TIEU CHUAN VIET NAM TCVN 6847 : 2001

Vi sinh vat hoc — Hudng dan chung vé dinh lugng
Enterobacteriaceae khong qua qua trinh phuc hoi -
Ky thuat d&m khudn lac va ky thuat MPN

Microbiology — General guidance for the enumeration of Enterobacteriaceae

without resuscitation — MPN technique and colony-count technique

1 Pham vi ap dung
Tiéu chudn nay dua ra hudng dan chung dé dinh lugng Enterobacteriaceae ¢ trong thuc phdm hoc
thirc &n chan nubi:

- bang cach tinh s8& c6 xac suét 16n nhat (MPN) sau khi U 8m & 35°C hodc 37°C trong méi truding
I6ng hoac

- béng cach dém s& khuan lac trong méi trudng dac sau khi G 8m & 35°C hoac 37°C.

Nhiét dd sif dung can dudc thod thuan gilla cac bén co lién quan va phai dudc ghi vao bao céo
thir nghiém.

Chu thich 1 - Béi vai thue phdm dong lanh, nhiét d6 nudi & 30°C & thich hgp khi muc dich d8m mang tinh
chét cong nghé.

V@i s6 Iugng nhd vi khudn, phuong phap MPN a thich hdp, trong céc trudng hgp khac phuong phéap
dém khuan lac thudng dugc sir dung hon.

Tiéu chudn nay khdng bao gém cac quy trinh phuc héi, do d6 két qua khdng can phai lién hé dén cac
y&u cau hodc cac dac tinh k§ thuat dua trén giad dinh & qua trinh phuc hoi da dugc thuc hién,

Piém han ché khi ap dung tiéu chudn nay 1a & chd két qua cb dd dao déng Idn. Vi vay, phuang phap
nay chi nén sir dung va gidi thich két qua theo théng tin néu trong 10.3.

.a g en =
2 Tiéu chuan vién dan

TCVN 4881:1989 (ISO 6887 : 1983), Vi sinh vat hoc - Hudng dan chung vé cach pha ché cac dung
dich pha lodng dé kiém nghiém vi sinh vat.
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TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1997), Vi sinh vat trong thuc phdm va trong thic &n gia sic — Nguyén

tAc chung vé kiém tra vi sinh vét.

3 DBinh nghia
Trong tiéu chudn nay ap dung cac dinh nghia sau day:

3.1 Enterobacteriaceae (Enterobacteriaceae): 1a cac vi sinh vat 1&n men glucoza va cho phan img
oxidaza am tinh khi ti€n hanh phép thlr theo phuong phap qui dinh nay.

3.2 S& dém Enterobacteriaceae (count of Enterobacteriaceae): 14 s& Enterobacteriaceae tim thdy
trong mét mililit ho#ic trong mét gam mau thir khi ti€n hanh thir theo phuong phap qui dinh.

4 Nguyeén tic

4.1 Chuan bj dich pha lodng

Chudn bi cac dich pha loang thap phan tir mau thi.
4.2 Dinh lugng Enterobacteriaceae

4.21 Ky thuat dém s c6 xac suat Ion nhat (MPN)

Chu thich 2 — Ky thuat nay nén dung khi s lugng Entrobacteriaceae dugc du kién trong khoang tir 1 dén 100
trén mililit hodc trén gam miu thir .
Cdy vao ba 8ng nghiém méi trudng ndng d6 kép mét luong mau thir qui dinh néu d6 la san phdm Idng
ho#c mét lugng huyén phi ban dau qui dinh néu cac san pham & dang khac.
Céy vao ba éng nghiém méi trudng ndng dé don mét luong mau thir qui dinh néu 1a san phdm 1dng
ho#c v6i mét lugng huyén phl ban dau qui dinh néu cac san phdm & dang khéc. Sau dé trong cling mét
diéu kién, cdy ba 6ng mdi trudng ndng do don véi dich pha lodng thap phan thit nhat tir mAu thir hoac tir
huyén phl ban d4u.
U &m cac 8ng & 35°C hozc 37°C (theo thoa thuan) trong 24 h.
Tir cac 8ng dugc thir khdng dinh duong tinh, tinh s& c6 xac sudt 16n nhét cla Enterobacteriaceae trén
mililit ho#c trén gam mau thlr bang céch tra bAng MPN (xem phu luc A).

