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Hà N i  ­ 2006ộ

TIÊU CHU N NGÀNH                                                                               10 TCN 732­2006Ẩ

TH T VÀ CÁC S N PH M C A TH T­PHÁT HI NỊ Ả Ẩ Ủ Ị Ệ
LISTERIA MONOCYTOGENES

(Meat and meat products ­ Detection of Listeria monocytogenes)

(Ban hành kèm theo Quy t đ nh s               QĐ/BNN­KHCNế ị ố
ngày        tháng  6  năm 2006 c a B  tr ng B  Nông nghi p và Phát tri n nông thôn)ủ ộ ưở ộ ệ ể

1. Ph m vi áp d ng:ạ ụ  

Qui trình này đ  phát hi n ể ệ Listeria monocytogenes trong th t và s n ph m c a th t.ị ả ẩ ủ ị

2. Đ nh nghĩa:ị  

 Listeria monocytogenes là lo i vi sinh v t nguy hi m, gây b nh cho ng i và đ ngạ ậ ể ệ ườ ộ  
v t.  ậ L. monocytogenes là vi khu n hình que, gram d ng, ch u l nh và không sinh nha bàoẩ ươ ị ạ  
phát   tri n   t t     môi   tr ng   nghèo   oxy.   Các   ph n   ng   sinh   hoá   đ c   tr ng   cho  ể ố ở ườ ả ứ ặ ư L. 
monocytogenes là: ph n  ng catalase và VP d ng tính, oxidase âm tính, di đ ng, thu  phânả ứ ươ ộ ỷ  
aesculin, lên men đ ng rhamnose, nh ng không lên men đ ng xylose và mannitol.ườ ư ườ

3. Thi t b , d ng c  thu  tinh và gi ng vi khu nế ị ụ ụ ỷ ố ẩ

3.1. Thi t b  và d ng c  thu  tinhế ị ụ ụ ỷ

3.1.1. T  l nhủ ạ

3.1.2 T  s yủ ấ

3.1.3. T   mủ ấ

3.1.4. Máy đ ng nh t m u (Stomacher)ồ ấ ẫ

3.1.5. Máy tr n t c đ  cao (Vortex)ộ ố ộ

3.1.6. N i h p cách thu  ồ ấ ỷ

3.1.7. N i h p áp l cồ ấ ự

3.1.8. Máy đo pH
3.1.9. Kính hi n viể

3.1.10. B  g ng, đèn chi u và giá 3 chânộ ươ ế

3.1.11. Que c y vòng (đ ng kính 3­4mm) và kim c yấ ườ ấ

3.1.12. Đèn c nồ
3.1.13. D ng c  thu  tinhụ ụ ỷ
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� Bình thu  tinh 1000ml, 500ml và 200mlỷ

� ng đongỐ

� Pipet các lo i  25ml, 10ml, 5ml và 1ml, đ c chia v ch 0,5ml và 0,1mlạ ượ ạ

� ng nghi m 13x100mm và 16x125mmỐ ệ

� Đĩa petri ti t trùng ệ

� Phi n kính soi tiêu b nế ả

3.2. Gi ng vi khu nố ẩ

Ch ng ủ L. monocytogenes chu n đ  làm ch ng d ngẩ ể ứ ươ

Ch ng ủ Staphylococcus aureus và ch ng  ủ Rhodococcus equi  (đ  s  d ng trong ph nể ử ụ ả  
ng CAMP).ứ

 B o qu n các gi ng g cả ả ố ố  L. monocytogenes, L.ivanovii và L.innocua b ng cách nuôiằ  
c y trên môi tr ng TSA­YE (4.2.). Nuôi gi ng   37ấ ườ ố ở 0C t  24­48h, b o qu n trong t  l nhừ ả ả ủ ạ  

