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L&i noi dau
TCVN 6505 - 3 : 1999 hoan 10an tuong duong vdi 1ISO 11866 -3 - 1897(E)

TCVN 6505 - 3 : 1999 do Ban ky thuét tiéu chudn TCVN/TC/F12 Sira va san
phdm sira bién soan, Tdng cuc Tiéu chudn - Do luong - Chét luong dé nghi,
B& Khoa hoc, Cong nghé va Mbi truong ban hanh.
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Sita va san pham sira - Dinh lugng E.Coli gia dinh =~~~ -~
Phan 3 : Ky thuat dém khuan lac & 44 -C stir dung mang loc

Milk and milk products — Enumeration of presumptive Escherichia coli -
Part 3 - Colony-count technique at 44 °C using membranes

~~* Pham vi ap dung

TCVN 6505 -3 : 1999 (ISO 11866-3) qui dinh phuong phép dinh lugng E.coli gid dinh bang ky thuat dém
khuan lac & 44°C.

Phuong phéap nay c6 thé ap dung cho:

stra va cac san pham sira dang 1dng;
- sira bét, bét whey cé duding, buttermilk bét va lactoza:
— casein axit , casein lactic va casein rennet;
— caseinat, whey bt axit;
~ phomat va phomat ché bién;
~—~ — bo;
~ s@n phdm sita dong lanh (bao gém ca kem lanh thuc phdm);
- custard, mon trang miéng va vang kem.

Phuong phép nay thich hop d6i véi cac mau c6 sé lugng E.Coli gid dinh du doan tuong déi cao (nhiéu hon
100 E.Coli trong mét gam, hodc nhiéu hon 10 E.Coli trong mét mililit).

CHU Y - Mét s loai E.Coli gay bénh khéng phat trién & 44 °C.

2 Tiéu chuan trich dan

TCVN 6264 :1997 (ISO 6610 : 1992) Sira va san phdm s@ta — Dinh lugng don vj vi sinh vat hinh thanh
khudn lac - Ky thuat dém khuén lac & 30 °C.

TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1996) Vi sinh vat trong thuc pham va trong thac an gia sic. Nguyén tic

chung vé kiém tra vi sinh vat.
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TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261) Sira va cac san phdm sira — Chuén bi mau thir va cac dung dich pha loang
dé kiém tra vi sinh vat.

3 bDinh nghia

Ap dung dinh nghia sau day trong 6505-3 : 1999:

3.1 E.Coli gia dinh: La cac vi khudn & nhiét d6 44°C hinh thanh cac khudn lac c6 mau héng cda indol
duong tinh trén mang xelulo axetat dat trén thach trypton mét dudi cac diéu kién qui dinh trong 6505-3.

4 Nguyén tac

Viéc dinh luong E.Coli gia dinh yéu cau bén giai doan lién tiép nhur sau :

4.1 Khéi phuc

Cay mot luong mau thlr qui dinh hodc huyén phi ban dau Ién mang xeluld axtat da duoc cdy trén thach

glutamat khodng cai tién, sau dé nudi 4m & 37 °C trong 4 h.

Chu thich — Qui trinh nay cho phép khoi phuc lai cac E.Coli gia dinh bi hur hai do bao quan déng lanh, fam
kho hoac do cac diéu kién lanh, hoac hu hai do xur li nhiét hoac do hoa chét. Dong thoi ciing lam giam nong
do cao clia bat ki cacbon hidrat nao ma co thé Ién men c6 trong mau thlr, ma diéu nay c6 thé [am can tré viéc

sinh indol trong giai doan phan 1ap ti€p theo.
4.2 Phan lap

Chuyén cac mang ¢ giai doan khoi phuc trén thach glutamat khoang cai tién sang thach trypton mat. Nuéi
N

dmd44°Ctr1i8hdén24h.

4.3 Phat hién

Su cé mét ctia E.Coli gia dinh trén mang loc dutc chimg minh bang tinh sinh indol tir mdi khuén iac.
4.4 Tinh toan |

Tinh s6 don vi hinh thanh khuén lac (CFU) cla E.Coli gia dinh trong mét gam hodc trong mét mililit mau thu

tir s6 khudn lac indol duong tinh thu duoc trén cac mang loc & cac mirc pha loang da chon sao thu duoc két

qua cd y nghia.