4.2.2 Ky thuat dém khudn lac

Chu thich 3 — Nén ding k§ thuat nay khi sé lugng Enterobacteriacese dugc du kién I6n hon 100 trén mililit
ho#c trén gam mau thir.

Cdy vao thach glucoza mét dé tim ( violet red bile) chita trong hai dia Petri (ky thuat d8 dia) mét lugng
mau thir néu san phdm ban dau Ia chat 16ng hoac vai mot lugng huyén phi ban dau néu cac san phdm
@ dang khac. Phii 1&n bé mat thach da c8y mét I6p méi trudng cling loai.
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Chudn bi cac cap dia khac trong cling diéu kién thlr va cdy cac dich pha lodng thap phan tir mau thir
ho#c tir huyén phl ban dau.

U &m céc dia & 35°C hoac 37°C (theo thoa thuan) trong 24 h + 2 h.

TU s8 cac khudn lac dién hinh d4 dudc thir khdng dinh trén méi dia, tinh toan s& Enterobacteriaceae co

trén mililit hodc trén gam mau thit.

5 Dich pha lodng, cac mdi trudng nudi cay va thudc thir
5.1 Khai quat

Thuc hanh phong thi nghiém, xem TCVN 6404:1998 (1SO 7218).

5.2 Dich pha lodng

Xem TCVN 4881 : 1989 (ISO 6887 : 1983) va tiéu chudn cu thé cé lién quan dén san pham dugc

xét nghiém.
5.3 Moi trudng nudi cay
5.3.1 Canh thang mat luc sang c6 dém (canh thang E.E).

5.3.1.1 Thanh phén

a) b)
Maoi trudng Moi trugng
ndng do kép noéng dé don
Pepton 200g 10,0g
Glucoza 10049 50g
Dinatri hydro phosphat (Na,HPQ,) 12,90 g 6,45g
Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 409 20g
| Mat b kho (Ox bile dehydrated) 40.0 g 20,0 g
! Luc sang (brilliant green) 0,030g 0,015g
| Nudc 1 000 ml 1000 ml

5.3.1.2 Chuin bi

Hoa tan cac thanh phan hoac méi trudng hoan chinh khé trong nudc béng cach dun séi. Khéng dun
néng méi trudng qua 30 phut. Lam ngudi nhanh méi trudng.

Chinh pH sao cho sau khi dun séi la 7,2 & 25°C, néu can.

Chuyén thanh cac phan 10 ml vao méi 8ng nghiém hodc chai vé tring (6.8).

69



TCVN 6847 : 2001

Khéng hdp méi truang béng ndi hdp 4p Iuc.

Mbi trudng nay c6 thé bao quan mét tudn & 0°C dén 5°C.

5.3.2 Thach glucoza mét do tim (Violet red bile glucose agar) (VRBG)

5.3.2.1 Thanh phén

Pepton 709

Cao men 30g

Muéi mat (bile salts) 15¢

Glucoza 1009
l Natri clorua 50¢9

D6 trung tinh 0,03g
| Tim tinh thé (crystal violet) 0,002 g
| Thach & dang bét hosic & dang vy 8 gdén 18 g"
'. Nudc 1000 ml
:l 1) Phu thudc siic dong cha thach

5.3.2.2 Chuin bi

Hoa tan cac thanh phan ho&c méi trudng hoadn chinh khé trong nudc bang cach dun séi. Khng dun
néng méi trudng qua 30 phat.

Chinh pH sao cho sau khi dun sbi 1a 7,4 & 25°C, néu cén.

Chuyén méi trudng nudi cdy ndy vao cac éng nghiém, binh hoic lo vé tring (6.8) co dung tich khéng
I6n hon 500 ml.

Khéng hdp méi trudng bang ndi hdp ap iuc
Chuén bi mai trudng nay ngay trudc khi sir dung (xem 9.2.2 va 9.3.1).
5.3.2.3 Chudn bj cac dia thach (chi yéu cau ddi véi ky thuat MPN, xem 9.2.2)

Chuyén ngay khodng 15 ml méi trudng nudi cdy da dugc lam ngudi dén khoang 45°C vao cac dia Petri
(6.6) va dé cho déng lai.

Ngay trudc khi sif dung, sély céc dia, va tét nhat 1a md nép @& rai va dé bé mit thach Gp xuéng trong td
sdy (6.3) cho dé&n khi bé mét cla thach khd hét nudc bam.