  4ở 0C. C y chuy n hàng tu n và đ  không quá 42 tu n.ấ ể ầ ể ầ

4. Môi tr ng nuôi c y và thu c th  ườ ấ ố ử (xem ph n ph  l c)ầ ụ ụ

4.1. Canh thang Trypticase đ u t ng có b  sung 0,6% cao menậ ươ ổ  (Trypticase soy broth  
       with 0,6% Yeast Extract­TSB­YE) 
4.2. Th ch ạ Trypticase đ u t ng có b  sung 0,6% cao menậ ươ ổ  (Trypticase soy agar with 
        0,6% Yeast Extract­TSA­YE) 
4.3. Th ch Oxfordạ

4.4. Th ch máuạ

4.5. Thu c nhu m gram ố ộ

4.6. Môi tr ng ki m tra đ c tính di đ ng ườ ể ặ ộ

4.7. Môi tr ng và thu c th  ph n  ng Voges­Proskauer ườ ố ử ả ứ (VP)
4.8. Canh thang ki m tra s   lên men đ ngể ự ườ

4.9. Môi tr ng c a phép th   CAMP ườ ủ ử

4.10. Thu c th  c a ph n   ng catalase ố ử ủ ả ứ

4.11. Thu c th  c a ph n  ng oxidaseố ử ủ ả ứ

5. L y m uấ ẫ

Theo  TCVN 4833 ­ 2002

6. Cách ti n hànhế

Ti n hành nuôi c yế ấ  ch ng chu n ủ ẩ L. monocytogenes   tu n t  theo qui trình nuôi c yầ ự ấ  
m u đ  ki m tra ch t l ng môi tr ng và ph ng pháp.ẫ ể ể ấ ượ ườ ươ

6.1. Tăng sinh 
6.1.1. C y vào môi tr ng tăng sinhấ ườ
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  Cân 25g th t ho c s n ph m th t đã đ c nghi n nh  vào bình ch a 225ml môiị ặ ả ẩ ị ượ ề ỏ ứ  
tr ng tăng sinh TSB­YE (4.1.5) và l c đ u.ườ ắ ề

6.1.2. Nuôi  mấ
Đ   môi tr ng tăng sinh đã c y m u vào t   m   nhi t đ  30ể ườ ấ ẫ ủ ấ ở ệ ộ 0C trong 48 gi .ờ

6.2. Nuôi c y phân l p ấ ậ

 Dùng que c y vòng, ria c y canh trùng (6.1.2) lên b  m t đĩa th ch Oxford (4.3.).ấ ấ ề ặ ạ  
Đ t các đĩa th ch vào t   m    37ặ ạ ủ ấ ở 0C trong 48 gi .ờ
6.3.  Quan sát khu n l c b ng chùm tia sáng tr ngẩ ạ ằ ắ

T  m i đĩa môi tr ng phân l p th ch Oxford (6.2.) ch n 5 khu n l c đi n hình, riaừ ỗ ườ ậ ạ ọ ẩ ạ ể  
c y lên b  m t đĩa th ch TSA­YE (4.2), sao cho các khu n l c m c riêng r . Đ t các đĩaấ ề ặ ạ ẩ ạ ọ ẽ ặ  
th ch này trong t   m    37ạ ủ ấ ở 0C trong 24­48 gi . Dùng chùm tia sáng tr ng (3.1.10) đ  ki mờ ắ ể ể  
tra các đĩa th ch đã c y m u, r i t i đáy c a đĩa  th ch t o góc 45ạ ấ ẫ ọ ớ ủ ạ ạ 0C (xem hình 1 ph n phầ ụ 
l c). Khi ki m tra các khu n l c d i ánh sáng truy n qua (đ  r i henry), các khu n l cụ ể ẩ ạ ướ ề ộ ọ ẩ ạ  
Listeria ssp có màu xanh lam và b  m t có d ng h t.ề ặ ạ ạ

