TIEU CHUAN
NGANH Y TE 52 TCN-TQTP 0008:2004 THUONG QUY KY THUAT XAC PINH
E.COLI 0157 TRONG THU'C PHAM
Loi n6i dau
52 TCN - TQTP 0008 : 2004 do Vién Dinh dufng bién soan, Cuc An toan v€ sinh thuc

pham dé nghi, BO trudng BO Y t€ ban hanh theo Quyét dinh s6 4871/2004/QD-BYT ngay
31 thdng 12 ndm 2004.

BO Y TE TIEU CHUAN NGANH Y TE NHOM TQTP
52 TCN-TQTP 0008:2004
THUONG QUY KY THUAT XAC | C6 hi€u luc sau 15 ngay,
PINH E.COLI 0157 k€ tUr ngay déing Cong bdo
TRONG THUC PHAM

1. Pham vi ap dung
Phudng phdp nay d€ x4c dinh E.coli 0157 trong thuc pham.
2. Nguyén ly

SU dung kY thudt 1am giau, xdc dinh khudn lac nghi ngd E.coli 0157 trén thach SMAC sau
khi 0 &m & 370c trong 24 gi®. TU nhitng khudn lac nghi ng0®, ti€n hanh ki€m tra cdc tinh
chdt sinh vat héa hoc va ngung két dac hiéu d€ khang dinh 1a E.coli O157.

3. Thié€t bi, Dung cu, Méi trudng
3.1. Thiét bi, dung cu

Dung cU va thi€t bi chuyén dung trong phong ki€m nghiém vi sinh vat.
3.2. Moi truOng

- Canh thang m-EC

- NuGc mu6i sinh 1y 8,5%

- Khang huyét thanh E. coli 0157

- Thach SMAC

- Thach CLIG

- Thach thuOng

4. Chud@n bi méi trudng va mau thu.
4.1. Chuén bi méi truOng



Moi truOng ting sinh, nudi cdy va dung dich can thi€t dugc di€u ché theo cong thltc Cac
moi trudng dugc déng san vao binh cdu, binh nén, Ong nghiém va dugc hap tiét trung
(110°C/30 phit HOQC 121°C/15 phiit).

4.2. Chuén bi mau thir

Mau th(r dugc cat nhé hodc xay nhuyén bang may trong di€u kién vo trung cho tGi khi
dudc th€ dbng nhat.

5. Phuong phap ti€n hanh
5.1 Buéc 1: Taing sinh
- Ghi ky hiéu mau 1én binh nén c¢6 chlra 225 ml canh thang mc-EC.

- Can chinh xdc 25 g thuc pham da chué°r~1 bi (hodc ding pipét vo tring hit 25 ml thuc phdm
10ng) cho vao binh nén da ghi ky hi€u mau, 1ac déu rdi U am & 42°C/24 gid.

5.2. BuOc 2: Phan lap

- TU binh nén canh thang m-EC da U am, ding que cdy vo trung 18y canh khudn cdy phan
viing trén thach SMAC d€ tao cdc khudn lac riéng ré.

- U 8m 37°C/24 gi®. Sau U &m, dénh d&u nhitng khuén lac nghi ngd E.coli 0157 trén thach
SMAC c6 dac di€m: tron déu, mat nhan, khGng mau, sang duc (vi E.coli 0157 khong 1én
men duOng sorbitol c6 trong thach SMAC). Nhitng khudn lac E.coli khic c¢6 mau do, vi lén
men dudng sorbitol.

5.3. BUéc 3: Kiém tra tinh chdt sinh vat héa hoc.

- Duing que cdy nhon dau vo tring 1dy 1 khudn lac nghi ngd trén thach SMAC cdy vao Ong
thach thuOng va Ong thach CLIG nhu sau:

+ Ong thach thudng: cay ria 1én mat thach.

+ Ong thach CLIJ:

* Phan thach nghiéng: cay ria 1én mat thach.

* Phan thach dUng: cdy dam sau & chinh gilra.

- U &m 37°C/24 gid. Sau U &m doc két qud ki€m tra cdc tinh chat sinh héa trén Ong thach
CLIG:

+ Phan thach nghiéng: gilf nguyén mau do (cellobiose am tinh)

+ Phan thach dUng: chuy€n sang mau vang (lactose dUdng tinh)

+ Ngay sau d6 chi€u den UV c6 Budc séng 365 nmi vao Ong thach CLIG, 6ng thach CLIG
khong phat quang ( - glucuronidase am tinh).

Thach CLIG c6 pH trung tinh nén c6 mau do cla chi thi mau dd phénol. Trong thach c6 2
loai duOng: cellobiose (10g/1it) va lactose (lg/1it). E.coli O157 khong 1én men dulng
cellobiose, nhung 1én men duOng lactose tao xit khong bén viing dOi vGi oxy. Phan nghiéng
cUa thach vi ti€p xic nhi€u vGi oxy c6 trong khdng khi nén pH van trung tinh, nén thach
gilt nguyén mau dd. Con phan dlng cUa thach vi it ti€p xiic v&i khong khi nén pH thach
trd thanh axit, do d6 thach chuyén sang mau vang.

Luu y: MOi mau thU nén bat 3 khudn lac nghi ngd d€ ki€m tra tinh chat sinh héa. Khuan
lac nghi ngQ E.coli 0157, c6 tinh chdt sinh vat héa hoc cla E.coli O157: cellobiose (-),
lactose (+), - glucuronidase (-), thi ti€p tuc ki€m tra ngung két trén lam kinh.

