	TCN
	TIÊU CHUẨN NGÀNH Y TẾ


52 TCN - TQTP 0014: 2006
THƯỜNG QUY KỸ THUẬT PHÂN LẬP VÀ XÁC ĐỊNH CAMPYLOBACTER TRONG THỰC PHẨM

HÀ NỘI - 2006
LỜI NÓI ĐẦU
52 TCN - TQTP 0014 : 2006 do Viện Dinh dưỡng biên soạn, Cục An toàn vệ sinh thực phẩm đề nghị, Bộ trưởng Bộ Y tế ban hành kèm theo Quyết định số /2006/QĐ-BYT,ngày........tháng.......năm 2006.

	BỘ Y TẾ
	TIÊU CHUẨN NGÀNH Y TẾ
	NHÓM TQTP

52 TCN-TQTP 0014:2006

Thời hạn có hiệu lực theo Quyết định ban hành

	
	THƯỜNG QUY KỸ THUẬT PHÂN LẬP VÀ XÁC ĐỊNH CAMPYLOBACTER TRONG THỰC PHẨM 


	


I. PHẠM VI ÁP DỤNG

Phát hiện ô nhiễm Campylobacter trong các sản phẩm thực phẩm tươi sống và thực phẩm chế biến sẵn.

II. NGUYÊN LÝ

Phân lập và xác định Campylobacter nuôi cấy trên môi trường chọn lọc trong khí trường vi hiếu khí ở 42oC bằng các thử nghiệm sinh hoá học đặc trưng. 
III. THIẾT BỊ, DỤNG CỤ, MÔI TRƯỜNG VÀ THUỐC THỬ

1. Dụng cụ, thiết bị chính: 
a. Tủ ấm 420C

b. Máy đồng nhất mẫu

c. Bình nuôi cấy kị khí 

d. Túi tạo khí trường vi hiếu khí 
đ. Túi đồng nhất mẫu có rãnh lọc
e. Đĩa petri, ( 90 – 110 mm
g. Que cấy, đầu niken/crom hoặc platin
2. Môi trường: 

a. Canh thang Preston 

b. Thạch Charcoal cefoperazone desoxycholat (CCD)

c. Thạch 5% máu bò (hoặc thỏ).

d. Thành phần bổ sung vào môi trường cơ sở

đ. Thạch dinh dưỡng

3. Thuốc thử: 

a. Dung dịch ôxy già (H2O2 3%)

b. Dung dịch Natri hippurat 1%

c. Dung dịch Ninhydrin 3,5%

d. Dung dịch thử Oxydase

đ. Bộ thuốc nhuộm Gram

IV. CHUẨN BỊ MÔI TRƯỜNG VÀ MẪU THỬ: 

1. Chuẩn bị môi trường: 

Canh thang tăng sinh, môi trường nuôi cấy chọn lọc được pha chế theo công thức và hấp tiệt trùng theo hướng dẫn cho từng loại môi trường trong phần phụ lục I. 

2. Chuẩn bị mẫu thử: 

Cân 25g thực phẩm, cắt nhỏ, xay nhuyễn hoặc dập bằng máy dập mẫu ở điều kiện vô trùng trong 225 ml canh thang tăng sinh Preston cho tới khi được thể đồng nhất.

Các điểm cần lưu ý:

a. Đối với các loại thực phẩm đóng trong túi kín cần phải kiểm tra nhiều chỉ tiêu vi sinh vật thì nên tiến hành kiểm tra trước đối với Campylobacter vì Campylobacter rất nhậy cảm với không khí và điều kiện khô hanh.

b.Đối với các loại thực phẩm có nhiều chất béo thì sau khi đồng nhất mẫu phải lọc bằng gạc vô trùng gập nhiều lớp.

V. TIẾN HÀNH XÁC ĐỊNH 

Bước 1: Tăng sinh trong canh thang Preston
Thực phẩm đã đồng nhất trong canh thang Preston được để vào bình kị khí. Sau đó cho túi tạo khí đã được chuẩn bị như hướng dẫn trong phần phụ lục II vào bình và đậy nắp lại. Ủ trong điều kiện vi hiếu khí ở 420C từ 24 đến 48 giờ. 

Bước 2: Cấy chuyển sang môi trường thạch chọn lọc CCD
Cấy vào 2 đĩa thạch CCD, mỗi đĩa 1 ăng canh thang tăng sinh chọn lọc ở trên

Ủ trong điều kiện vi hiếu khí như ở bước 1 và để vào tủ ấm 42oC / 24 – 48giờ

* Nhận dạng:

Đọc kết quả sau 24-48 giờ. 