5 Chét pha loang, méi truéng nudi cay va thuée thu

5.1 Khai quat
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V& céc phong thi nghiém hién hanh, xem TCVN 6404:1998 (ISO 7218) va TCVN 6263:1997 (ISO 8261).

Bai véi méi trudng va thudc thdr da chuln bi nhung khéng st dung ngay, néu khéng cé qui dinh khac, phai
bdo quén ché t8i & nhiét do tir 0 °C dén + 5°C khéng qué 1 thang trong céc diéu kién khéng lam thay d8i

thanh phan cda chung.

5.2 Chat pha loang

Xem TCVN 6263: 1997 (ISO 8261).

5.3 Mai trudng nudi cdy va thudc thir

5.3.1 M@4i truong khéi phuc : théch glutamat khoang cai tién

_5.3.1.1 Thanh phan

Natri glutamat : 6,359
Lactoza 100g
Natri focmat 0,259
L{ - ) Xistin 0,02¢g
L( - ) Axit aspactic 0,029
L{ +) arginin ' 0,024 g
Thiamin 0,00t g
Axit nicotinic 0,001 g
Axit pantothenic 0,001 g
— Magié sunfat ngam 7 phan tr nudc (MgSQ,4.7H0) 0,100 g
Sat (1) amoni xitrat " 0,010g
Canxi clorua ngam 2 phan tir nudc (CaCl,.2H,0) 0,010g
Dikali hidro phétphat (K;HPO,) 0,90g
Amoni clorua 2549
Thach 12g-18g?
Nudc - 1000 mi
1) Ham lugng sét nhé nhéat [a 15% (m/m).
2) Tuy vao sirc déng cua thach.

5.3.1.2 Chuan bj

Hoa tan amoni clorua trong nudic. Cho thém cac thanh phan con lai vao va dun dén séi.
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Néu can, chinh pH dé sau khi khir trang pH phai la 6,7 ¢ 25°C.

Phén phéi mai truting nay theo cac thé tich 100 ml vao cac vét chira thich hop.
Khir tring 10 phat & 115°C trong ndi hdp ép luc (6.1).

5.3.1.3 Chuan bi cac dia thach

Rot vao céac dia Petri vé trung (6.12) tr 12 mi dén 15 ml méi trudng da lam mat dén khodng 45 °C va dé cho

dong dac lai. Céc dia nay c6 thé bdo quan tir 0 °C dén + 5 °C dén 4 ngay.
Ngay trudc khi str dung, lam kho cac dia nay trong tt sdy hoac trong 10 (6.3) 6 50 °C trong 30 phat, t6t nhéat
la m& ndp va lat sdp dia dé mét thach hudng xuéng dusi, hoac cho dén khi cac hat nhé trén mét cha moi
truding bién mat.

Chu thich — Thach nén dé du khd 15 phut trude khi ria cdy (1 ml).
5.3.2 Mbi truong chon lpc : Thach mét trypton

5.3.2.1 Thanh phan

Trypton 20,0¢g

| Musi mat 159
Thach tir 12 g dén 18 g (tuy vao strc dong cla thach)
Nudc 1 000 ml

5.3.2.2 Chuan bi

Hoa tan céac thanh phan trong nudc va dun dén séi. Néu can, chinh pH dé sau khi khir trung pH phai |a 7,2\
0 25°C.

Phan phdi mdi trudng theo céac lugng dén 500 ml vao cac vat chira thich hop. Khir trung 15 phit 6 121°C
trong ndi hap ap luc (6.1).

5.3.2.3 Chudn bi céc dia thach

Ro6t vao cac dia Petri vo tring (6.12) tir 12 mi dén 15 ml mdi truding da lam mat dén khoang 45 °C va dé cho
dong dac lai. Cac dia nay c6 thé bdo quan tir 0 °C dén + 5 °C dén 4 ngay.

Ngay trudc khi sir dung, lam kho cac dia nay trong ti sdy hoac trong 16 (6.3) 6 50 °C trong 30 pht, t6t nhéat
la mé ndp va lat sap dia d€ mét thach hudng xudng dudi, hodc cho dén khi cac hat nhd trén mat cia moi
trudng bién mat.