6.4. Kh ng đ nh vi khu nẳ ị ẩ

6.4.1. Đánh giá vi khu n h cẩ ọ
* Quan sát d i kính hi n viướ ể

Ch n 1 khu n l c đi n hình c y vào m t  ng nghi m ch a môi tr ng TSB­YE.ọ ẩ ạ ể ấ ộ ố ệ ứ ườ  
Nuôi trong t   m   nhi t đ  20­25ủ ấ ở ệ ộ 0C cho đ n khi th y màu đ c rõ (t  8h­24h). Dùng queế ấ ụ ừ  
c y, l y m t vòng đ y canh khu n (10ấ ấ ộ ầ ẩ � l) và ki m tra d i kính hi n vi. Vi khu n ể ướ ể ẩ Listeria 
ssp xu t hi n th a, d ng que ng n có chuy n đ ng quay nh  ho c h n lo n.ấ ệ ư ạ ắ ể ộ ẹ ặ ỗ ạ
* Nhu m gramộ

  L y m t khu n l c đi n hình trên môi tr ng TSA­YE (6.3.) đ  nhu m gram. Quáấ ộ ẩ ạ ể ườ ể ộ  
trình nhu m ti n hành trong vòng 3­4 phút, r i đ c k t qu . ộ ế ồ ọ ế ả Listeria ssp b t màu tím, nên làắ  
vi khu n gram d ng.ẩ ươ

6.4.2 Kh ng đ nh b ng các ph n  ng sinh hoáẳ ị ằ ả ứ
* Ki m tra đ c tính di đ ngể ặ ộ  

Dùng que c y ch n m t khu n l c đi n hình trên môi tr ng TSA­YE (6.3.) c yấ ọ ộ ẩ ạ ể ườ ấ  
trích  sâu  vào  môi tr ng di đ ng (4.6.), nuôi     25ườ ộ ở 0C trong 48h.   Listeria ssp   là  lo i viạ  
khu n di đ ng, có ki u m c gi ng nh  hình chi c ô r t đ c thù. N u k t qu  âm tính nênẩ ộ ể ọ ố ư ế ấ ặ ế ế ả  
nuôi thêm 5 ngày n a.ữ
* Ph n  ng catalazaả ứ

L y m t khu n l c đi n hình trên môi tr ng TSA­YE (6.3)  hoà vào m t gi t dungấ ộ ẩ ạ ể ườ ộ ọ  
d ch hydro peroxit 3% trên phi n kính. Đ c k t qu  trong vòng 1 phút, khi th y có t o b tị ế ọ ế ả ấ ạ ọ  
khí ch ng t   là ph n  ng d ng tính.ứ ỏ ả ứ ươ
* Th  ph n  ng oxidaseử ả ứ

4



 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                         10 TCN 732­2006

Nh  thu c th  oxidase,ỏ ố ử  đ c k t qu  trong vòng 1 phút, n u ph n  ngọ ế ả ế ả ứ  d ng tínhươ  
khu n l c bi n đ i sang m u h ng và chuy n d n sang m u tím.   Khu n l c không đ iẩ ạ ế ổ ầ ồ ể ầ ầ ẩ ạ ổ  
màu là ph n  ng âm tính. ả ứ L. monocytogenes có ph n  ng oxidase âm tính.ả ứ
* Ph n  ng VP ả ứ

 L y đ y 1 vòng que c y canh khu n (10ấ ầ ấ ẩ � l) c y chuy n vào môi tr ng VP (4.7.1)ấ ể ườ  
và đ    35ể ở 0C trong 48�  2h. Sau đó l y 1ml canh khu n cho vào  ng nghi m kích th cấ ẩ ố ệ ướ  
16x125 mm và thêm vào 0,6 ml dung d ch alpha­naphthol và 0,2 ml potasium hydroxide 40%ị  
(4.7.2). L c đ u và thêm vào m t vài tinh th  creatine (4.7.3). Đ  t i nhi t đ  phòng và đ cắ ề ộ ể ể ạ ệ ộ ọ  
k t qu  sau 1 gi .  Ph n  ng d ng tính khi có m u h ng ho c màu tím xu t hi n.ế ả ờ ả ứ ươ ầ ồ ặ ấ ệ
* Đ c tính dung huy tặ ế