Khuẩn lạc nghi ngờ là Campylobacter dẹt, bóng, thường mọc lan, có màu từ xám kem nhạt đến xám xanh. 
Bước 3: Xác định hình thể vi khuẩn 

Nhuộm Gram xác định hình thể vi khuẩn: 

Là một bước rất quan trọng trong việc xác định Campylobacter vì vi khuẩn này có hình dạng rất đặc trưng

Campylobacter là vi khuẩn Gram âm (bắt mầu đỏ), có hình lượn sóng hoặc hình cánh chim. Trường hợp vi khuẩn nuôi cấy để quá 48 giờ và có sự tiếp xúc với oxy không khí, Campylobacter chuyển sang dạng hình cầu.

Bước 4: Cấy chuyển sang môi trường thạch máu 
Từ khuẩn lạc đã xác định hình thể trên thạch đĩa CCD, dùng que cấy ria sang môi trường thạch 5% máu bò hoặc thỏ sao cho có thể tạo thành các khuẩn lạc riêng rẽ. Nuôi cấy trong điều kiện vi hiếu khí ở 42oC / 24 giờ để thử các tính chất sinh vật hoá học ở bước 5. 

Bước 5: Thử tính chất sinh vật hoá học:

a. Phản ứng Catalase:

Nhỏ 1 giọt H2O2 (oxy già) 3% lên lam kính, dùng que cấy lấy khuẩn lạc thuần nhất đặt vào giữa giọt H2O2. Nếu thấy sủi bọt là phản ứng dương tính. 
b. Phản ứng Oxydase: 
Đặt 1 tờ giấy lọc nhỏ lên lam kính . Dùng que thuỷ tinh hoặc que gỗ vô trùng lấy 1 ít khuẩn lạc phết lên tờ giấy lọc. Nhỏ vài giọt thuốc thử Oxydase lên, đọc kết quả trong 10 giây đầu.

Phản ứng dương tính: Xuất hiện màu tím xanh tại chỗ phết khuẩn lạc trên tờ giấy lọc. 
* Lưu ý: 

Trước khi làm phản ứng nên thử lại thuốc thử với hai chủng vi khuẩn chuẩn có Oxydase âm tính và Oxydase dương tính đã biết tuỳ theo từng phòng thí nghiệm. Có thể dùng hai chủng chuẩn E.coli ATCC25922 (Oxydase âm), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853(Oxydase dương)

c. Phản ứng thuỷ phân Natri hippurat: là phản ứng cần thiết để phân biệt Campylobacter jejuni với các loài Campylobacter khác (khuyến khích áp dụng).

Dùng que cấy lấy một ít khuẩn lạc trên môi trường thạch máu cho vào ống nhựa 2 ml đã có dung dịch natri hippurat 1% chuẩn bị sẵn theo hướng dẫn ở phần phụ lục I và nghiền đều cho đến khi dung dịch có màu sữa, đem ủ ấm ở 37oC / 2 giờ. Sau đó lấy ra cho từ từ 200 
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l dung dịch ninhydrin 3,5% bằng cách chạm nhẹ pipet vào thành ống để lớp dung dịch này nổi ở bên trên. Ủ ấm lần nữa ở 37oC trong 10 phút và lấy ra đọc kết quả.

Phản ứng dương tính: Xuất hiện màu tím sẫm hoặc xanh

Phản ứng âm tính: Không màu hoặc mầu xám

Tiêu chuẩn xác định là Campylobacter:

- Campylobacter là vi khuẩn Gram âm (bắt mầu đỏ), có thể có hình lượn sóng hoặc hình cánh chim. 

- Catalase (+)

- Oxydase (+)

Tính chất sinh vật hoá học của một số loài Campylobacter thường gặp

	 Loài

P/ứng
	C. jejuni
	C. Coli
	C. lari

	Catalase
	+
	+
	+

	Oxydase
	+
	+
	+

	Thuỷ phân natri hippurat
	+
	-
	-


SƠ ĐỒ PHÂN LẬP VÀ XÁC ĐỊNH CAMPYLOBACTER TRONG THỰC PHẨM
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- Tiêu chuẩn xác định Campylobacter: 
- Gr (-)


 
- Catalase (+)

- Hình lượn sóng hoặc hình cánh chim 


- Oxydase (+)

Ngoài các tính chất trên, C. Jejuni được thử khẳng định bằng phản ứng thuỷ phân natri hippurat (+)
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PHỤ LỤC 1
CHUẨN BỊ MÔI TRƯỜNG VÀ THUỐC THỬ

I. MÔI TRƯỜNG:

1. Canh thang Preston (1000 ml)

a) Môi trường cơ sở: 

- Môi trường dinh dưỡng số 2 (Nutrient Broth No.2) 

Cao thịt







10 g

Pepton







10 g

Natri clorua 







5 g

b) Thành phần bổ sung: 