5.3.3 Thudc thir phat hién indol (thudc thir Vracko va Sherris)

5.3.3.1 Thanh phén
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4-Dimetylanimobenzaldehyt 50g

Axit clohidric , ¢ (HCl = 1 mol/l) 100 ml

5.3.3.2 Chuén bi

Hoa tan 4-Dimetylanimobenzaldehyt trong axit clohidric, bang cach dun néng khi can thiét. Thuéc thir nay cé

thé bao quan & noi t6i tir 0 °C dén +5 °C t6i da la 3 thang.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

D3Gi vdi céc yéu cau chung, xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1996) va TCVN 6263 . 1997 (ISO 826;31).
Dung cu thuy tinh phai bén khi khir trung lai.
—
| . dung cac thiét bi thi nghiém vi sinh théng thudng va dic biét 1a:
6.1 N6i hdp ap lye, c6 thé duy tri nhiét dé & 115°C + 1°C va 121°C £ 1°C.
Vé chi tiét xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218).
6.2 TUam, c6 thé duy tri nhiét d6 & 37°C + 1°C va ¢ 44°C +0,5°C.
6.3 Tu sdy hodc lo, dugc thong gié bang dong déi luu, cé thé duy tri nhiét dd ¢ 50°C + 1°C.
6.4 Tu lanh (dé bao quan méi truting va thudc thir da chudn bi), cé thé duy tri nhiét do tir 0°C dén 5°C.
6.5 Mang xellulé axetat, cé ¢& 16 tir 0,45 u m dén 1,2 pm va duding kinh 85 mm.

6.6 Den tia cyc tim (UV) séng dai, cé budc séng tir 360 nm dén 366 nm, cé gan vdi bd loc thich hdp de
loai bd phéng xa UV dutdi 310 nm.

W o
Bd kep dau tu vé tring, co chiéu dai khoang 12 cm.
6.8 pH-met, cé db chinh xac dén + 0,1 don vi pH ¢ 25 °C.

6.9 Pipet, da hiéu chuin dé dung cho vi khudn hoc cé dung tich danh dinh a 1 ml, dugc chia dé 0,1 ml va

miéng c6 dudng kinh tir2 mm dén 3 mm.

6.10 Ong dong, d&€ chudn bi méi trudng va thudc tht.

6.11 Chai hodc binh cadu, dé khu trung va bdo quan méi trudng nudi cay.

6.12 Dia Petri, lam bang tuy tinh hodc plastic, co dudng kinh khodng 90 mm hodc 100 mm.

6.13 Que cdy gat, |am bang thuy tinh hodc plastic, thi du nhu que thuy tinh cé duding kinh khoang 3,5 mm
va dai khodng 20 cm, uén vuéng goc & khodng 3 cm cach mét ddu va dau cét kia dugce 1am nhan bang cach

dét néng.
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7 Lay mau

Diéu quan trong 1a phdng thi nghiém phai nhan duoc ding mau dai dién va khéng bi hu hdng hoac thay ddi
thanh phan trong qué trinh van chuyén va bao quan.

L&y mau khéng qui dinh trong tiéu chuén nay. Nén Idy mau theo phuong phap qui dinh trong TCVN 6400
1998 (ISO 707).

8 Chuan bi mau thir

Chudn bi mau thir theo TCVN 6263 11997 (ISO 8261).

9 Cach tién hanh
Chii thich — Néu can kiém tra do 1ap lai c6 thod man hay khong (xem diéu 11), tién hanh hai phép xac ™
riéng ré theo 9.1 dén 9.5.
9.1 Phan mau thu, huyén phi ban dau va cac dung dich pha loang
Chuén bi phan m&u thir, huyén phi ban diu (dung dich pha loang dau tién) va cac dung dich pha lodng tiép
theo, theo TCVN 6263 :1997 (ISO 8261).