Né&u chusn bi trudc, cac dia chua khd ndy khdng nén gilf qua 4 h & nhiét d6 phong hoac 1 ngay &
0°C dén 5°C.
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5.3.3 Thach glucoza

5.3.3.1 Thanh phén

Trypton 100g
Cao men 159
Glucoza 100g
Natri clorua 50g
Bromcresol tia 0,015¢g
Thach & dang bdt hosc vdy 8 g dén 18 g"
Nuéc 1 000 mi
1) Phu thudc slric déng chia thach

5.3.3.2 Chuén bi

Hoa tan cac thanh phdn hosic méi trudng hoan chinh khé trong nudc béing cach dun néng, ndu cén.
Chinh pH sao cho sau khi thanh trung Ia 7,0 & 25°C, néu can.

Chuyén timg lugng 15 ml méi trudng nudi cdy vao cac ong nghiém hoac cac binh (6.8).

Thanh triing trong ndi hdp ap luc (6.1) 15 phat & 121°C.

D& cac 8ng nghiém hoac cac binh & vi tri ding.

Mbi trudng nay cb thé bao quan dén mét tuan d 0°C dén 5°C.

Ngay trudc khi sif dung, ham néng & trong nudc sdi ho#ic & trong néi hai nudc ndng trong 15 phut, sau
d6 nhanh chéng [am ngudi dén nhiét a6 G 8m.

5.3.4 Thach dinh dutng

5.3.4.1 Thanh phdn

Chét chiét cao thit bd 30g
Pepton 50g
Thach & dang bot hodc vdy 8gdén18g"
Nudc 1 000 mi
1) Phu thudc siic dong ciia thach

5.3.4.2 Chuin bi
Hoa tan cac thanh phan ho3c méi trudng hoan chinh khd trong nuc bang cach dun néng, néu can.

Chinh pH sao cho sau khi thanh triing 14 7,0 § 25°C, néu can.
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Chuyé&n méi trudng nudi cdy vao cac 8ng nghiém, chai hoac binh (6.8) c¢6 dung tich khéng 1én hon
500 ml.

Thanh trling trong ndi hdp 4p Iuc (6.1) 8 121°C + 1°C trong 15 phat.
5.3.4.3 Chuén bi cac dia thach (xem 9.4.1)

Chuy8n ngay khoang 15 ml méi trudng nuéi cdy da dugc lam tan chay va [dm ngudi dén khoang 45°C
vao cac dia Petri (6.6) va dé cho dong dic.

Ngay trudc khi sif dung, sdy khé cac dia, va tét nhat la cling véi ndp dé md va dé bé mat thach hudng
xudng dudi & trong th sdy (6.3) cho dén khi b& mit thach khé.

Né&u chudn bi trude, cac dia chua khé nay khéng dudc gilf lau qua 4 h d nhiét @6 phong hoic 1 ngay &
0°C dén 5°C.
5.4 Thudc thir oxidaza

5.4.1 Thanh phén

N,N,N'N' -Tetrametyl-po-phenylen diamin dihydro clorua 1,0g
Nudc 100 ml

5.4.2 Chuén bi
Hoa tan thudc thf trong nudc lanh.

Chuén bi thuéc thir ngay trudc khi str dung.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

Chu thich 4 — C6 thé dung cac thiét bi, dung cu st dung mét I&n thay cho viéc diing lai cac dung cu thuy tinh
néu ching dap ing dudc cac yéu cdu qui dinh.

Trang thiét bi phong thi nghiém phan tich vi sinh théng thudng va dac biét [a:

6.1 Thiét bi dé thanh tring khd (td siy) hodc dé thanh trung w6t (ndi hap ap lyc)
Xem TCVN 6404:1998 (1SO 7218).

6.2 Ta am, c6 kha nang hoat ddng 3 35°C + 1°C hozc 37°C + 1°C.

6.3 Budng sdy hodc ti &m, cd kha nang hoat dong & 35°C + 1°C va 55°C + 1°C.
6.4 pH met, c6 do chinh xac dén + 0,1 don vi pH & 25°C.

