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Vi sinh vat trong thyc pham va trong thirc %n gia sic -
Nguyén tic chung vé kiém tra vi sinh vt

Microbiology of food and animal feeding stuffs —
General rules for microbiological examinations

1 Pham vi &p dung

Tiéu chudn ndy dua ra cic chi din vé cach tién hanh kiém tra vi sinh vat phl hop véi cac tiéu chusn
riéng ré.

Muc dich clia tiéu chuén nay I3 gidp dam bdo tinh hgp thirc clla cdng viéc kiém tra nhim xéc dinh tinh
86ng nhét clia céc ki thudt chung sif dung trong kiém tra & t4t ca cac phdng thi nghiém, gitp dat dugc
cac két qua ddng nhit tai cac phong thi nghiém khac nhau va bo vé s khod clia nhan vién phdng thf
nghiém bang cach ngin ngifa cac nguy cd truyén nhiém.

Tiéu chuéin nay c6 thé dugc s dung toan bd hodc timg phén trong viéc cong nhan phong thi nghiém
clia cac co quan quéc gia.
2 Tiéu chudn trich din
ISO 6887 : 1983, Vi sinh vét hoc - Hung din chung vé viéc chuéin bi cac dung dich pha loang dé kiém
tra vi sinh vaat.
3 Cosd thi nghiém
3.1 Khu vyc thr nghiém
Céc khu vue c8n cb cho hoat ddng d#c thi clia phong thi nghiém vi sinh vat nhu sau :
- nai nhan, ndi bdo quan, nai chudnbi va x ly mAu;
— chuéin bi va khir trling moi trudng nudi cAy va dung cy;
— 1ién hanh phan tich : can, ph lodng, ciy, ciy truyén, nudi &m, bdo quan cac chiing v.v...
— khirnhidm va 1am sach thiét bi, va xif Iy céc chét thai sau phan tich.
3.2 Khu vyc phy trg
Céc khu vigc thudc pham trd nay bao gém :
- 161 vao, hanhlang.céuthang.thangvméyd\éhanghoacthangméy:
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* khu vy hanh chinh (thl du nhu : phdng thu ky, van phdng, phdng tai lidu ..);
- phong thay 4o va nha vé sinh;
- phong vin thu luu trir;
- nha kho.

3.3 V] tri co sd thir nghidm

Mai trrdng trong 46 ti€n hanh phén tich vi sinh vat phai khdng &nh hudng dén 489 tin cly clia phép phan
tich.

Phai chu y t6i vi trf clia cg s& thif nghiém sao cho trénh nguy co tap nhiém chéo. D€ dat dugc didu 66
c6 thé &p dung nguyén tic "dudng mot chiéu®.

Phai chi y 83m bao viéc bao vé khdl cac diéu kién vuot qué sy cho phép nhu nhigt 68, bui, 3 &m, hoi
nubc, tiéng 8n, A4 rung, 4nh sang mit trdi chiSu thing...

Mat biing khu vyc phai a0 rong a& gilr dugc vé sinh va ngan ndp. DEI v t4t cA cic cd s3 thir nghiém,
nén cb khodn 20 m 2 dién tich 1am viéc cho m&i phan tich vién.

Trong khi tién hanh thr nghi@m, c4n cha y han ché viéc qua lai khu vuc thr nghiém, chi danh cho
nhimg ngudi cAn thiét a& thuc hign thir nghiém.,

Cén c6 cac phong riéng biét vashodc cac khu wvifc riéng biét va / holic cac khu dugc khoanh viing riéng
danh c¢ho viée :

- nh&n mAu va bdo quin miy;

- chuén bi mAu , d&c biét trong truding hgp nguyén lidu thd (thi dy nhu sin phdm dang bdt cb chira
s6 lugng I6n vi sinh vat);

thao tac véi vi sinh vét gy bénh (thi du Salmonella, Listeria monocytogenes);

chudn bi va khif tring mdi trudng nudi cdy, dung cu;

rifa dung cu thuy tinh va cac dung cy khac, cling nhu khif nhidm dung cy va méi trudng nubi ciy;

kiém tra 96 vo trling cia thuc ph&m.
Cing can cach ly cac khu vuc sau:

- khu vyc diing d& chusn bi mdi trudng nudi cy va phdng dung a8 khir tring méi trudng nudi c&y
va dung cu; va

~ khu vuc khf nhi&m sau thi nghiém va khu vuc rlra.
T &m, th lanh va th g4 c6 thé dat duge a3t trong chc phong dic biét, chuyén dung.

