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L&i néi dau

TCVN 9980:2013 dwoc xay dung trén co sé AOAC 200.01 Enumeration
of Enterobacteriaceae in Selected Foods. Petrifilm™ Enterobacteriaceae;

TCVN 9980:2013 do Ban ki':' thu?t tiéu chuan q=uc“'>c gia TCVN/TQ!F13
Phuong pﬁép phén fjch va lay méau bién soan, Tdong cuc Tiéu chuén Po
lwverng Chat lwgng tham dinh, Bé Khoa hoc va Céng nghé cdng bd.
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Thwe pham va thirc dn chén nudi - Dinh lwong Enterobacteriaceae
béng phwong phap str dung dia dém Petrifilm™
Microbiology of food and animal feeding stuffs — Enurneration of Enterobacteriaceae

using Petrifilm™ count plate

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phwrong phap st dung dia ém Petrifilm™ @& dinh luvong Enterobacteriaceae (EB)
trong thyre phdm va thire an chin nudi.

Phuong phap ndy da duwec danh gia lién phong thir nghiém, cac két qua dugc néu trong Phy luc A va
Tai liéu tham khao [1].

2 Nguyén tic

Phuong phap nay st dung cac dia cdy chira méi tredng dinh dwdng khé voi chi thi pH va chét tac dong
tan duwroc trong nudc lanh. Cho cac dung dich huyén phi mau thi chua pha loang hoac da pha loang
vao cac dia voi lwgng 1 ml mdi dia. Dan déu dung dich huyén phu trén dién tich khodng 20 cm?. Chét
tao déng c6 trong thanh phén cla dia sé lam méi treong dinh dwdng trong dia dong lai. Bia duoc G 4m
¢ 37°C % 1°C trong 24 h £ 2 h rdi dém khun lac.

3 Thubdc thir va méi trwdrng

Chi str dung thudc thir tinh khiét phan tich va nuéc cét hoc nudc co chat lvong trong dwong, tr khi
¢d quy dinh khac.

3.1 Nwéc dung dé pha loang (dung dich nwéc dém phosphat)

Hoéa tan 34 g kali dihydro phosphat (KH.PO,) vac 500 mi nwéc dwng trong binh dinh mdrc 1 lit, chinh pH
dén 7,2 bang khoang 175 ml dung dich natri hydroxit 1 M va thém nuéc dén vach. Pha lodng 1,25 ml
dung dich nay dén 1 lit bang nwéc da dun séi va d& ngudi, rdi hip ap Iwe 15 min & 121 °C.
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Nudc dung dé pha lodng khdng dwoec chira xitrat, bisulfit hodc thiosulfat vi cé thé gay trc ché sy phat

trién cua vi sinh vat.

3.2 Natri hydroxit (NaOH) vé triing, dung dich 1 M

Hoa tan 40 g NaOH trong nwéc va thém nwéc dén 1 lit. Hap 4p Ic 15 min & 121 °C.
3.3 Chét chi thj pH.

3.4 Chét chi thi mau tetrazolium.

3.5 Chatdinh dwong glucose mat do tim {violet red bile glucose - VRBG).

3.6 Chiét tao dong tan dwge trong nwéc lanh.

4 Thiét bi, dung cu
Str dung cac thiét bi, dung cu clia phong thir nghigm vi sinh théng thuéng va cc thiét bj, dung cy sau day:
™ 1}

4,1 Bia dém Enterobacteriaceae Petrifilm

Pfa chira céc chat dinh dudng glucose mat @6 tim (3.5), chi thj pH (3.3), chét tao ddng tan duoc trong
nuéc lanh (3.6) va chét chi thi mau tetrazolium. Ving sinh truedng duece khoanh trén trén méi dfa chira
khoang hai muoi 6 vudng, mdi & cé dién tich 1 cm? trén mang nén.

4.2 Dung cu dan miu bang chat déo (gdm mot mit cé g& va mdt mét lang), duoc cung cp cung
véi dia @ém (4.1), dé dan déu huyén phi 1én khip viing sinh triréng clia dia.