6.5 N&i cach thuy, hoac thiét bi tuong tu, c6 kha néng hoat déng 4 45°C + 1°C.

6.6 Dia Petri, bang thuy tinh hoac chat déo cé dudng kinh tir 90 mm dén 100 mm.
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6.7 Vong que cdy, bang platin/iridi hoc niken/crom dudng kinh khodng 3 mm va day cling mét loai

vét lidu hoac dha thuy tinh.
Chu thich 5 — Véng que cay niken/ crom khéng thich hgp cho phép th(r oxidaza (xem 9.4.2.1).

6.8 6ng nghiém, c6 kich thudc khoang 16 mm x 160 mm va 20 mm x 200 mm, va céc binh hoac chai
c6 dung tich tir 150 mi dén 500 ml.

6.9 Pipet chia dd xa hét, cé dung tich danh dinh tir 1 ml dén 10 ml dugc chia d6 tuong (ng 0,1 ml va
0,5 ml

7 Lay mau

Piéu quan trong la phong thi nghiém nhan dugc mau dai dién trung thic va khéng bi hut hdng hay bién
d8i trong qua trinh van chuyén ho#c bao quén.

Phuong phap 18y mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. N&u khang c6 tiéu chudn cy thé iién quan

d&n viéc [y mau san phdm thi cac bén lién quan nén thoa thuan véi nhau vé van dé nay.

8 Chuin bi mau thi

Chu#n bi mau thif theo tiéu chudn cu thé thich hgp véi timg s&n phdm. N&u khéng cé cac tiéu chudn cu
thé thi cac bén c6 lién quan nén thod thuan véi nhau vé van dé nay.

9 Cach tién hanh

9.1 Phin miu thir, huyén phu ban d4u va dich pha loing

Xem TCVN 4881 : 1989 (ISO 6887 : 1983) va tiéu chudn cu thé thich hop d6i v6i san pham.

Tir mAu thir néu san nhdm 14 16ng ho3c 13 tir huvén phi ban néu cac san pham & dang khac chudn bi
mét loat dich pha loang don thap phan.

9.2 Ky thuat MPN

9.2.1 Cayvauam

L&y ba &ng moi trudng néng dé kép [5.3.1.1 a)]. Dung Pipet (6.9) cho vao moi 6ng 10 mi mau thif néu
san phdm la chat 16ng hoac 10 ml huyén phi ban ddu néu cac san phdm & dang khac vao timg
8hg nghiém.

L&y ba 6ng méi trudng néng dé don [5.3.1.1 b)]. Dlng Pipet khac (6.9) chuyén 1 ml mau thit néu san

phdm la chat 1dng hoac 1 ml huyén phl ban dau néu cac san phdm d dang khac vao ting ng nghiém.
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L&y ba 8ng méi trudng don [5.3.1.1 b)] nita. Duing Pipet khac (6.9) chuyén vao méi 8ng 1 ml dich pha
loaing thap phan thir nhét (10™") clia mAu thit néu san phdm la Idng ho#c 1 ml dich pha lodng thap phan
th(r nh&t tir huyén phii ban ddu (10?) néu cac san phdm & dang khac vao ting 8ng nghiém.

0 8m 9 8ng nay & 35°C hodc 37°C (theq thod thuan) trong 24 h.
9.2.2 Phan lap

Duling véng que cdy (6.7) ria t4t c& 9 méi trudng nudi cdy (9.2.1) 1én dia thach glucoza mat d6 tim (xem
5.3.2.3) va ( céc dia nay & 35°C hoac 37°C (theo thoa thuén) trong 24 h.

9.2.3 Chon céc khuin lac dé thir khdng dinh

Tir mdi dia da duge U &m theo 9.2.2 ma trén d6 cb cac khudn lac c6 mau hdng dén mau dd dién hinh
(c6 hoac khéng cé quang tla) hosc khéng mau, cac khuén lac nay da phat trién, chon mét cach ngiu
nhién 5 khudn lac nhu vay dé thir khing dinh sinh hoa (xem 9.4.2) sau khi cdy truyén (xem 9.4.1).

9.3 Ky thuat dém khudn lac
9.3.1 Cadyvauam

9.3.1.1 Léy hai dia petri v6 triing (6.6). Dung pipet vé triing (6.9) chuyén vao m&i dia 1 ml mau thir
néu san phdm I chét 16ng hodc 1 ml huyén phil ban du néu cac san phdm 3 dang khac.