3.4 Trang bj cho cd s4 thir nghiém
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3.4.1 Cd sd thir nghiém phai dugc trang bi nhu sau d& gidm b4t nguy co nhiém ban do bui kéo theo vi
sinh vat:
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Trong trudng hop mdi trudng nudi cdy d3c biét man cam thdi gian Iam ta chay phai ngan, va dugc qui
dinh trong tiéu chuén c6 lién quan.
7.6 Dudi khdng khi trong méi trung nudl ciy

Né&u cn, ngay trubc khi sif dung, dun néng mdi trudng nudi cy trong nubic sbi hosic dusi lubng hoi
nutc ndng trong 15 phit, nGt va ndp phai duge ndi Idng, sau khi dun ndng @Ay chit ndp va 1am ngudi
nhanh 6&n nhiét 66 1am viéc.

7.7 Chu#n bj dia Petri

R6t mdi trudng nudi cly thach tan chay vao cac dia Petri thanh I6p day it nhat 1a 2 mm (thi du, d6i v6i
dia cb dudng kinh 90 mm, théng thudng cén 12 mi thach). D& cho thach ngudi va dong lai bing cach
@at dia 16n mit phing ndm ngang, mat.

Sl dung ngay cac dia Petri 3 chuén bi nay hoic bio quan trong tl lanh (4.7), chd t6i, khdng qua 1
tudin & cac giéu kién thanh phin khdng bi thay a8i. Trong mdt vai trudng hop, thdi gian nay cb thé kéo
dai hon ho#ic ngan va dugce qui dinh trong tiéu chudn lién quan. Nhan clia @ia Petri theo 7.4.

St dung cAc dia Petri khi 34 dugc 1am kho.

Nhin chung, 8& c4y 1&n b& m#t moi trudng thach nudi cAy, lam khd cac dia, t8t nhét 1a md ndp dia d3 cb
thach va Up mat dia xu8ng dudi, a4t vao ti s8y a8 & nhiét 36 25°C d&n 50°C, cho dén khi cac giot nudc
nhd bién méat khdi bé mt méi trudng. Khdng 1am khd méi trudng thém nifa. Dia thach ciing cb thé dugc
lam khd trong ti an toan laminar-flow trong 30 phat khi dy nép mét nlfa, ho3c d& qua 8m khi ndp vin
day kin.

Céc dia thach chusn bi s8n c6 ban trén thi trudng: Bdo quan va sif dung theo hudng din cla nha san
Xuét .

8 Mau thi nghiém

8.1 Liy miu

Biéu quan trong mau phai ding 1a m3u dai dién clia sin phdm va khong bj hu hdng hoc bi thay adi
trong su6t qua trinh van chuyén va bdo quan.

L&y m3u khong phai 12 mét phén clia tiéu chuén nay. Xem tiéu chufn ridng d6i v&i san phim lién quan.
Néu khéng c6 tigu chusn riéng thi I8y m3u theo sy thod thuan clia cac bén lién quan.

8.2 Van chuyén

Viéc van chuyén miu t6i phong thi nghiém phai dam bao gilr dugc mAu khéng bi bién d8i do sy cb mat
céc vi sinh vat. T6t nh4t 12 nén van chuyén mAu t6i phong thi nghiém béng phuong phép nhanh nhét.

Déc bién chi y d&n nhiét 8 bao quan clia cAc sin phim sau day:

24
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san phdm "bén": nhiét 46 phong;
san phdm tuoi va sén phdm dugc gt lanh: tir 0°C dén +4°C;
- sén.phim dbng laﬁhva qﬁclanh dusi -18°¢;
- sin phém tiét tring va san phdm fuong tu:. tir 0°C @&n +4°C;
- sénphsm bén a3 hdng: tu‘O"Cd&n +4°C.

Canh bso - Céc thyc phdm ds bj 8i hdng (thi dy nhu ndi tang, c4 tudi) phal bio quan & nhigt
dd tir 0°C 8&n +2°C.

i

Céc mAu "bén" dﬁ hdng phal dugc van chuyén trong bao bi kin a8 tranh do .

8.3 Tiép nh@n va bdo quan

Nhan vién phong thi nghiém phai kiém tra trang thal cia mBu khi ti€p nhan. Néu trang thai khdng dam
bdo ho#c néu mau khéng dU, thdng thudng phong thi nghidm khdng duge nhan miu 86. Trong trudng
hop dac biét, nhan vién phdng thlr nghiém cb thé phan tich ching nhung phai Iuu gif bdo céo vé tinh
chép hop 18 cla két qud.