4.3 Pipet, da dugc hiéu chuln, dung dé phan tich vi sinh vét hodc pipet dang xyranh ¢6 thé phan phéi
1,0 ml, chia vach dén 0,1 ml. Cé thé dung pipet ty dang.

Pipet phai phan phdi dwgc chinh xac céc thé tich yéu cau. Khéng str dung pipet d& phan phéi thé tich
nhd hon 10 % dung tich cla pipet. Vi dy, khdng ding pipet ¢é dung tich I&n hon 10 mi 8 phan phéi 1 mi.

4.4 Thiét bj dém khuin lac, loai chudn hoic loai c6 d8 khudeh dai va 9 nhin thdy twong dwong.
4.5 Thiét bj tron the dd cao, cb binh chira vé tring.

4.6 Tu &m, c6 thé duy tri duoc nhiét @6 & 37 °C £ 1 °C.

" San pham cia 3M Center, St. Paul, MN 55144, USA, Thdng tin nay duwa ra a8 thudn tign cho ngudi st dyng tiéu chuin, cé
thé str dung cac san pham trong ty ndu cho két qua trong duong.
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4.7 Can, c6 thé can chinh xac dén 0,1 g.

4.8 N&i hdp ap lyc, ¢ thé duy tri nhigt 86 & 121 °C.

5 Liy mau
Viéc 14y mau khéng quy dinh trong tiéu chuén nay.

Phong thtr nghiém phai nhan dwgc dang mau dai dién va khong bi hw hong hoac thay ddi trong qua
trinh van chuyén hodc bdo quan.

6 Chuan bj mau thi

Can v trung 11,0 g mau thir, chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh trdn vé tring cua thiét bj tron téc dé
cao (4.5) (ddi véi mau déng lanh thi can phan mau thi chua ra ddng). Thém 99 mi nwéc dung dé
pha loang (3.1) va trén & téc dd 16 000 r/min dén 18 000 r/min trong 2 min dé& déng hda mau. Néu
khéi lvgng mau khong 84 50 g thi can phdn m3u thir va pha lodng bang nuéc dé cé dung dich pha
loang 10~*. Chinh pH clia dung dich pha lodng dén khodng tir 6,5 dén 7,5 bing dung dich natri
hydroxit (3.2) (khodng 0,1 ml dung dich natri hydroxit 1 M cho 1 g phan mau thi).

Chuén bi tat ca cac dung dich pha loang thap phan tiép theo t& 90 ml nuéc dung dé pha loang (3.1) va
10 ml dung dich mau thi pha loang truéc dd. Tron cac dung dich pha loang bang cach lac 25 1an véi
bién d¢ dao djpng 30 cmtrong 7 s.

7 Cach tién hanh

Dit dia dém EB Petrifilm™ (4.1) 1&n bé mat phdng. Nhic thm mang mdng phia trén ra va nho 1 ml
huyén phi mau thtr vao chinh gita mang nén. Day cin than tm méang mong phia trén xudng chét céy.
Dan déu huyén phu trén dién tich 20 cm? bang cach 4n nhe xubng tam dung cu dan mau (4.2) (mat lang
clia dung cy dan mau hwéng xubng dwdi). LAy dung cy dan mAu ra va dé yén dia trong 1 min cho gel
déng dac lai. Dt cac dia vao ti 4m (4.6) theo phwong ndm ngang véi ndp hwang [én trén, khdng chéng
cao qua 20 dia, U 4m dia & nhigt d) 37°C + 1°Ctrong24 h+ 2 h.