Léy hai dia petri vo tring khac, ding mét pipet mdi vo tring chuyén vao méi dfa 1 ml dich pha loang
thap phan thif nhét (10"') mau thir néu san phdm [a chét Idng hoac 1 ml dich pha losng thap phan dau
tién clia huyén phii ban ddu (102) néu cac san phdm & dang khac.

Lép lai trinh ty trén véi cac d6 pha loéng tiép theo va dlng pipet méi vé tring cho mdi dich pha
loang mdi.

9.3.1.2 R6t vao moi dia Petri khoang 15 ml méi truéing VRBG (5.3.2) 43 dugc chudn bj va lam ngudi
dén khoang 45°C trong néi cach thuy (6.5). Thdi gian tinh tir khi chudn bi xong huyén phl ban dau
(hoac dich pha loang 10" néu san phdm 12 chét 1dng) va lic mbi trudng (5.3.2) dugc rét vao cac dia
khong vudt qua 15 phut.

Trén c&n than chat nuéi cdy vao méi trudng bling cach I&c ngang va d& cho hén hop déng dic lai. Dat
céc dia Petri & vi tri ndm ngang, & ché mét.

9.3.1.3 Sau khi hdn hop déng d&c hoan toan, phii Ién bé mat 10 ml dén 15 ml mai trudng VRBG
(5.3.2) da dugc chudn bi va lam ngudi nhu md ta & 9.3.1.2 dé tranh vi khusn moc lan va cé dudc didu
kién ban yém khi. Lai d€ cho déng d&c nhu md ta & trén.

9.3.1.4 Lat ngugc cac dia da cdy mau va i 8m 3 35°C hodic 37°C (theo thoa thuan ) trong 24 h.
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9.3.2 Dém va chon cac khuin lac

Chon céac dia (9.3.1.4) c6 chira it hon 150 khu&n lac dién hinh (xem 9.2.3) c6 dudng kinh 0,5 mm hoadc
I6n hon; dén cac khudn lac nghi ngd ndy. Chon ngau nhién 5 khudn lac nhu vay tir mdi dia dé thir
khang dinh sinh hoa (xem 9.4.2) sau khi cdy truyén (xem 9.4.1).

Can nh3c phép xac dinh d& tranh néu mét nlta ho#c trén mét nlta dién tich bé mat cla dia vi khudn
moc qua day. Néu it hon mot nlra dién tich bé mat cla dia moc qua day, thi dém cac khudn lac trén
phan nhin rd va Iy ty 1é sao cho c6 dudc sé ludng tudng (mg véi tdng dién tich bé mat cla dia.

9.4 Phép thi khing dinh
9.4.1 Cay truyén

Ria |én cac dia thach dinh dudng (5.3.4) timg khuén lac da dugc chon dé thlr khdng dinh (xem 9.2.3
va 9.3.2).

U cac dia nay 3 35°C ho#c 37°C (theo thoa thuan) trong 24 h + 2 h. Chon khudn lac dugc phan lap tét
tir cac dia da G 4m dé thir khang dinh sinh hoa (xem 9.4.2).

9.4.2 Thir khing dinh sinh hoa
9.4.2.1 Phan ing oxidaza

Dung vong que cay hodc day bang platin/iridi hozc dda thuy tinh (6.7), 18y mét phan nhé ti mdi khuén
lac dudc phan Iap tét (9.4.1) va ria lén gidy loc da dudc tdm thudc thlr oxidaza (5.4) hodc lén cac dia

ban sén. Khéng dling que cay niken/crom.

Phép thlt dugc coi la am tinh khi mau cla tdm gidy loc d6 khdéng chuyén sang mau sam trong
vong 10 giay .

Can theo hudng dan clia nha san xuét di v8i cac dia ché tao san.

0422 Thi?lgn men

g

Dung day (6.7) 14y sau cung moét loai khudn lac da dugc chon & 9.4.1 cho vao cac 6ng chla thach
glucoza (5.3.3). U & 35°C hoac 37°C (theo thoa thuan ) trong 24 h + 2 h.

Néu mau vang lan khap 6ng thach, phan Ung dugc coi la duong tinh. Hau hét cac ching
Enterobacteriaceae déu sinh khi.
.’ . Y ki
10 Biéu thj két qua
10.1 Tinh s6 xac suat Idn nhat (MPN)

10.1.1 Dé&m s6 8ng cho phan (ing duong tinh déi véi méi d6 pha loang
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10.1.2 Né&u mét trong nhiing khudn lac dién hinh dugc chon (9.2.3) tir dia cdy truyén (xem 9.4.1) c6
phan (mg oxidaza 4m tinh va glucoza duong tinh, thi 6ng nghiém chifa mau cdy truyén d6 dugc coi la
duang tinh.