- Thành phần bổ sung 1 (Preston Campylobacter selective supplement): 

(Công thức cho một lọ)

Polymycin B 






2500 UI

Rifampicin







5 mg

Trimethoprim






5 mg

Cycloheximide 






50 mg

- Thành phần bổ sung 2 (Campylobacter Growth Supplement) 

( Công thức cho 1 lọ)

Natri pyruvat (C3H3NaO3)




0,125 g

Natri metabisunfite (Na2O5S2)




0,125 g

Sunfat sắt (FeSO4)






0,125 g

c) Môi trường hoàn chỉnh:

Môi trường dinh dưỡng số 2




25 g

Thành phần bổ sung 1





2 lọ

Thành phần bổ sung 2





2 lọ

Máu bò hoặc máu thỏ




 50 ml

Nước cất







1000 ml

pH 7,5 
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d) Tiến hành: 
Cân 25g môi trường dinh dưỡng số 2 cho vào 1000ml nước cất, hấp tiệt trùng ở 121oC trong 15 phút.

Thêm 1ml acetone và 1ml nước cất vô trùng vào mỗi lọ thành phần bổ sung 1 – Lắc nhẹ cho tan. 

Thêm 2 ml nước cất vô trùng vào mỗi lọ thành phần bổ sung 2 - Lắc nhẹ cho tan.

Để canh thang dinh dưỡng nguội tới khoảng 50oC thì bổ sung 50 ml máu bò hoặc thỏ, hai lọ thành phần bổ sung 1 và hai lọ thành phần bổ sung 2, lắc nhẹ cho đều và phân phối ra bình tam giác hoặc bình cầu vô trùng (loại 250 ml) mỗi bình 100 ml 

*Lưu ý: 

- Môi trường canh thang dinh dưỡng số 2 sau khi hấp tiệt trùng bảo quản ở 2 – 8oC. 
- Nếu đã thêm máu và các thành phần bổ sung phải sử dụng ngay.

- Nếu không có máu bò thì tuyến cơ sở có thể dùng máu thỏ.

- Có thể dùng các thành phần riêng rẽ theo công thức trên để chế môi trường theo hướng dẫn.

* Kiểm tra chất lượng môi trường: 

- Kiểm tra vô trùng: 

- Ủ ấm môi trường trong tủ ấm 37oC/24 giờ.

2) Thạch Charcoal cefoperazone desoxycholat (CCD):

a) Môi trường cơ sở (Campylobacter blood - free selective agar base) 
Môi trường dinh dưỡng số 2



25 g

Than hoạt tính dùng cho vi sinh vật (Charcoal) 


4.0 g

Casein






3,0 g

Natri desoxycholat
(C24H39O4Na) 


1,0 g

Sunfat sắt (FeSO4)





0,25 g

Natri pyruvat (C3H3NaO3)



0,25 g

Thạch bột






12,0 g

b) Thành phần bổ sung (CCD selective supplement) 

( Công thức cho 1 lọ )
Cefoperazone 





16 mg

Amphotericin B 





5 mg

c) Môi trường hoàn chỉnh: 

Môi trường cơ sở 





45,5 g

Thành phần bổ sung




2 lọ

Nước cất 






1000 ml

pH 7,5 
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d) Tiến hành: 

Cân 45,5g môi trường cơ sở cho vào 1000 ml nước cất (có thể đun cách thuỷ cho tan nếu cần thiết ) - hấp tiệt trùng ở 121oC trong 15 phút.

Thêm vào mỗi lọ thành phần bổ sung 2ml nước cất vô trùng, lắc nhẹ cho tan.

Để môi trường cơ sở nguội tới khoảng 50oC, thêm 2 lọ thành phần bổ sung , lắc nhẹ rồi đem đổ vào đĩa petri, mỗi đĩa 15 – 20 ml. Để nguội cho đông.

*Kiểm tra vô trùng: ủ ấm trong tủ 37oC trong 24 giờ

*Lưu ý: - Môi trường đổ xong phải bọc kĩ tránh ánh sáng 

 - Có thể bảo quản môi trường trong tủ lạnh hoặc nhiệt độ phòng

3) Thạch 5% máu bò hoặc thỏ

a) Môi trường cơ sở ( Columbia blood agar base,)

Pepton 





23,0 g

Tinh bột 





1,0 g

Natri clorua (NaCl)



5,0 g

Thạch bột





10,0 g

Nước cất 





1000 ml

pH 7,3 
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b) Môi trường hoàn chỉnh: 

Môi trường cơ sở




450 ml

Máu bò hoặc máu thỏ



50 ml

c) Tiến hành:

Cân 39g môi trường cơ sở cho vào 1000 ml nước cất. Đun cách thuỷ để hoà tan hoàn toàn môi trường. Hấp tiệt trùng ở 121oC trong 15 phút. 