MBu dugc nhan vao phdng thi nghiém phai dugc ghi chép By Al sao cho cb thé kiém soét dudc subt
qua trinh cho dé&n khi viét bao céo thir nghiém.

Céc thdng tin sau can phai ghi:
ngdy nhan may;
céc diém @ic blét khi I8y mAu (ngay 18y mBu, cac didu kidn I8y miu v.v);

1

tén va dia chi clia b&n yéu ciu;

- @4c tnung clia san phdm.
M3u chd kiém tra phai bdo quan & cac didu kién khdng 1am thay a8k s6 lugng vi sinh vat cb trong mAu.
Dic biét chl y d&n nhiét 86 bdo quan (xem 8.2) va viéc klérn tra han 0u6| clia céc san phim sau day:
- san phdm bén: cang sém eangt6lva tmbclmlhétthaihgn bdo quan;

- sn phém tuoi va sin phém giif lanh: trong vong 24 h sau khi ti&p nhan (néu cin bao quan mAu
lau hon, c4n Iam lanh siu m&u cang s6m cang 6t & nhiét 38 dudi -18°C va ghi vao trong bdo c4o
két qud, vi 3 mot vai san phdm nh4t dinh viéc 1am lanh thay 8i thanh phén cla hé sinh vat);

- san phém tiét tring va san phdm tuong ty: cang sém cang t6t khi hét han bao quan;
- cac mau san phdm bén 33 bi hdng : cang sém cang t6t va trude 48h.

25
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8.4 Phin miu thir

D& trénh cb tap nhidm gilfa mdi trudng va phén miu thl, nén tién hanh cdng viéc trong phong thir
nghiém d3c biét, ho#c trong budng an toan. N&u khong 18m dugc diéu 86, cac san phdm biét trutc 1a cb
rét it vi sinh vat (thl dy, sdn phém tiét tring, mén &n da n&u) bao gid clng kiém tra truSc tién, tisp theo
méi kiém tra m&u bi nhidm cao hon.

Vigc bdo vé méi truding khdi bj tap nhidm 1a d3c biét quan trong trong qué trinh can va iy phén radu thir
tir cac san phdm dang bdt b nhi&m cao. Céc butc ti€n hanh nay phai thyc hign trong tl an toan.

XUt ty mBu sao cho trinh dugce bt ky nguy co 1y nhiém nao. D& dat dugc diéu a6, phai chl y nhu sau:
- Khi khdng lam viéc trong tl an toan, ti&n hanh cdng viéc trong tdm cla ngon Ilfa;

~ @6 v6i sin phdm bao géi sin, lau sach bén ngoai bao bl biing etanola 70% tai vi trf s& md; ndu
cb thé, thi a6t béng ngon Iita;

- dyng cu diing 68 md bao géi (cai md hdp, kéo,...) phai vd triing;
- dung cu @€ I&y miu (thia, kep, pipet ,...) phai v triing ;
— @4nh ddu c4n than s6 ky hiéu clia mAu thir trén vat chita, tai chét déo (xem 83) chira mAu thi.

8.5 Luu giir va huy miu thi nghiém

Ngoai trif d6i v6i cac trudng hop d3ic biét, luu gilr cac mau thi nghiém cho dén khi thu dugc tat ca cac
k&t qua, hoic lau hon nita néu thdy cén, va bao gbi trong vat dung vd triing (thl du nhu tii ch&t déo ) va
gilr & nhiét 68 bao quan clia mAu thir. Céc sin phdm lanh, tuoi nén 1am déng lanh.

Trubc khi loai bd, khir nhiém cac méu thi nghiém d3 Idng hoic la mau nguy hiém.
Con cac mAu thi nghiém khdng bi hdng thl c6 thé loal bd tnyc tiép.