©ém khudn lac trén cac dia nay trong vong 2 h sau khi két thic giai doan U, str dyng thiét bj dém khuan
lac (4.4). C6 thé st dung bd khuéch dai dugc roi sang dé thuan tién cho viec dém. Dém tat ca cac
khuén lac 6 mau dé co sinh khi (cé hoac khdng kém theo quang axit mau vang bao quanh khuén lac)
va t&t ca cac khuén lac khdng sinh khi nhung ¢6 quang axit mau vang bao quanh khuén lac. Chon dém
cac dia co tir 10 khudn lac dén 150 khuén lac. Khdng dém cac khuan lac phat trién ngoai vong tron gidi
han ctia mdi treéng chon loc, khéng dém cac bot khi gid c6 thé duoc tao ra do thao tac chwa dung
trong qua trinh cay mau ién dia.
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8 Tinh va biéu thi két qua

Dé tinh sé lugng EB, nhan tdng sb lugng khuln lac trén mét dia (hodc sé lwong trung binh cac khudn
lac trén mét dia, néu dém céc dia kép cla cling mét do pha loang) véi sé nghich ddo cia do pha lodng
trong ng. Khi dém cac khuan lac trén cac dia kép cla cac do pha lodng ké tiép, tinh sé lugng trung
binh cac khuén lac cho méi @9 pha lodng tridc khi xac dinh trung binh sé dém EB.

Néu khong co dia nao ¢ it nhat 10 khuan lac thi ghi lai s6 dém chinh xac trén dia c6 dd pha loang
thap nhét (twong trng véi dung dich it pha lodng nhét).

Néu tat ca cac dia co s6 8ém I6n hon 150 thi xac dinh s dém worc tinh bang cach dém sé khudn lac trong
mét hodc nhiéu 6 vudng dai dién, tinh s6 dém trung binh trén mot & vudng va nhan sé dém nay véi 20
(dién tich ving sinh tnrdng khodng 20 cm?). Trong trwérng hep ndy, phai bao cdo day 1a sé wac tinh.

Néu cac dia déu cé mat do khuln lac qua I1o6n d& woc tinh sb dém thi két qua dwoc bao cdo la “qua
nhiéu dé dém".

9 Bao cao thir nghiém

Bao céo thir nghiém phai bao gdm it nhét cac thong tin dwéi day:
~ moi théng tin cAn thiét d& nhan biét ddy U v& mAu thiy;

— vién dan tiéu chudn ndy hoac phwong phap 43 st dyng;

- két qua va don vi biéu thj két qua;

~ ngay thang lay mau va phwong thire ldy miu (néu cd);

- ngay thdng nhan mau phong tht nghiém;

~ ngay thang thir nghiém;

- cac diém dac biét quan sat dugc trong qua trinh thir nghiém;

- moi thao tac khéng quy dinh trong tiéu chudn nay hoac éuo*c coi |3 tuy chon, clng véi cac chi tiét
cua si ¢ bat ky cé thé anh hwdng dén két qua.
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Phu luc A
(Tham khao)

Két qua nghién ciru lién phong thir nghiém

Cac két qua cua phép thir lién phong thir nghiém dbi véi EB bang phuong phap s dung dia dém
Petrifim™, phuong phap si dung mdi trwdng VRBG va phuwong phap sé dém cé xac sudt lon nhat
dwoc néu trong Bang A.1, Bang A.2 va Bang A.3.
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Bang A.1 - Két qua cla phép thi» lién phong thir nghiém déi voi EB
bang phwong phap s dung dia dém Petrifilm™

