamnose | xylose | S. aureus | R. equi O)
L. monocytogenes + - + - +
L. innocua \Y - - - -
L. ivanovii - + - + ++
v = Phan Ung c6 thé thay doi
+=Phan Ung duong tinh
- = Phdn Ung 4m tinh
6.5.2. Cdc tiéu chudn khang dinh L. monocytogenes
NhuOm gram Gram duoOng, hinh que
Dadc tinh di dOng duong tinh
Phan Ung catalase duong tinh
Phan Ung VP duong tinh
Phan Ung oxidase am tinh
Lén men duOng rhamnose (+), xylose va mannitol (-)
Phan Ung CAMP vGi S. aureus ducng tinh
Phan Ung CAMP v&i R. equi am tinh

7. Biéu thi két qua
Bido cdo su c6 mat hay khong cUa L. monocytogenes trong 25 ¢ mau th(.

8. Tai li€u tham khado

8.1. FAO 1992, 14/4 Rev.1.

8.2. Microbiologycal method for meat industry 1991 New Zealand.

8.3. TCVN 6404: 1998 (USA 7218: 1997) Vi sinh vat hoc - Nguyén tac chung vé kiém tra vi
sinh vat

8.4. TCVN 4833: 2002- Lay mau thit

KT. BO TRUONG
THU TRUONG

Bui Ba Bong
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Phu luc

4. Méi trudng nudi cay va thudc thir

4.1. Canh thang Trypticase ddu tuong c6 bl sung 0,6% cao men (Trypticase soy broth with
0,6% Yeast Extract-TSB-YE)

4.1.1. Mai trudng cO ban

Thanh phan:
Canh thang Trypticase dau tuong ° 30,0g
Cao men 6,0g
Nudc cat 1000ml

“Thanh phan cUa canh thang Trypticase ddu tuong:

Tripticase peptone 17,0g
Yoytone peptone 3,0g
Glucose 2,5¢
NaCl 5,0g
K,HPO, 2,5g

Céch pha ché:
Pun sbi d€ hoa tan cédc thanh phan kho trong nudc. R6t mOt 1ugng 225ml vao cic
binh thi nghiém dung tich 500ml, hdp uét & 121°C trong15 phiit.
4.1.2. Thanh phan b0 sung 1:
Thanh phan
Acriflavin HCI 23,0mg
Nudc cat 10,0ml
Céch pha ché:
Hoa tan Acriflavin hydroclorua trong nu@c. Loc qua mang loc vi khudn d€ kh(r
truing. Bdo qudn trong 10 thuy tinh mau, trung tinh.
4.1.3. Thanh phan b0 sung 2:
Thanh phan:
Axit nalidixic 46,0mg