9 Ky thuét kiém tra va biéu thi két qua

9.1 Céc bién phé&p 38 phong vé mijt vé sinh trong qué trinh kiém tra

Cha y tién hanh cdng viéc trong cac didu kién vo triing, thi du nhu :
- @3m bao réng khu vifc lam viée sach va khdng cb gi6 lua (cifa chinh va clfa s8 phai d6ng lai );
- trube va sau khi Iam viéc, khir nhi8m b8 mit thao tac blng chét sét tring thich hop;

- @&m bdo réing trudc khi bt d4u tién hanh cdng viéc t8t ca cac thir cdn thiét @& duge chudn bi
sén;
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- trong tnidng hep ti€n hanh trong tl an toan, diing gang tay vo tring hoic sat triing tay, trudc khi
bt adu cOng viéc (thi du bang hdn hgp polyalcohol) va tranh thao téc chéo, cham ban tay véi canh
tay;

— khi khdng lam vidc trong ti an toan, m& 6ng nghiém va chal trong viing ngon Ka, gilr 6ng va chai
& vi trl nghléng v6i kha niing cb thé;

- thye hign cOng viéc cang nhanh cang t5t, va khdng cb bét ky ddng tac thifa nao;

- @6ng chit ngay bao bl dung pipet, dia Petri v.v... sir dung mét I4n, sau khi ISy ra s§ lugng cén
duing cho viéc kiém tra.

- khif tring vdng va kim céy, v.v... trong ngon Ii¥a tnséc va sau khi sif dung; 88 tranh phét tan céc
chét va céc vi sinh vit, 6t nh&t 12 diing bubng a6t (4.13); néu c6 thé, diing vdng va kim cdy vb tring
sl dung mt 14n;

- cho pipet, dao trdn, v.v... a& sir dyng vao binh ¢ chifa 1 chét sét triing thich hop (thf du: dung
dich natri hypociorit 651 véi pipet) trubc khi tién hanh khir nhim (6.6);

- cho céc dfa Petri, mdl truding nudi céy va t4t ca cac dung cy khéc cb thé chira vi sinh vat vao céc
hdp chuyén dung trubc khi khir nhidm, tiép theo 1a rita; '

~ cho céc dung cy sif dung mdt I8n vad cac vit chita phil hgp trubc khi khir nhidm holic thiéu (6.6);

- ngay lap tre lau, thdm h&t cac vét nhim bén hoic bi tran ra bang cach diing miéng bdng gac,
hodic vat liu thich hop khéc a3 tm dung dich etanola 70 % (V/V) hodic 1 chat sét tring khac, sau 86
rifa sach va khi¥ tring m#t ban thao tac trudc khi tiép tyc cdng vide.

C&n phai chi ¥ G3c biét khi 1am viéc véi cac san phdm c6 chira vi khuén gy nhidm bénh (Saimonelia,
Listeria monocytogens ...) hosic véi cac chét ddc hai, dugc liét ké trong cac &n phdm ridng. Khuyén céo
réng:

- sirdung tl an toan cho t&t c3 céc thao tac cin thiét 68 phan tich;

— sir dung dyng cy hit cd hoc; c&m diing pipet hat bng midng;
Khf sol 1a 1 nguy8n nhan chinh gay ra & nhi8m mdi truding va Iy nhim. Khi sol c6 thé tao thanh do:

- khi md céic Gia Petri, Sng nghiém va chai lo;
khi ding mdy I&c, xi lanh, méy ly tam ...;
khi 1am sach pipet bang céch théi;

khi khir trling w6t cac vong va kim cAy;
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-1 khi m& 8ng han kin dung chat cdy ddng kho;
Do @6, cn tranh sy tao khi sol nay.

9.2 Chuin bj huyén phi ban d4u va céc dung djch pha long
Xem ISO 6887.

Trong trudng hop chuén bj huyén phi ban d4u, thdi gian tir khi két thic viéc chuén b dé'p khi c8y vao
méi trudng nubi cdy khdng dUgc Vgt qua 45 phit, trir khi cb qui dinh riéng trong tiéu chusn tuong (ng.

9.3 P&m s& lugng sir dung mbl trudng diic

9.3.1 C#y trong thach d8 dia

Chuén bi méi trudng (blng cach dat trén ndi cach thuy dé & 47°C), dia Petri, chéttdng pha.losing va cac
dung dich pha lo&ng cn kiém tra (phl hop v6i 9.2) theo céc lugng va cac don vi tuang (g véi phuong
an cy duoc qui dinh trong tiéu chu&n cb lién quan.

Phan phéi cac thé tich xAc dinh tir cac dung dich pha lofing c4n kiém tra vao cac.dia Petri (c6 ghi nhan).
R6t vao mBId”lamQtluqrigmoiuu'bl'lgﬂmquldnhumg?? Trﬁnngaym&mr&ngtanchéyvéd\ﬁt
¢4y, 530 cho ¢cb Gugic phan: b8, 4éng nhét vi sinh vat trang moi trudng. Dt céc: dia Petri nay trén mat
phéng nim ngang, mét a8 cho ngudi va ddng dc lai (thdi gian déng cilfa thach khéng dugc qué 10
phit).