Làm khô b  m t th ch máu (4.4) tr c khi s  d ng. V ch 20­25 ô hình l i trên đáyề ặ ạ ướ ử ụ ạ ướ  
đĩa th ch máu. Dùng kim c y l y khu n l c đi n hình trên đĩa TSA­YE  ch m vào các ô,ạ ấ ấ ẩ ạ ể ấ  
m i  ô  1 khu n  l c.  Đ ng  th i  ch m các ch ng ki m  tra  d ng  tính  và  âm tính    ỗ ẩ ạ ồ ờ ấ ủ ể ươ (L.  
monocytogenes, L.ivanovii và L.innocua) vào các ô đ i ch ng. Sau khi nuôi  m   35ố ứ ấ ở 0C  trong 
48h, ki m tra các ch ng t  m u th   chu n. ể ủ ừ ẫ ử ẩ L. monocytogenes t o nên vùng sáng, trong vàạ  
h p xung quanh v t c y (ki u dung huy t ò). So sánh các ch ng xét nghi m v i ch ngẹ ế ấ ể ế ủ ệ ớ ủ  
chu n.ẩ
* Th  đ c tính lên men đ ng ử ặ ườ (xem b ng 1)ả

 L y 0,1ml t  canh trùng TSB­YE (6.1.2) vào m i  ng canh thang đ ng (4.8), nuôiấ ừ ỗ ố ườ  
m u   35ẫ ở 0C. Ph n  ng d ng tính, môi tr ng chuy n sang màu vàng. Ph n l n s  chuy nả ứ ươ ườ ể ầ ớ ự ể  
màu c a môi tr ng x y ra trong vòng t  24­48h.ủ ườ ả ừ
* Phép th  CAMPử

 Ria c y các ch ng  ấ ủ S.aureus  và  R.equi  thành   nh ng v ch đ n ngang trên m t đĩaữ ạ ơ ặ  
th ch máu (4.4 ho c 4.9), 2 v t  c y này ph i  song song và cân đ i nhau  trên đĩa. V t c y ạ ặ ế ấ ả ố ế ấ

ph i m nh và đ u đ c th c hi n b ng cách gĩ  kim c y  ho c vòng c y  vuông góc v iả ả ề ượ ự ệ ằ ư ấ ặ ấ ớ  
m t th ch. Ria c y ch ng xét nghi m theo cách t ng t , vuông góc v i các v t c y trênặ ạ ấ ủ ệ ươ ự ớ ế ấ  
sao cho ch ng  xét nghi m và các ch ng chu n trên không ch m  nhau nh ng ph i r t g nủ ệ ủ ẩ ạ ư ả ấ ầ  
nhau, cách t  1­2mm. Có th  ria c y đ c m t vài ch ng xét nghi m trên cùng m t đĩaừ ể ấ ượ ộ ủ ệ ộ  
th ch.đ ng  th i,   ria  c y  các ch ng chu n  làm đ i  ch ng (ch ng  ạ ồ ờ ấ ủ ẩ ố ứ ủ L.  monocytogenes  và 
L.ivanovii làm ch ng d ng, ứ ươ L.innocua làm ch ng âm)ứ . Đ t các đĩa đã ria c y vào t   m ặ ấ ủ ấ ở 
350C và đ c k t qu  sau 24h.ọ ế ả

G n đ ng   c yầ ườ ấ   S. aureus,  d i dung huy t  ả ế �   c a  ủ L. monocytogenes  h p hình queẹ  
diêm.  D i dung huy t ả ế �  c a ủ L. ivanovii rõ h n g n đ ng c y ơ ầ ườ ấ R. equi,  t o ra m t qu ngạ ộ ầ  
tan máu r ng 5­10mm hình đ u mũi tên. ộ ầ L. innocua không có hi n t ng dung huy t.ệ ượ ế