9.2 Khoi phuc

9.2.1 Dung bd kep vé tring (6.7) dat mang xeluld axetat 1én mbi bé mat da khod cla hai dia c6 chira thach
glutamat (5.3.1.3) 1 cach vo tring, chi y tranh tao bot khi ¢ dusi mang. Dan déu cac mang mét cach nhe
nhang bang que gat vé tring (6.13).

Dung pipet v6 trung (6.9), 18y 1 ml mau thir hodc huyén phu ban ddu cho vao gifa mdi mang. Ding que aat

vo trung (6.13), phét déu chat cay lén khap bé mat cia mang, khong dé tran khdi mang.

9.2.2 Dung mét pipet vé trung khac (6.9), cdy cac thé tich bang nhau cla cac dung dich mau thit pha loang

tiép theo hoac huyén phir ban dau 1én cac mang khac, nhu qui dinh trong 9.2.1.

9.2.3 DéE cac dia da nudi cdy trong tur thé ndm ngang 6 nhiét dé phong khodng 15 phiit cho dén khi chat cay
ngap vao trong thach. Nudi &m c4c dia nay 4 h trong ti dm (6.2) dé & 37 °C v6i cac mang/mat thach hudng

Ién trén.
8.3 Chuyén sang méi trudng chon Iéc va nudi am

9.3.1, Dung bd kep vo tring (6.7) chuyén cac mang tir thach glutamat (5.3.1.3) sang cac dia thach trypton -
mét (5.3.2.3).

Canh bao - Mang 5m udt sé dinh chat vao mat thach. Tranh tao bot khi. Khéng s dyng que gat:
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9.3.2 Nubi 4m cac dia nay tir 18 h dén 24 h trong ti 4m (6.2) dé & 44 °C véi cac mang/mat thach hudng Ién

trén. Khéng chéng cac dia cao qué ba chiéc.

9.4 Phat hién tinh sinh indol do cac khuan lac trén mang loc.

9.4.1 Ghinhan trén ndp cla mbi dia (9.3.2) cho viéc nhan biét.

9.4.2 Dung pipet ldy 2 ml thudc thir indol (5.3.3) cho vao dia d4 md ndp dat & tu thé nang ngang.

9.4.3 Dung bd kep vé trung (6.7) |dy mang ra khdi mét thach tuong tmg va cho vao thuée thur indol. Néu
can, phai dé nghiéng sao cho tat c& bé mat clia mang dugc thude thir indol lam cho wét. Sau 5 phit, dung

pipet loai bd thudc thir con lai.
A4.4  Céac khudn lac indol duang tinh cho mau héng trong vai phit. Néu can dé 6n dinh, dat mang nay dudi

wen tia cue tim (6.6) trong 30 phut.

9.5 Dém khuan lac

Dém céc khudn lac indol duong tinh (mau hoéng) trén cac mang, tot nhat 1a trén cac mang cb tir 10 khuén lac

dén 150 khudn lac mau héng.

CA4c chi tigt vé ky thuat d&m khuan lac xem TCVN 6264 : 1997 (ISO 6610).
10 Tinh toan va biéu thi két qua

10.1 Tinh toan

-~ 3 '
th s6 CFU cla E.Coli gia dinh, N, trong mét gam hoac trong mét mililit sdn pham theo céng thirc sau :

> a

(m+01m) d

trong dé

> a la tong s6 khudn lac dém duoc trén tét ca c4c dia dugc gilt lai hai I&n pha lodng lién tiép;

n la s6 dia dugc gilr lai cha db pha lodng thir nhat;
n la s dia dugc giir lai cia dd pha loéng thir hai;
d la hé s6 pha loang tuong tmg véi dd pha loang thir nhat.
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Chu thl’Cl’-l |
1) Hé s6 pha loang 102 nghia 1 102 g hodc 102 ml mAu thir chua pha loang (3 trang thai 16ng) d4 dugc
|dy dé thu.
2) D6 phaloang thdp hon la dé pha lodng c6 ndng d6 mau thir cao hon.
10.2 Biéu thi két qua

10.2.1 Lam tron s6 két qua thu dugc dén hai chir s6 co nghia. Néu nhu;, chir s6 cudi cuing dugi 5, gilt nguyén chir
s ding trutic; néu chir sé cudi cung fa 5 hodc Idn hon, tang s6 dimg trudc 18n mét don vi. Tién hanh nhu vay cho

dén khi thu dugc hai chir sd c6 nghia.