N&u dy kién cb cac khuén lac moc lan (thi du: Proteus spp) trong san phdm cén kiém tra, hdy phli mét

I6p,mdng thach khéng dinh dudng v triing; holic mdi trudng thach nhan biét sif dung:érong phan tich
I&n cc dia da déng.

9.3.2 Cédylén bé mit

Bua chét cdy vao gilra dia Petri 4 ghi nhén trén mt mOI trudng thach nudi cdy (aa chu§n bitheo 7 7)
Diing que gat béing chét déo hoéc b&ng thuy tinh & dan déu trén bé mat mbi trubng céng nhanh cang
t6t cho @&n khi khéng con thdy chét Idng trén mit thach nifa.

C6 thé duing qua cdu thuy tinh d& dan déu.

Trong 1 vai trudng hop (dudc néu trong tiéu chudn kién quan), chét cdy c6 thé dugc I&ng gan trén 1
mang loc sau 86 méi dan déu nhu trén,

9.3.3 Nudi am

Khi khéng cé qui dinh ndo khéc, 1At ngugc ngay cac &ia da cﬁy m&u va Gt that nhanh vao t &m da dat
nhiét @9 thich hgp. Néu xay ra sy mat nudc nhiéu (thi du, & nhiét 86 55°C hoic Iuu.thdng khdng khi
manh), goi c4c dia vao c4c tai chét déo khong kin trute khi nudi &m hodc sif dung hé thing cb hidu qué
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tuong duong. Trong sudt qua trinh nudi &m, cb thé chdp nkan 1 A6 bién thién d nudi, thi du nhy khi a4t
céc dia Petri vao ti ho#ic I8y ra khoi ti &m.

Chi y - Trong cac trudng hop nhét dinh, c6 thé 1am hai dia cSy dy phdng béo quan & + 2°C € so
sanh v&i cac dia c8y nudi 8m khi 8m khuln lac, 48 tranh nham 13n giira cac hat san phim kiém
tra véi cac khusn lac.

Sau khi'nui &m, kiém tra ngay cic dia néu cb th&. Mt khac, cb thé bio quan ching trong tli lanh (4.7)
t5i da 1a 24 h, néu khéng cé qui dinh nao khéc.
9.3.4 D&m khudn lac

Tiép theo glal doan nudi &m dugc hudng din trong tiéu chufn riéng, tién hanh dém khusn lac trén mbi
dia cb chira it hon 300 khuén lac (hosic bt ky 1 s8 Iugng nao theo qui dinh trong fiéu chusn riéng).

Chu thich - Trong mdt vao trudng hop, cAc khudn lac c6 thé rét khé dém (thi du, khi cb cac vi sinh vat
moc lan). Nhitng trudng hop nay s& dugc dé cp trong tiéu chuén riéng.

9.3.5 Bifu thi két qua

9.3.5.1 Phuong phép tinh todn: Trudng hgp chung

D8 két qua cb gia tri, nhin chung, diéu cdn thiét 1a thuc hién viéc d8m khuén lac trén R nhat 14 mét dia
b t8i thidu 15 khuén lac.

Tinh s& vi sinh vat c6 mat trong méu thi, N, I3y trung binh tif hai d9 pha lodng két ti€p nhau bang cing
thirc sau:

Ne— €
Vin, +0,1n,)d
trong d6

Zcm t8ng cac khufn lac dém duoc trén tat ca cac dia dugc gilr lai tir 2 36 pha loang lién tiép, it
nh&t ¢6 mbt dia chira 15 khun lac.
V la thé tich mAu c8y trén mdi dia, tinh b&ng milifit;
n, 1a s§ dia clia d6 pha loaing thir nhat dugc gilr lai;
n, 1a s6 dia clia 86 pha loding thir hal dugc gilr lai;
d 12 hé 6 pha loang tuong (g véi 83 pha loang thir nhat.

