
 

 

 

 

 

 

 

TIÊU CHU N Ẩ

NGÀNH Y T  52 TCN­TQTP 0008:2004 TH NG QUY K  THU T XÁC Đ NHẾ ƯỜ Ỹ Ậ Ị

E.COLI 0157 TRONG TH C PH MỰ Ẩ

L i nói đ uờ ầ

52 TCN ­ TQTP 0008 : 2004 do Vi n Dinh d ng biên so n, C c An toàn v  sinh th cệ ưỡ ạ ụ ệ ự  
ph m đ  ngh , B  tr ng B  Y t  ban hành theo Quy t đ nh s  4871/2004/QĐ­BYT ngàyẩ ề ị ộ ưở ộ ế ế ị ố  
31 tháng 12 năm 2004.

1. Ph m vi áp d ngạ ụ

Ph ng pháp này đ  xác đ nh ươ ể ị E.coli O157 trong th c ph m.ự ẩ

2. Nguyên lý

S  d ng k  thu t làm giàu, xác đ nh khu n l c nghi ng  ử ụ ỹ ậ ị ẩ ạ ờ E.coli O157 trên th ch SMAC sauạ  
khi    m   370c trong 24 gi . T  nh ng khu n l c nghi ng , ti n hành ki m tra các tínhủ ấ ở ờ ừ ữ ẩ ạ ờ ế ể  
ch t sinh v t hóa h c và ng ng k t đ c hi u đ  kh ng đ nh là ấ ậ ọ ư ế ặ ệ ể ẳ ị E.coli O157.

3. Thi t b , D ng c , Môi tr ngế ị ụ ụ ườ

3.1. Thi t b , d ng cế ị ụ ụ

D ng c  và thi t b  chuyên d ng trong phòng ki m nghi m vi sinh v t.ụ ụ ế ị ụ ể ệ ậ

3.2. Môi tr ngườ

­ Canh thang m­EC

­ N c mu i sinh lý 8,5ướ ố 0/00

­ Kháng huy t thanh ế E. coli O157

­ Th ch SMACạ

­ Th ch CLIG ạ

­ Th ch th ng ạ ườ

4. Chu n b  môi tr ng và m u th .ẩ ị ườ ẫ ử

 4.1. Chu n b  môi tr ng ẩ ị ườ

B  Y TỘ Ế

 

TIÊU CHU N NGÀNH Y TẨ Ế

 

NHÓM TQTP

52 TCN­TQTP 0008:2004

Có hi u l c sau 15 ngày,ệ ự

k  t  ngày đăng Công báoể ừ

 

TH NG QUY K  THU T XÁCƯỜ Ỹ Ậ

Đ NH E.COLI 0157Ị

TRONG TH C PH MỰ Ẩ

 



 

 

 

 

 

 

 

Môi tr ng tăng sinh, nuôi c y và dung d ch c n thi t đ c đi u ch  theo công th c Cácườ ấ ị ầ ế ượ ề ế ứ  
môi tr ng đ cườ ượ   đóng s n vào bình c u, bình nón,  ng nghi m và đ c h p ti t trùngẵ ầ ố ệ ượ ấ ệ  
(1100C/30 phút HO C 121ặ 0C/15 phút). 

4.2. Chu n b  m u th  ẩ ị ẫ ử

M u th  đ c c t nh  ho c xay nhuy n b ng máy trong đi u ki n vô trùng cho t i khiẫ ử ượ ắ ỏ ặ ễ ằ ề ệ ớ  
đ c th  đ ng nh t. ượ ể ồ ấ

5. Ph ng pháp ti n hành ươ ế

5.l. B c 1: Tăng sinh ướ

­ Ghi ký hi u m u lên bình nón có ch a 225 ml canh thang mc­EC. ệ ẫ ứ

­ Cân chính xác 25 g th c ph m đã chu n b  (ho c dùng pipét vô trùng hút 25 ml th c ph mự ẩ ẩ ị ặ ự ẩ  
l ng) cho vào bình nón đã ghi ký hi u m u, l c đ u r i    m   42ỏ ệ ẫ ắ ề ồ ủ ấ ở 0C/24 gi .ờ