| "Mcnhiém | 56 phong | Trungbinh | Dalgch | Daléch | Gioi | Dolech | Dolech | Gii
: thir cacgidtri [ chuidn chudn | hantdp | chuidn chuin han tai
nghi¢gm |logpctasé| laplal, | twongadi | Iat, taitdp, | twongadi | 1ap,
tham gia® | khudn lac s 1p lai, r Sg tai lap, R
_ trén gam RSD, % RSDg, %
o Phomat
Kﬂj_n_g nhiém ) 0 E
Thép 12 3,02" 0,18° 5,96 0,51 0,20 6,69 0.57
| Trungbinh | 12 4,07° 0,14° 3.33 0,38 0,14 3.44 0,39
| Cao 10 491" 0,05 0,92 013 0,24 4,89 0,68
g B Sra
[ Khéng nhiém 0
Thip 11 2,49 0,069 2,57 0.18 0,44 17,67 124
“Trung birh 12 33® | 010 | 300 | 028 | o018 527 | 050
Cao 11 4,34° 0,10 2,37 0,29 0,18 4,17 051
- "Bt mi
"Khong nhidm 12 2,70 0,25¢ 9,33 0,71 0,33 12,15 0,92
Thép 12 2,73 0,32 11,78 0,91 0,37 13,46 1,04
Trung binh 1 2,83 0,38 13,31 1,06 0,41 14,35 115
|Cao L 12 2,89° 0.26° 8,90 0.72 0,29 10,10 0.82
i Thivc &n ché bién sin déng lanh
[oomgadn ] 0 —
| Thép 11 2,61° 0,13° 4,81 0,35 0,17 6.43 047
Trung binh 1 351° 0,08%¢ 2.21 0,22 0,10 2,72 027
“Cao 11 447° 0,08% 1,74 0,22 0.21 471 0.59
Sip lo xanh déng lanh
:l(;hb[\g nhiém 0
Thép 10 1,60 032 | 1901 | 090 | 043 | 2609 | 122
Trung binh 12 2,66 0,14%¢ 5,15 0,39 0,40 14,98 1,12
“Cao 1 3.44°¢ 0.29 8,49 082 | 055 16,14 156
Qua hach
Khong nhiém 10 2,74 0,21 753 | o058 0,48 17,47 1,35
Thép 10 3,50 0,29° 8,40 0,83 0,68 19,33 1,91
| Trung binh 7 4,09 0.50 12,10 1,40 0,66 16,20 1,87
[ Cao 7 4.20 0.29° 6,92 082 | 047 11,18 1,32
s S-t;J_ phang thir nghiém cho két qua drong tinh. T
® (:hénh léch ddng k& so véi phrong phap MPN (o < 0,05).
“ Do lap lai lon hon dang ké so véi phrong phap MPN.
7 B lap lai I&n hon dang ké so véi phuong phap VRBG.
_" Chénh lach dang ké so véi phwong phap VRBG (p < 0,05).
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Bang A.2 ~ Két qua cua phép thir lién phong thir nghiém ddi véi EB

bang phwong phap st dung méi trwrng VRBG

—

Givi

Y 80 phong thir nghiém cho két qué dwong tinh.
° B0 Iap lai Iém hon dang ké so véi phuong phap st dyng dia dém Petrifilm™.

Mdc nhiém | Sé phong | Trung binh | B9 léch Do léch Gigi B¢ lech Do léch !
thir cacgiatr | chudn chudn | hanlip | chuin chuin | hantai |
nghigm |logiocuasd| Idplai, | twong doi lai, tiildp, | twongdoi | lap, |

tham gia® | khuin lac s lap lai, r Sq tai lap, R

B trén gam | RSD, % RSDg, % |
i — . Phomat o I
Khong ahidm | 0 T R
{ Thap 12 3,03 0,06° 194 017 | 010 | 343 | o029 |
Trung binh 12 4,06 0.11 2,69 0,31 012 | 283 | 034 __'
Cao 12 4,93 0,13 2,59 036 | 0.29 584 | o1 !
Sta 3 i
Khong nhiém 0 : o _! o
Thép 12 2,27 0,50 22,19 1,42 050 | 2219 | 142
Trung binh 12 3,27 0,21 6.46 060 | 039 | 1187 109 |
| cao 11 4,19 0.20 269 | 055 | 032 | 757 | ogs |
r * Bot mi —__"__‘_____ 3
Khong nhiém | 12 2,98 0,28 9,23 078 | 037 1234 | 104 |
Thép 12 2,95 0.30 10,28 086 | 044 | 1499 | 125 |
Trung binh 12 3,06 0,28 9,15 079 | 042 1370 | 1,18 |
Cao 12 3,16 0,28 8,84 079 | 037 | 174 | 104 |
__—___ i Thirc &n ché bién sin Gonglanh __r_ o __ B _' _}
| Khong nhiém 0 | | R
Thép 11 2,52 0,14 560 | 040 | 028 | 1123 | 080
Trung binh 12 3,30 0,14 4,35 0,40 0,28 839 078 |
Cao 12 3,98 021 520 | 059 | 037 922 | 103 |
[ Sup lo xanh déng lanh L o o
Khang nhiém 0 |r N Hl O
Thip 5 1,36 032 | 2362 091 | 035 | 2603 | 100 |
| Trung binn 11 2,02 029 | 1428 | o081 | o061 | 3030 | 172 |
Cao 10 2,84 0.55 1938 | 155 | 068 | 2387 | 191 '
Qua hach L __j
Khang nhiém 10 2,89 0,24 8,45 069 | 042 1470 | 120 |
Thép 9 3,64 0.44 12,06 124 071 | 1957 | 201 |
Trung binh 7 4,13 047 | 1138 | 132 | o068 | 1650 | 152 |
Cao 7 4,14 0,49 11,86 139 | 055 | 1337 | 156