Để môi trường cơ sở nguội xuống còn khoảng 50OC, bổ sung 50 ml máu vào 950 ml môi trường và xoay nhẹ bình cho máu phân bố đều. Lưu ý không lắc mạnh làm môi trường sủi bọt - Đổ mỗi đĩa petri 15 – 20 ml môi trường, để nguội.

Lưu ý: Nếu tuyến cơ sở không có máu bò có thể dùng máu thỏ.

Thạch máu cơ sở có thể dùng Blood agar base hoặc thạch thường để thay thế, tuỳ theo điều kiện

*Kiểm tra vô trùng: Ủ đĩa môi trường trong tủ ấm 37oC trong 24 giờ. 

Môi trường có thể bảo quản trong tủ lạnh từ 3- 5 ngày nhưng tốt nhất nên sử dụng ngay.

II. THUỐC THỬ 

1) Dung dịch Natri hippurat 1%:

- Dung dịch PBS (dung dịch đệm phosphat)

Kali dihydrophosphat (KH2PO4)


1,54 g

Natri hydrophosphat ( Na2HPO4.12 H2O) 
13,84 g

Natri clorua (NaCl) 



40,75 g

- Dung dịch hoàn chỉnh 

Natri hippurat (C9H8NNaO3) 


1 g

PBS 






99 ml

Hoà tan Natri hippurat trong dung dịch PBS - Đóng ống nhựa 2 ml có nắp đậy, mỗi ống 500 
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l và bảo quản ở – 20oC trong 6 tháng.

Lưu ý: Có thể thay dung dịch PBS bằng nước cất nếu không đủ điều kiện.
2) Dung dịch Ninhydrin 3,5%:

Ninhydrin (C9H6O4) 



3,5 g

Aceton (C3H6O)




50 ml 

Butanol (C4H10O) 




50 ml

Hoà tan Ninhydrin trong dung dịch 50:50 aceton: butanol. Để trong lọ 20 ml sẫm màu và bảo quản ở nhiệt độ phòng trong 12 tháng. 

3) Dung dịch thử oxydase:

L(+) – Ascorbic acid 




0,03 g

N, N, N’, N’- Tetramethyl- p. phenylendiamine

Dihydrochloride (C10H6N2. 2HCl) 


0,03 g

Nước cất 






30 ml 

Hoà tan hoàn toàn hoá chất và để trong lọ sẫm màu, bảo quản ở 5oC trong 3 tuần 
PHỤ LỤC II
TẠO KHÍ TRƯỜNG VI HIẾU KHÍ

a) Sử dụng bình kị khí và túi tạo khí trường vi hiếu khí mua sẵn:

- Túi tạo khí trường phải phù hợp với dung tích của bình kị khí. 

Với bình nuôi cấy dung tích 3 – 3,5 lít: sử dụng 1 túi tạo khí 

Với bình nuôi cấy dung tích 7 – 8 lít: sử dụng 2 túi tạo khí

Cắt túi tạo khí, cho vào túi 100 ml n​ước cất hoặc nư​ớc máy sau đó cho nhanh vào bình rồi đậy chặt nắp lại để ở 42oC/24-48 giờ.

* L​ưu ý: Thao tác phải làm thật nhanh không cho đầu túi bị cắt tiếp xúc với không khí bên ngoài 

- Sau khi cho bình hoặc đĩa đã nuôi cấy mẫu thử vào bình mới chuẩn bị túi tạo khí trường vi hiếu khí. Cho túi tạo khí trường vào trong bình kị khí, đậy nắp lại và để vào trong tủ ấm 42oC tuỳ theo thời gian yêu cầu ở mỗi bước. 
- Chuẩn bị túi tạo khí trường vi hiếu khí theo chỉ dẫn trên túi. 

b) Sử dụng phương pháp bình nến: 

Nếu cơ sở không có điều kiện mua bình kị khí và túi tạo khí trường vi hiếu khí thì có thể đặt bình và đĩa nuôi cấy mẫu vào bình hút chân không, sau đó đốt nến để tạo khí trường vi hiếu khí. Nên cho vào bình 1 ống nước cất để làm tăng độ ẩm. Để bình vào trong tủ ấm 42oC tuỳ theo thời gian yêu cầu ở mỗi bước. Tuy sử dụng phương pháp bình nến cho tỷ lệ phân lập Campylobacter thấp hơn nhưng giá thành rẻ, có thể áp dụng dễ dàng. 






Nhuộm Gram xác định hình thể vi khuẩn 



































Khuẩn lạc nghi ngờ








Thạch CCD


KT vi hiếu khí


420C /24 – 48h
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