5.2. B c 2: Phân l p ướ ậ

­ T  bình nón canh thang m­EC đã    m, dùng que c y vô trùng l y canh khu n c y phânừ ủ ấ ấ ấ ẩ ấ  
vùng trên th ch SMAC đ  t o các khu n l c riêng r . ạ ể ạ ẩ ạ ẽ

­    m 37Ủ ấ 0C/24 gi . Sau    m, đánh d u nh ng khu n l c nghi ng  ờ ủ ấ ấ ữ ẩ ạ ờ E.coli O157 trên th chạ  
SMAC có đ c đi m: tròn đ u, m t nh n, kh ng m u, sáng đ c (vì ặ ể ề ặ ẵ ố ầ ụ E.coli O157 không lên 
men đ ng sorbitol có trong th ch SMAC). Nh ng khu n l c ườ ạ ữ ẩ ạ E.coli khác có m u đ , vì lênầ ỏ  
men đ ng sorbitol. ườ

5.3. B c 3: Ki m tra tính ch t sinh v t hóa h c.ướ ể ấ ậ ọ

­ Dùng que c y nh n đ u vô trùng l y 1 khu n l c nghi ng  trên th ch SMAC c y vào  ngấ ọ ầ ấ ẩ ạ ờ ạ ấ ố  
th ch th ng và  ng th ch CLIG nh  sau:ạ ườ ố ạ ư

+  ng th ch th ng: c y ria lên m t th ch. ố ạ ườ ấ ặ ạ

+  ng th ch CLIJ: ố ạ

* Ph n th ch nghiêng: c y ria lên m t th ch. ầ ạ ấ ặ ạ

* Ph n th ch đ ng: c y đâm sâu   chính gi a. ầ ạ ứ ấ ở ữ

­    m 37Ủ ấ 0C/24 gi . Sau    m đ c k t qu  ki m tra các tính ch t sinh hóa trên  ng th chờ ủ ấ ọ ế ả ể ấ ố ạ  
CLIG: 

+ Ph n th ch nghiêng: gi  nguyên m u đ  (cellobiose âm tính)ầ ạ ữ ầ ỏ

+ Ph n th ch đ ng: chuy n sang m u vàng (lactose dầ ạ ứ ể ầ ng tính)ươ

+ Ngay sau đó chi u đèn UV có B c sóng 365 nmi vào  ng th ch CLIG,  ng th ch CLIGế ướ ố ạ ố ạ  
không phát quang (� ­ glucuronidase âm tính).

Th ch CLIG có pH trung tính nên có m u đ  c a ch  th  m u đ  phênol. Trong th ch có 2ạ ầ ỏ ủ ỉ ị ầ ỏ ạ  
lo i   đ ng:   cellobiose   (10g/1ít)   và   lactose   (lg/1ít).  ạ ườ E.coli  O157  không   lên  men   đ ngườ  
cellobiose, nhưng lên men đ ng lactose t o xít không bên v ng đ i v i oxy. Ph n nghiêngườ ạ ữ ố ớ ầ  
c a th ch vì ti p xúc nhi u v i oxy có trong không khí nên pH v n trung tính, nên th chủ ạ ế ề ớ ẫ ạ  
gi  nguyên m u đ . Còn ph n đ ng c a th ch vì ít ti p xúc v i không khí nên pH th chữ ầ ỏ ầ ứ ủ ạ ế ớ ạ  
tr  thành axit, do đó th ch chuy n sang m u vàng.ở ạ ể ầ

L u ý:ư  M i m u th  nên b t 3 khu n l c nghi ng  đ  ki m tra tính ch t sinh hóa. Khu nỗ ẫ ử ắ ẩ ạ ờ ể ể ấ ẩ  
l c nghi ng  ạ ờ E.coli  O157, có tính ch t sinh v t hóa h c c a  ấ ậ ọ ủ E.coli  O157: cellobiose (­), 
lactose (+),� ­ glucuronidase (­), thì ti p t c ki m tra ng ng k t trên lam kính.ế ụ ể ư ế