10.1.3 Tu s8 &ng duong tinh clia cac do pha lodng khac nhau tra bAng MPN (xem phu luc A) & xac
dinh chi s6 xac suét I6n nhat (MPN).

10.1.4 D6i vi cac san pham 1dng s8 Enterobacteriaceae trén mililit duge tinh bang cach chia chi s6
MPN cho 10. B3i vdi cac san phdm & dang khac ma tir d6 huyén phl ban ddu dugc chuén bi thi lugng
vi khudn trén gam sé& béng chi s MPN.

10.2 Tinh toan s& dém khudn lac
10.2.1 Khai quat

Néu cb it nhat 80% cac khudn lac dién hinh dudc chon (xem 9.3.2) c6 phan (ng oxidaza am tinh va
glucoza duong tinh va nhu vay dugc thir khéng dinh la Enterobacteriaceae, thi sé vi sinh vat sé& bang sd
dém nhu 6 9.3.2.

Trong tat ca cac trudng hop khac, s& khudn lac sé dugc tinh tir phan tram s& khuén lac oxidaza am tinh
va glucoza duang tinh trong t8ng s8 cac khuén lac dugc chon (xem 9.3.2).

Lam tron két qua s6 khudn lac tinh toan thanh sé nguyén.
10.2.2 Trudng hdp chung

Tinh s6 Enterobacteriaceae, N, trong mdt mililit hoac trong mét gam san phdm, ding céng thifc sau:

trong do
Za latdng s6 khudn lac d&m duoc sau khi nhan dang & tat ca cac dia giif lai;

n, la sé dia dugc gilt lai 8 do pha lodng th(r nhat;
n, laso dia dugc gilt lai 46 pha pha lodng thir hai;
d 12 hé sé pha lodng (g véi dich pha lodng thlr nhat. Lam trén két qua dén hai chif s6 cé nghia.

Két qua la s vi sinh vat trén mililit ho#c trén gam san phdm, dugc biéu thi bang mét sé tir 1,0 dén 9,9
nhan véi 10%, trong d6 x 1a sé md cla 10.

Thi du
Pém truc ti€p s6 vi sinh vét cho két qua sau:
- ddich pha loéng thir nhat dugc gilf lai (10°): 66 va 80 khuén lac;
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- B dich pha loang thi hai (10*): 4 va 7 khu3n lac;

Cac s sau day dudc xem xét:

Déi véi 66 khudn lac: 5 khudn lac, 4 trong s6 nay phl hgp véi tiéu chudn va cho a = 50.

P6i vai 80 khudn lac: 5 khudn lac, 3 trong s8 nay phl hop vdi tiéu chudn va cho két qua a = 48.

Dai vdi 7 khun lac: 5 khudn lac, 4 trong s6 nay phi hgp véi tieu chudn va cho két qua a = 6.
- Dai vdi 4 khudn lac: tat ca 4 dugc tim thdy cling I3 s6 vi sinh vat can tim.

Do @

DX

N =
(n, +0,n,)d
_66+48+6+4
(2+0,2)x107°

124

::‘-27-2-;10—_'3-'—‘— 56363

Lam tron két qua theo qui dinh & trén va két qua la 56 000 hoac 5,6 x 10* Enterobacteriaceae

trong mét mililit hosc mét gam san phdm.
10.2.3 Uéc doan s lugng nho

Né&u hai dia Ung vdi mau thlr (san phdm 1dng) hodc huyén phi ban dau (cac san phdm & dang khac)
chira it han 15 khudn lac thi tinh s6 trung binh s6 hoc m tif cac khudn lac dém dugc trén ca hai dia

Bao cao két qua nhu sau:
- 86 udc doan Enterobacteriaceae, N, trén mililit:
Ng = m (san phdm 16ng)
- S6 udc doan Enterobacteriaceae, N¢ trén gam:

Ne = m x d' (cac san phdm & dang khéc), trong dé d 14 hé s6 pha lodng cliia huyén phl ban dau.
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10.2.4 Trudng hop khdng cé khuin lac dic trung
N&u hai dia (mg v6i mau thif (san ph3m 1dng) hozc huyén phl ban déu (cac san phdm & dang khac)
khéng cb cac khudn lac d4c trung, bao céo két qua nhu sau:
- Nhd hon 1 vi sinh vat trén mililit (san ph&m 16ng);
- Nhd hon 1 x d vi sinh vat trén gam (cac san phdm & dang khac), trong d6 d |a hé s8 pha lodng
cla huyén pht ban déu.
10.3 Do chum
10.3.1 Ky thuat MPN

Thuc té cho thay, ky thuat MPN c6 két qua dao déng rét In. Vi vay sir dung két qua theo phuong phap
nay phai hét sitc cdn than. Gi6i han tin cay dugc cho & phu luc A.

10.3.2 Ky thuat dém khuin lac

Tinh riéng vé mat thdng ké trong 95% trudng hop, gidi han tin cay clia k¥ thuat dém khudn lac dao déng
tir = 16% dén + 52%", d6i véi s6 dém khudn lac it hon 15 trén dia, gidi han tin cay cho & phu luc B.
Trén thuc té, sai léch nay tham chi con 16n hon, d4c biét gilta cac két qua nhan dudc tir cac hhan vién
thi nghiém khac nhau.

11 Bao céo thi nghiém

Bao céo thlr nghiém can néu rd phuong phap da sir dung, nhiét d6 G 4m va két qua nhan dugc. Bao
c4o thif nghiém ciing can phai dé cap dén bt ky cac thao tac nao ma khéng dugc qui dinh trong tiéu
chudn nay cling nhu cac diéu dugc coi la tuy y va cac su ¢d cb thé anh hudng dén két qua.

Bao cao thir nghiém phai bao gém moi théng tin can thiét d€ nhan biét ddy 44 vé mau thr.

" See Cowell N. D. and Morisetti M.D.,J.Sci. Fd. Agric., 20, 1969, p.573.
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Xem bang A.1 va bang A.2.

Phu luc A

(Qui dinh)

Xéc dinh s& c6 xac suat 16n nhat

Béng A.1 - Chi s& MPN va giéi han tin cay

TCVN 6847 : 2001

So kétqua | Chisd" | Cip hang? khi s6 mau dugc thir Gidi han tin cay"®
duong tinh MPN

1 2 3 5 10 >95% >99%
0l 0 | 0| <030 000 | 094 | 000 | 140
0 0 1 0,30 3 2 2 2 1 0,01 0,95 0,00 1,40
0ol 110 0,30 2 1 1 1 1 001 | 100 | 000 | 160
0 | 1| 1 0,61 0 3 3 3 3 012 | 170 | 005 | 250
0l 210 0,62 3 2 2 2 1 012 | 170 | 005 | 250
0ol 3]o0 0,94 0 0 0 0 3 035 | 350 | 018 | 460
1100 0,36 1 1 1 1 1 002 | 170 | 001 | 250
110 | 1 0.72 2 2 1 1 1 012 | 170 | 005 | 250
1102 1,1 0 0 0o | 3 3 04 35 0.2 46
11110 0,74 1 1 1 1 1 013 | 200 | 006 | 270
11111 1,1 3 3 2 2 2 04 35 0.2 46
1 2 0 11 2 2 1 1 1 0.4 35 0,2 46
11211 1,5 3 3 3 3 2 0.5 38 0.2 5.2
113 ] 0 1,6 3 3 3 3 2 0.5 3.8 02 5.2
2 lolo 0,92 1 1 1 1 1 015 | 350 | 007 | 460
2 1 0|1 14 2 1 1 1 1 04 35 02 4.6
2 o2 2,0 0 3 3 3 3 0.5 38 | 02 52
2 {11l a0 15 1 1 1 1 1 0.4 38 0.2 52
2 | 1] 4 2,0 2 2 1 1 1 0,5 3.8 0.2 52 |
2 |12 ik 0 3 3 3 3 0.9 9.4 05 | 142 J
21210 2.1 1 1 1 1 1 05 | 40 | 02 | 56 |
2 | 2 | 1 2.8 3 | 2 | 2 | 2 | 1 09 | 64 | 05 | 142
2 1212 3,5 0 0, 0 | 0 . 3 0,9 9.4 05 | 142
21310 2.9 3 2 | 2 2 1 0.9 9.4 05 | 142
2 3 1 3,6 0 3 3 3 3 0.9 94 05 14,2
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Bang A.1 (Tiép theo)