Lam trdn s8 két qua thu duge dén 2 chit s6 cb nghia. Khi s§ cin 1am nhd hon 5 thi s6 ding truée né s&
khong phai thay @8i, khi s& cudi cling 1a 5 ho#ic I6n hon thi Iam tron s6 ding ngay truée né 1én 1 don vi,
tiép tuc cho d&n khi thu dugc 2 chir 6 cb nghia.
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LAy két qua 12 s§ vi sinh vat c6 trong 1 mililit (sdn ph&m dang 16ng) ho#c trong 1 gam (s3n ph4m dang
khac), biéu thi biing s& tif 1,0 d&n 9,9 nhan véi 10%, trong 36 x 12 Iu§ thira tuang ng clia 10.
Thi du:

__ 2C  168+215+14+25 422
V(n, +0n,)d  1(2+0,1x2)x107 0,022

=19 182

Lam tron két qua nhu hudng din trén thu duge 19 000 hodic 1,9 x 10* vi sinh vét trong mdt gam san
phém.

9.3.5.2 Phuong phép tinh: Trudng hgp tinh toén sau khil xéc nhin

Trong trudng hgp phuong phép sif dung @di hdi phai nhan dang, 1 s§ lugng A dugc dem xac dinh
(thong thuding 18 5) tir cac khufin lac nudi céy trén mdi dia dugc gilr lai & d8m khu4n lac. Sau khi xac
nhén, tinh to4n cho mdi dia s& lugng vi sinh vét dugc xac nhén, a, theo cdng thirc sau:

a=£C
A

trong 46
b Ia s& khuén lac phd hgp véi cic dic tinh xéc nhan;
C 12 t8ng s& khuén lac d6m dugc.
Lam trdn s& 68n s8 nguyén gén nhét nhu chi diin trong 8.3.5.1.
Tinh s6 N, clia cac vi sinh vat g8 xac nhan c6 mét trong m&u thif theo cdng thilc dua ra trong 9.3.5.1,
thay > Cbéng > a.
Thi du:
Khi d&m truc tiép tir 1 san phdm dang Idng cho két qua nhu sau:
- 0 86 pha loging th(r nh&t (10%) dugc gii lai : 66 va 80 khuén lac;
- & @0 pha loang th{r hai (10*) dugc gitr lai : 4 va 7 khufn lac;
D3 nudi céy:
- @8 véi 66 khusn lac, 8 khudn lac, 6 trong d6 ph hop véi chuén, do 86 a=50.
- a8i v6i 80 khusn lac, 9 khuén lac, 6 trong @6 phil hap véi chufn, do d6 a=53.
~ @61 v6i 7 khu#in lac, 5 khuén lac, 4 trong 86 phi hgp véi chuén, do 86 a=6.

- @61 v6i 4 khudn lac, t4t ca 4 khuén lac 8 chimg minh Ia vi sinh vét cén tim, do 46 a=4.

30



TCVH G04 s ad

24  50+53+6+4 _ 113

N=— & = = = 51364
V(m +0ln)d 12+01x2)x10° 2,2x107

S6 lugng vi sinh vat dugc tim th&y trong mau thir 1a 5,1 x 10* trong mdt miliiit.

9.3.53 S5 lugng wc tinh

9.3.5.3.1 "Né&u hai dia mAu thir (sin ph&m dang 1dng, 49 pha lo&ing bing 0) ho#ic huyén phi ban d4u
(s&n phém dang khac) c6 it han 15 khufr'lac, thi tinh gi4 trf trung binh s8 hoc, clia cac khuén lac 68m
Augc trén hal dia.

Bidu thj k&t qua nhu sau:
- @61 v6i sn phém dang 1dng: s& Iugng vi sinh vat udc tinh trong miliit Ne= y
~ 88 v&i cac san phdm khéc: s6 lugng vi sinh vét udc tinh trong mililit Ne= y/d
trong d6 d |4 hé s8 pha loang cla huyén phl ban d4u.

9.3.5.3.2 Néu hai dia clia mBu thir (san ph4m dang I6ng) holic huyén phi ban d4u (sin phim dang
khéc) khdng chifa khuén lac nao, thi bidu thi k&t qua nhu sau:

— Rthon 1 vi sinh vat trong mililit (sin ph&m dang 1dng)
~ thon 1/d i sinh vt trong gam (s&n phém dang khac)
trongdﬁd_lé hé s§ pha lo&ng ctia huyé&n phi ban d4u.

8.3.6 GI&i han tin ciy

D& dénh gié tinh hop thic cia két qua v tranh va trénh thé hin qué chit ché, diéu cn thiét phai ia
x4c dinh khoding tin ciy dic trng cho phan b& thdng ké céc vi sinh vat trong miu th.

Céc sai lgch khac do chinh do ky thuat, d%c biét la cac sai 1gch cb lién quan dén I5i trong pha lodng,
mitc 89 sal 1&ch nay thl khac nhau gilfa cic phong thi nghiém.