5.4. B c 4: Ki m tra ng ng k t trên lam kínhướ ể ư ế

5.4.1. Ki m tra hi n t ng t  ng ng k tể ệ ượ ự ư ế



 

 

 

 

 

 

 

­ Ti n hành: L y 1 lam kính trong, vô trùng, nh  1 gi t n c mu i sinh lý 8,5ế ấ ỏ ọ ướ ố 0/00 vào bên 
trái lam kính. Dùng que c y vô trùng l y vi khu n    ng th ch th ng hòa vào gi t n cấ ấ ẩ ở ố ạ ườ ọ ướ  
mu i. Nghiêng đi nghiêng l i nh  nhàng lam kính vài l n sao cho vi khu n hòa đ u vàoố ạ ẹ ầ ẩ ề  
gi t n c mu i sinh lý.ọ ướ ố

­ Đ c k t qu : Dùng kính lúp đ  quan sát. N u gi t n c mu i sinh lý đ c đ u (t c khôngọ ế ả ể ế ọ ướ ố ụ ề ứ  
x y ra hi n t ng ng ng k t), thì ti p t c ki m tra ng ng k t đ c hi u.ả ệ ượ ư ế ế ụ ể ư ế ặ ệ

5.4.2. Ki m tra ng ng k t đ c hi uể ư ế ặ ệ

­ Ti n hành: ti p t c nh  1 gi t kháng huy t thanh ế ế ụ ỏ ọ ế E.coli O157 lên lam kính.

Dùng que c y vô trùng l y vi khu n    ng th ch th ng hòa vào gi t kháng huy t thanhấ ấ ẩ ở ố ạ ườ ọ ế  
E.coli O157. Nghiêng đi nghiêng l i nh  nhàng lam kính vài l n sao cho vi khu n hòa đ uạ ẹ ẩ ẩ ề  
vào gi t kháng huy t thanh ọ ế E.coli O157.

Đ c k t qu : Dùng kính lúp đ  quan sát. N u gi t kháng huy t thanh  ọ ế ả ể ế ọ ế E.coli O157 xu tấ  
hi n nh ng h t nh  (t c đã x y ra hi n t ng ng ng k t gi a kháng nguyên và khángệ ữ ạ ỏ ứ ả ệ ượ ư ế ữ  
th ). Có th  đ i chi u s  khác bi t v i gi t n c mu i   bên c nh.ể ể ố ế ự ệ ớ ọ ướ ố ở ạ

L u ý:ư

­ Ch  đ c đ c k t qu  ng ng k t trong vòng t  30 giây đ n 2 phút.ỉ ượ ọ ế ả ư ế ừ ế

­ N u x y ra hi n t ng ng ng k t v i n c mu i sinh lý, thì không c n ti p t c ki m traế ả ệ ượ ư ế ớ ướ ố ầ ế ụ ể  
ng ng k t đ c hi u (vì có th  n c mu i sinh lý đã h ng ho c vi khu n phân l p khôngư ế ặ ệ ể ướ ố ỏ ặ ẩ ậ  
chính xác).

Tiêu chu n xác đ nh là ẩ ị E. coli O157:

­ Khu n l c tròn đ u, m t nh n, không m u, sáng đ c.ẩ ạ ề ặ ẵ ầ ụ

­ Không lên men đ ng cellobiose.ườ

­ Lên men đ ng lactose.ườ

­ Không có men � ­glucuronidase.

­ Ng ng k t v i kháng huy t thanh ư ế ớ ế E.coli O157.