3 o0l 23 1 1 1 1 1 05 | 94 | 03 | 142
3 .0 .1, 38 1 1 1 1 1 09 10,4 0.5 15,7
3 | 0l 2 L 6.4 3 3 2 2 2 16 | 181 10 | 250
3|1 .0 43 1 1 1 1 1 09 181 | 05 | 250
3 1 1] 1T 7.5 1 1 1 1 1 17 199 | 1.1 27,0

' 3| 1 2 12 3 2 2 2 1 3 36 2 44

3113 16 0 0 0 3 3 3 38 2 52

.31 2 Lo e3 1 1 1 1 1 18 | 360 | 12 | 430
31241 15 1 1 1 1 1 3 38 2 52
3 12 |2 21 2 1 1 1 1 3 40 2 56
3213 29 3 | 3| 3| 2 2 9 99 5 152
31360 24 1 1 1 1 1 4 99 3 152

L8034 46 | 1 1 1 1 1 9 198 5 283

L3183 |2 oL O W R I TR 1 20 | 400 10 570

3131 3] >110 | ] | 1

iI ) From De Man, J.C., Eur. J. App!. Microbiol. Biotechnol., 17, 1983, pp. 301 - 305.
’ 2) Xem bang A.2.
J 3) Gi6i han tin cay cho trong bang nay chi Ia gi4 tri trung binh nham cung cdp mét s6 y tudng vé anh hudng |

clia sai léch thdng ké déi véi cac két qua, ngoai ra con c6 nhing ngudn sai léch khac ma ddi khi con quan
trong han.

L .
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Bang A.2 - Cac cdp hang

Ciap hang Pinh nghia

Khi s Iugng vi khugn trong m3u bang s6 MPN duge tim thay, thi két qua
1 nam trong s8 c6 kha nang cao nhét thu duge. Hau nhu chi cb 5% kha
nang nhan dudc két qua nhd hon gia tri nhd nhat & cAp  hang nay.

Khi s8 lugng vi khun trong mau thir bing s6 MPN tim dudc, thi két qua
D I& mot trong s6 khé nang thu dudc it hon ca s8 cé kha nang x8y ra nhd
nhdt trong cdp hang 1, nhung téi da chi cd6 1% kha nang thu dudgc mot
két qua c6 thé thdp hon két qua nhd nhat cé thé xay ra & cip hang nay.

Khi s8 lugng vi khuén trong mau thir béing s6 MPN tim dudc, thi két qua
3 I4 mét trong s8 c6 kha nang thu dugc it hon ¢a gia tri nhd nhét trong cap
hang 2, nhung téi da chi cé 0,1% kha n&ng thu duoc mét két qua co thé
th&p hon gia tri nhd nhat & cdp hang nay.

Khi 8 lugng vi khu&n trong mau thif bing s6 MPN tim dugc, thi két qua
0 14 mét trong s& ¢b kha nang thu dugc it hon ca gia tri nhd nhét trong cdp

hang 3, chi c6 0,1% kha nang thu dugc mét két qua & cdp hang nay, néu

i nhu khéng c6 mot sai s6t nao

1) Trude khi bat dau thir can phai quyét dinh chon cdp hang nao titc |a chi c6 cdp hang 1, 1 va
2 ho#c tham chi 1, 2 va 3. Viéc quyét dinh co s& d€ chon két qua 1a rat quan trong, chi két qua
c8p hang 1 ho3c hdu hét cp hang 1 va 2 dugc chon. K&t qué cép hang 0 dudc coi la dang nghi
ngd nhat.
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Phu luc B

(Qui dinh)
Gidi han tin cay ddi véi udc doan s& lugng nhd khuin lac

Gidi han tin cay 8 mlc 95 % d8i v8i udc doan khi s6 khudn lac dudc gilf lai nhd hon 15 dudc cho &
bang B.1

Bang B.1
S48 lugng vi sinh vat Gidi han tin cay d mic 95% ]
Thép hon Cao hon

1 <1 2
2 <1 4
3 <1 5
4 1 6
5 2 9
6 2 10
7 2 12
8 3 13
¢ 4 14
10 4 16
1 5 18
12 6 19
13 7 20

! 14 7 21

' 15 | 8 23
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