9.3.6.1 Trudng hgp chung

V6i xac susit 95 %, khodng tin cly 8, dic trung cho su phan bé vi khuén trong méu, tinh theo cdng thitc
sau:

*

e [Zc 192 , 196 Zc] y

B B B d

khi: B =V(n, + 0,1n,)d
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trong @6

D" C1a t8ng cac khuén lac d6m dugc trén t4t ca céc dia duge gil lai;

n, 1a s§ dia clia 30 pha loang th(r nh&t dugc gitt lai;

n, |a s§ &a clia 4 pha long thir hai dugc gilr lai;

V 1a thé tich chét cdy trén méi dia, tinh bing mililit;

d |a hé s§ pha long tuong (ng véi dd pha loang thir nh4t.

Thi du: cac truding hgp cue tri (xem bang 1).

Bang 1-Céc trudsng hgp cyc tr]

S8 khudn lac 38m dugc
Trung binh tinh toan Khoang tin cdy
B4 pha lodng n D% pha loéng n+1
300 30 278 dén 324
300
30 30 -7% Gén +8%
15 1 10 dén 20
14
15 1 -29% dén +43%

Thi du 2: Khoaing tin cay d6i véi thi du trong 9.3.5.1
Vi N = 1,9 x 10* trong 1 gam d6i v6i 422 khugin lac 68m dugc, khoang tin cay & 1a:

5|42, 192 o6Vanz ] 1
22 22 2,2 1072

8=(191,82 + 0,87 + 18,30) x 102
Do d6 céac gidi han clia khodng tin cy Ia:
8,=17x10'va 8, =21 x 104

Trong tnudng hop nay, cac giéi han clia khodng tin cdy, duge biéu thi bing phén tram va dugc tinh toan
trén céc s6 liéu khong 1am trdn, 12 tir-9,1 % d&n +10,0 %.
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9.3.6.2 Trudng hgp sau khi xac nhén
Vi xéc susit 95%, khoang tin cdy 8, dc trung cho sy phan bS vi khuén trong miu, tinh theo cbng thirc
dugc dua ra trong 9.3.6.1, khi 36 thay " Cbang )" a.

Thi dy: 481 véi trudng hgp dua ra trong 9.3.2, 8 N vi sinh vat dugce tim thdy 13 5,1 x 10* trong 1 mililit
cho 113 khuén lac cdn lai, do @6:

5=[1_13+1~_9_ziw6~’m.],¢
22 22 22 107

8 = (51,36 + 0;87 + 9,47) x 10°
Bdi vay, cac gidi han khodng tin cay 1a :
5,=4,3x10*va 5,=6.2x 10°

9.3.6.3 Céc s6 dém wic lugng
Céc gi6i han tin c8y dugc dua ra trong bang A.1 va A.2 clia phy luc A.

9.4 D&m vdi vige sir dung mél trudng 18ng: ki thuat d8m s8 cb xac suat 16n nhat

Chu thich — C6 thé ding hai hg thng nudi c&y. Hé théng thudng hay dugc sif dung nhét (duoc goi 14 hé
théng *a8i xing") c6 ciing s& lugng Sng nghiém cho mbi 63 pha loing, ty 18 tich gilra hai 44 pha loang thong
thudng 1/10. Céc hé théng nay dugc sif dung dac bigt khi chi cin kidm tra gi6i han khéng bi vt qua va cling
@8 xéac dinh s6 lugng Vi sinh vt c6 mit. Con cb cac hé théng dugc goi 1 hé théng "khdng d&i xing” bao gém
céc 6 lugng 6ng nghidm khac nhau cho céc 89 pha lodng khéc nhau. Chi cac hé théng *d6i xing" cb chc
dung dich pha lodng thap phan duge d8 cép trong tiéu chudn nay.

9.4.1 Nubdl cay

Nubi cdly mét s8 lugng binh hozic Sng nghigm thich hgp véi cling 86 pha lodng (thf du, ba, ném, hosc 10
binh cdu hay 8ng nghiém) tuy theo d¢ chinh x4c mong mudn clia cac két qua. Theo qui luét chung, ky
thuét dugc ap dung ddi hdi ba binh hay 6ng nghiém cho mét dd pha lodng.

Duing pipet phan phéi chat cdy vao cac binh hay 8ng nghiém fuong (ng.
Ding 1 pipet vé tring méi cho mbi @ pha loang.