 

 

 

 

 

 

 

 

PHA CH  MÔI TR NGẾ ƯỜ

1. Canh thang m­EC (hãng Merek ­ cođe l.14582) 

Peptone                       20g 

Lactose                        5g

Bile salts          1,12g



 

 

 

 

 

 

 

K2 HPO4         4g 

KH2 PO4          l,5g 

NaCL              5g 

Novobiocin     0,02g

pH = 6,9 �  0,2 

Pha ch : Cân chính xác 36,7g b t m­EC, r i pha trong 1000 ml n c c t. Đun nóng, khu yế ộ ồ ướ ấ ấ  
đ u cho tan b t. Rót vào bình nón có dung tíeh 500 ml, m i bình 225 ml canh thang. Ti tề ộ ỗ ệ  
khu n trong n i h p   121ẩ ồ ấ ở 0C/15 phút, r i b o qu n trong t  l nh không quá 7 ngày. ồ ả ả ủ ạ

2. Th ch SMAC (Merck ­ code l.09207) ạ

Bile salts                      lg

Peptone                                    19g 

D­sorbitol                    l0g

Nacl                             5g

Crystal violet                0,001g

Netral red                     0,03g 

Th ch ạ                           15g 

pH = 7 �  0,2 

Pha ch : Cân ch nh xác 25g th ch SMAC, r i pha trong 500 ml n c c t. Đun nóng, khu yế ỉ ạ ồ ướ ấ ấ  
đ u cho tan th ch. Rót vào bình c u dung tích 250 ml, m i bình 150 ml th ch. Ti t khu nề ạ ầ ỗ ạ ệ ẩ  
trong n i h p   121ồ ấ ở 0C/15 phút. Th ch đ  ngu i đ n 45ạ ể ộ ế 0C, r i rót vào các h p l ng vôồ ộ ồ  
trùng, m i h p 15 – 18 ml th ch. Đ  đĩa th ch đông t  nhiên, b o qu n trong t  l nhỗ ộ ạ ể ạ ự ả ả ủ ạ  
không quá 15 ngày.

3. Th ch CLIG (kyokuto ­ Nh t B n ­ Lot BL.2231)ạ ậ ả

Casein peptone                        7,5g 

Meat peptone              2,5g 

Lactose                        lg 

Cellobiose                    10g

Tryptophan                  0,lg

MUG                0,02g 

NaCL                          5g

Phenol red                   0,02g

Th ch ạ                          15g 

ph = 7 �  0,2

Pha ch : Cân chính xác 4, lg th ch CLIG , r i phá trong 100 ml n c c t. Đun nóng, khu yế ạ ồ ướ ấ ấ  
đ u cho tan th ch. Rót vào  ng nghi m ề ạ ố ệ �  = 12mm, m i  ng 3 ml th ch. Ti t khu n trongỗ ố ạ ệ ẩ  
n i h p   nhi t đ  l10ồ ấ ở ệ ộ 0C/80 phút, đ i th ch ngu i, r i đ   ng th ch n m nghiêng (sao choợ ạ ộ ồ ể ố ạ ằ  
m t nghiêng dài kh ng 2 cm) cho đ n khi th ch đông, r i b o qu n trong t  l nh khôngặ ọả ế ạ ồ ả ả ủ ạ  
quá 15 ngày.

 4. Th ch th ngạ ườ

Cao th tị                        1g

Peptone                       2g



 

 

 

 

 

 

 

NaCL              1g

Th ch ạ              3,6g

N c c t ướ ấ         200ml 

Pha ch : Cân chính xác cácthành ph n môi tr ng. Đun nh  l a khu y đ u đ n khi sôi đế ầ ườ ỏ ử ấ ề ế ể 
hòa tan các ch t. Đi u ch nh pH = 7,4 ­ 7,6. Rót vào  ng nghi m ấ ề ỉ ố ệ � = 16 mm, m i  ng 5 mlỗ ố  
th ch. Ti t khu n trong n i h p   l10ạ ệ ẩ ồ ấ ở 0C /30phút, đ i th ch ngu i r i đ   ng th ch n mợ ạ ộ ồ ể ố ạ ằ  
nghiêng cho đ n khi th ch đông, r i b o qu n trong t  l nh không quá 30 ngày./.ế ạ ồ ả ả ủ ạ