I
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Bang A.3 - Két qua cuia phép thir lién phong thir nghiém ddi véi EB

bing phwong phap sé dém cé xac suit I&n nhit (MPN)

Mirc nhiém | S& phong | Trung binh | D8 léch £é lach Gidi Pd lgch Bé léch Gigi
thir cicgiatr | chuin chuin hanlgp | chudn chudn han tai
nghiém |logwcuasd| laplai, | trongdéi | lai, taildp, | twongddi | lap,
| thamgia® | khudn lac S lap lai, r SR tai 1ap, R
L { trén gam RSD, % RSDR, %
H . Phomat i
 Knongnhiém | 9 2,09 035 | 1675 | 098 | 098 | 4673 | 273 |
| Thip T 312 0,31 9,79 086 | 034 10,80 0,94
| Trung binh 12 423 0,38 8,89 105 | 038 8,89 1.06
Cao 9 4,82 0,26 5,31 072 | 027 5,60 0.76
Stra
 Knongahdm | 7 1,67 0,31 18,60 087 | 058 3461 | 162
' Thap 12 1,93 0,12 6.00 032 | 053 27,60 1,49
| Trung binn 12 265 042 | 1579 | 117 | o073 | 2773 | 205
lcao | 11 324 063, | 19,34 175 | 093 28,77 2,61
]._ B4t mi
| Knong ohiém | 12 2,44 0,47 1920 | 131 | 047 | 19,20 1,31
| Thép | 12 2.24 040 | 1802 | 113 | 045 | 2021 | 127 |
; T_ry_r!g binh _12 2,20 0,51 23,36 1,44 0,63 28,72 1,77
[ cao_ N 2,87 0,52 1813 | 146 | 065 22,52 1,81
r ' Thiee &n ché bién sin ddng lanh
| Knong nhidm 1,47 0,34 23,04 095 | 034 23,04 0,95
| Thap 9 242 0.42 1743 | 118 | 042 17,43 1.18
Trung binh 12 334 0,38 11,42 1,07 0,64 19,30 18(_)__
Cao 8 4,30 0,52 12,21 147 | 052 12,21 1,47
‘. ) Siip lor xanh ddng lan .
Knong nhidm | 11 132 034 | 2606 | 096 | 051 | 3843 | 142 |
| Thap 11 1.58 0,36 2302 | 102 | 048 3027 134
Trung binh 1 2,11 0,45 21,18 125 | 078 36,72 217
Cao 10 2,71 0,48 17,73 134 | o087 32,07 2,43
Qua hach
"Khong nhiém 9 2,67 0.34 1276 | 095 | 034 12,76 0,95
Thép 9 3,48 0,53 15,31 149 | 065 18,58 181 |
Trung binh 5 3,82 0,68 17,89 191 | 069 18,02 1,93
Cao | 7 3.83 0.85 22,13 237 | 1,09 28,40 305

* 86 phong thir nghiém cho két quéd dvong tinh,
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Thw muc tai liéu tham khao

[1] Validation AFNOR des méthodes alternatives d'analyse. Rapport de synthése: Etude de
reconduction 15O 16140 de la validation de la méthode 3MTM PetrifimTM EB pour la numération
des Enterobacteriaceae dans les produits alimentaires. Synthése Reconduction Petrifilm
Entérobactéries Version 1 (10 novembre 2008)
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