L&y két qua 1a s6 don vi khuén lac CFU cda E.Coli gid dinh trong 1 mililit (sdn phdm dang 13ng) hoic frong 1

gam (san phdm dang khac), biéu thi bAng mét sé tir 1,0 dén 9,9 nhan vdi Gy thira tuong tmg caa 10. =

10.2.2 Néu c6 hai dia tuong (ng véi mau thir (sdn ph&m 1ng) hodc huyén phi ban diu (sdn phdm dang

khac) cé chira it hon 10 khuan lac thi bdo c4o két qua nhu sau:
~ ithon 10 CFU cla E.Coli gid dinh trong mét mililit (san phdm 16ng)

~ ithon 10 x 1/d CFU cla E.Coli gid dinh trong mét gam (san phdm dang khéc), trong d6 d 14 hé s

pha lodng cua huyén phu ban dau.

10.2.3 Néu tit cd céc dia déu chira nhiéu hon 300 khudn lac, thi tinh sé Iugng udc tinh tir cac dia co s6

khu&n lac gdn 150 nhat va nhan sé nay véi s6 nghich ddo ctia dé pha loang cao nhat.

B4o cao két qua theo "s6 luogng don vi hinh thanh khudn lac E.Coli gid dinh udc tinh trong mét gam hoag

mét mililit ",

10.3 Thi dy vé cach tinh
Viéc dém khudn lac E.Coli gid dinh & 44°C cho cac két qua sau :
— d6 pha loang thir nhat (10%) dugc gitt lai chira : 138 va 125 khudn lac

- d6 phaloang thir hai (10™%) dugc giit lai chia : 20 va 18 khudn lac.
> a 138 + 125 + 20 + 18 301
N = = = =13 680
(m+0,1m) d [2 + (0,1 x 2)]10°2 0,022

Lam tron két qua nhu qui dinh trong 10.2.1 thu dugc 14 000 hoic 1,4 x 10* CFU cla E.Coli gia dinh trong

mot gam hoac trong mét mililit san pham.

10
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11 D6 lap lai

Chénh léch tuyét déi gitra két qua thu duoc tir hai lan thir riéng ré, khi sir dung cung mét phuong phap, phan
tich trén cung nguyén liéu, do cung mét ngudi tién hanh trong cung mét phong thi nghiém dung cung thiét b,

trong mét khodng thoi gian ngan, khong duoc vuot qué 50% clia két qua thap hon.

Chu thich
1) Néu céc trudng hop khong thdéa man yéu cdu vé d6 1ap lai 12 5%, hodc I6n hon thi cin xem xét ngudn

géc c6 kha nang gay ra sai 16i.

9) binh nghia vé db Iap lai xem TCVN 4550 : 1988 (ISO 5725).
12 Bao cao két qua
-~
Ban bao céo két qua phai ghi rd:

— phuong phép I8y mau da ap dung, néu biét;

= phuong phap da ép dung;

— két qua thirthu dugc; va

— néu kiém tra do 14p lai, ghi qua cudi cuing thu duoc.

Bao cao két qua cling phai dé cap dén tat ca cac chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chuén nay, cung
VGi c&c chi tiét bat thudng nao khac cé thé anh hudng t6i két qua.

-~

b &0 két qua ciing bao gdbm tét ca cac thong tin can thiét vé viéc nhan bidt hoan toan mau thir.

11
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Phuluc A
(tham khao)

Thu muc

[1] TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sira vasan pham sita. Cac phuong phap 1&y mau

[2] 1SO5725-1:1994 DG chinh xéc clia cac phuong phap do va két qud. Phén 2 — Céc nguyén tac chung

va dinh nghia. P

[3] 1SO 5725-3 : 1994 D chinh xac cla cac phuong phap do va két qua. Phan 2 — Phuong phap co ban

" 48 xac dinh do Iap lai va dé tai lap clia phuong phép do chudn.

[4] 1SO 6391 Thit va san pham thit — Dinh lugng E.Coli — Ky thuat dém khuan lac & 44 °C diing mang loc.
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