6.5. Các ph n  ng kh ng đ nhả ứ ẳ ị

6.5.1. Phân bi t L. monocytogenes v i các loài  Listeria ssp khácệ ớ
B ng 1ả : Ph n  ng phân bi t các loài Listeriaả ứ ệ
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Các loài Listeria Lên men đ ngườ Th  CAMPử Dung huy tế  

(� )
Rhamnose xylose S. aureus R. equi

L. monocytogenes + ­ + ­ +
L. innocua V ­ ­ ­ ­
L. ivanovii ­ + ­ + ++
v = Ph n  ng có th  thay đ iả ứ ể ổ

+ = Ph n  ng d ng tínhả ứ ươ

­ = Ph n  ng âm tínhả ứ

6.5.2.  Các tiêu chu n kh ng đ nh L. monocytogenesẩ ẳ ị

Nhu m gramộ Gram d ng,  hình queươ

Đ c tính di đ ngặ ộ d ng tínhươ

Ph n  ng catalaseả ứ d ng tínhươ

Ph n  ng VPả ứ d ng tínhươ

Ph n  ng oxidaseả ứ âm tính
Lên men đ ngườ rhamnose (+),  xylose và mannitol (­)
Ph n  ng CAMP  v i ả ứ ớ S. aureus d ng tínhươ

Ph n  ng CAMP  v i ả ứ ớ R. equi âm tính

7. Bi u th  k t quể ị ế ả 

Báo cáo s  có m t hay không c a ự ặ ủ L. monocytogenes trong 25 g m u th .ẫ ử

8. Tài li u tham kh oệ ả

8.1. FAO 1992, 14/4 Rev.1.
8.2. Microbiologycal method for meat industry 1991 New Zealand.
8.3. TCVN 6404: 1998 ( S  7218: 1997) Vi sinh v t h c ­ Nguyên t c chung v  ki m tra viỤ Ặ ậ ọ ắ ề ể  
sinh v tậ
8.4. TCVN 4833: 2002­ L y m u th t ấ ẫ ị

       KT. B  TR NGỘ ƯỞ
          TH  TR NGỨ ƯỞ

                                                                                                          

 
                                                                        

                                                                   Bùi Bá B ngổ
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Ph  l cụ ụ

4. Môi tr ng nuôi cây và thu c thườ ố ử

4.1. Canh thang Trypticase đ u t ng có b  sung 0,6% cao menậ ươ ổ  (Trypticase soy broth with 
0,6% Yeast Extract­TSB­YE) 
4.1.1. Môi tr ng c  b nườ ơ ả

Thành ph n:ầ

Canh thang Trypticase đ u t ng ậ ươ * 30,0g
Cao men   6,0g
N c c tướ ấ 1000ml

*Thành ph n c a canh thang ầ ủ Trypticase đ u t ng:ậ ươ

Tripticase peptone 17,0g
Yoytone peptone   3,0g
Glucose   2,5g
NaCl   5,0g
K2HPO4   2,5g

Cách pha chế: 
Đun sôi đ  hoà tan các thành ph n khô trong n c. Rót m t l ng 225ml vào cácể ầ ướ ộ ượ  

bình thí nghi m dung tích 500ml, h p  t   121ệ ấ ướ ở 0C trong15 phút.
4.1.2. Thành ph n b  sung 1:  ầ ổ

Thành ph nầ
Acriflavin HCl 23,0mg
N c c tướ ấ 10,0ml

Cách pha chế: 
Hoà tan Acriflavin hydroclorua    trong n c.  L c qua màng l c vi khu n đ  khướ ọ ọ ẩ ể ử 

trùng. B o qu n trong l  thu  tinh màu, trung tính.ả ả ọ ỷ

4.1.3. Thành ph n b  sung 2: ầ ổ

 Thành ph n:ầ

Axít nalidixic 46,0mg
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