5.4. BUéc 4: Kiém tra ngung két trén lam kinh
5.4.1. Ki€m tra hién tugng tu ngung két



- Tién hanh: Lé'y 1 lam kinh trong, vo trung, nho 1 giot nudc mudi sinh 1y 8,5% vao bén
trai lam kinh. Dung que cdy v tring 18y vi khudn @ Ong thach thudng hoa vio giot nudc
mu0i. Nghiéng di nghiéng 1ai nhe nhang lam kinh vai 1an sao cho vi khudn hoa déu vio
giot nudc mudi sinh ly.

- Poc két qua: Dung kinh lip d€ quan sit. N€u giot nuGc mubi sinh 1y duc déu (tlrc khong
xay ra hién tuong ngung két), thi ti€p tuc ki€m tra ngung két dac hiéu.

5.4.2. Ki€m tra ngung k&t dac hiéu
- Ti€n hanh: ti€p tuc nhd 1 giot khang huyét thanh E.coli 0157 1én lam kinh.

Diing que cdy vo trung 1dy vi khudn & Ong thach thuGng hoa vao giot khang huyét thanh
E.coli O157. Nghiéng di nghiéng l1ai nhe nhang lam kinh vai 18n sao cho vi khudn hoa déu
vao giot khang huy€t thanh E.coli O157.

Poc két qua: Dung kinh lip d€ quan sit. N€u giot khang huy€t thanh E.coli O157 xudt
hién nhiing hat nhd (tUc da xdy ra hién tugng ngung két gilta khiang nguyén va khing
th€). C6 th€ doi chi€u su khac biét vdi giot nudec mudi G bén canh.

Luu y:
- Chi dugc doc két qua ngung két trong vong tUr 30 gidy d€n 2 phiit.

- Néu xay ra hién tugng ngung két véi nudc mudi sinh 1y, thi khong can ti€p tuc ki€m tra
ngung két dac hi€u (vi c¢6 th€ nudc mudi sinh 1y dd hdng hodc vi khudn phan 1ap khong
chinh xac).

Tiéu chudn x4c dinh 12 E. coli O157:

- Khudn lac tron déu, mat nhan, khong mau, sing duc.
- Khong 1én men duOng cellobiose.

- Lén men duOng lactose.

- Khong ¢6 men -glucuronidase.

- Ngung k€t véi khang huyét thanh E.coli O157.



30 DO XAC DINH E.COLI 0157 TRONG THUC PHAM

Bude 1: Tang sinh

25g (25m)) mau it 225ml canh thang m-EC

42°C/24gid

!

Bude 2: Phan lap

Thach SMAC 37°C/24gid

Butde 3: kiém tra
tinh chit sinh héa

- Lactose (+)
- B-glucuronidase (-)

{ - Cellobiose (-)

47

Thach thuong Thach CLIG

37°C/24gid

Bude 4: kiém tra
ngung két / o) 0O /

PHA CHE MOI TRUONG

1. Canh thang m-EC (hang Merek - code 1.14582)
Peptone 20g

Lactose S5g

Bile salts 1,12¢g



K, HPO, 4g
KH, PO, 1,5g
NaCL Sg
Novobiocin  0,02¢g
pH=69 0,2

Pha ché: Can chinh x4c 36,7g bdt m-EC, roi pha trong 1000 ml nuGc cat. Pun néng, khudy
déu cho tan bOt. Rét vao binh nén c6 dung tieh 500 ml, mOi binh 225 ml canh thang. Tiét
khudn trong n6i hdp & 121°C/15 phiit, rdi bdo quan trong tU lanh khong qué 7 ngay.

2. Thach SMAC (Merck - code 1.09207)

Bile salts lg

Peptone 19¢
D-sorbitol 10g

Nacl S5g

Crystal violet 0,001g
Netral red 0,03¢g
Thach 15g
pH=7 0,2

Pha ché: Can chinh xdc 25g thach SMAC, r0i pha trong 500 ml nudc cat. Pun néng, khudy
déu cho tan thach. Rét vao binh cau dung tich 250 ml, moi binh 150 ml thach. Tiét khudn
trong ndi hdp G 121°C/15 phiit. Thach d€ ngudi dén 45°C, ri rét vao cic hOp 10ng vo
tring, mOi hdp 15 — 18 ml thach. D€ dia thach dong tu nhién, bdo quan trong tU lanh
khong qua 15 ngay.

3. Thach CLIG (kyokuto - Nhat Ban - Lot BL.2231)

Casein peptone 7,5g

Meat peptone 2,5¢

Lactose lg

Cellobiose 10g

Tryptophan 0,lg

MUG 0,02¢g

NaCL Sg

Phenol red 0,02¢g

Thach 15¢g

ph=7 0,2

Pha ché: Can chinh x4c 4, lg thach CLIG , rOi phd trong 100 ml nudc cat. Pun néng, khudy
déu cho tan thach. R6t vao Ong nghi€ém = 12mm, mOi 6ng 3 ml thach. Tiét khudn trong

n0i hdp & nhiét dO 110°C/80 phit, dgi thach ngudi, rdi d€ Gng thach nam nghiéng (sao cho
mat nghiéng dai khodng 2 cm) cho dén khi thach dong, rdi bdo qudn trong tU lanh khong
qué 15 ngay.

4. Thach thuong
Cao thit lg
Peptone 2g



NaCL g
Thach 3,6g
Nudc cat 200ml

Pha ché&: Can chinh xdc cacthanh phan méi truOng. Pun nhd 10ta khudy déu dén khi s6i d€
hoa tan céc chat. Pi€u chinh pH = 7,4 - 7,6. R6t vao Ong nghiém = 16 mm, mOi 6ng 5 ml
thach. Tiét khudn trong nOi hdp & 110°C /30phiit, dgi thach ngudi rdi d€ Gng thach nam
nghiéng cho d€n khi thach dong, r0i bdo qudn trong tU lanh khong qui 30 ngay./.