9.4.2 Nudi &m

Dit céc binh hay 6ng nghiém aa cdy mau vao ti &m, hoc 6t hon I a4t vao néi cach thuy kiém soat
dugc nhiét 6 (4.9).
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9.4.3 Gidi thich két qua

9.4.3.1 Chon d) pha loéing

Chu thich — Huy8n phd ban d4u va miu thir dang Idng cliing duyc coi la "céc dung dich pha lofing”.
Trong trudng hgp chung khi ba 8ng nghiém ho#c binh trén 35 pha long 63 dugc nudi cdy, chon cho
mbi mAu cAn kiém tra ba 36 pha lo&ng k& tiép nhau phi hop véi 9.4.3.1.1, 9.4.3.1.2 hay 9.4.3.1.3.
9.4.3.1.1 Trudng hgp 1: C6 it nh&t mat 34 pha lo@ing cho ba 6ng nghiém duong tinh (xem bang 2)

Chon a9 pha loding cao nhét (nghia Ia c6 néng a5 mau thir nhé nhét) cho ba 8ng nghiém duong tinh,
ciing nhu vay @6 v6i hai dung dich pha lodng th&p hon theo (nghfa |a ndng 66 mau thir cao hon 10 I8n
vi 100 14n clia dung dich pha lo&ing thir nh&t 84 chon). Xem thi dy 1 va 9.4.3.1.2.

N&u khdng cb dli cac db pha lodng tiép theo tir dung dich pha lo&ing nhét cho két qua ba Sng duong
tinh, thi chon ba dung dich pha loang nht trong c3 loat 8ng thir a6 (nghia 1a cac dung dich c6 ndng do
méu thif thdp nhét trong day) d& thay thé. Xem thi dy 2.

Bang 2 - MAu cac két qua duong tinh chon loc d8 tinh gia trj MPN

Miu $& 8ng nghiém duong tinh thu dugc tif ba Sng 'MPN 2
nghiém da cdy céc lugng miu / Sng sau day ¥
San ph&m dang Bng 10ml 1 ml 10 ml 102ml 10°ml | Sinphémdangldng | Sin phém khac

| Cacsanphdmkhac 1g 107g10?g 10°g 04g mt g’
1 3 3 2 1 0 1,5 x 10' 1,5 102
2 3 3 3 0o - 2.4 x 10" 2,4 x 102
3 2 2 1 1 0 7.4 7.4x10
4 3 3 0 o 0 . 24 24x10'
5 2 2 0 ¥ 0 2,1x10" 2,1

1) Chir in dam : T8 hop dugc chon.
2) Bugc tinh tir chi s6 MPN cho ba éng nghiém (bang B1).

9.4.3.1.2 Trudng hgp 2: Khdng cé dd pha lodng nao cho két qua ba 8ng duong tinh

Trudng hop 1 khéng thé ap dung duge. Chon ba dd pha lodng nhét cla day (c4c dung dich nay ¢ ham
Iugng mAu thir th&p nhét) cb it nhat mdt phan (mg duang tinh. Xem thi du 3. Xem tigp 9.4.3.1.3.
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9.4.34.3 Céc trudng hgp diic bigt

Trong t&t ¢ céc trudng hop, khi c6 nhiéu hon mét trong ba a9 pha lodng dugc chon theo 9.4.3.1.1 va
98.4.3.1.2 khorg cho mét 8ng nghiém duong tinh ndo, thi chon @9 pha lodng th&p nhat ma khéng chira
mét 8ng nghiém duong tinh nao (dung dich cb ndng d8 mAu thir cao nh&t) va hai 49 pha lodng th&p hon
lién trude nd (nghia 1a néng @& mAu thir cao hon 10 14n va 100 I4n cla 8O pha loang thir nhét duoc
chon; xemmAu 4 va mau 5), trir khi cac 6ng duong tinh chi tim th&y & 66 pha loéing thir nhat chudn bi tir
méu thr. Trong trudng hop cudi cling nay, néu cén, chon ba 6 pha loding d4u tién A& tinh s6 cb xac
su#t I6n nhit (MPN), ngay ca khi ddy thir nay c6 hai 36 pha lo&ing khng cho 6ng duong tinh nao.

9.4.3.2 Tinh s& cé kha ning I6n nht (MPN)

9.4.3.2.1 Kiém tra theo s8 miu dugc thir bling day s& trong bang B.1, xem két qua s& &ng duong tinh
tuong (mg véi cac ad pha lodng dudc chon theo 9.4.3.1, cb thé ch&p nhan dudc trén quan diém théng
k&. Kha néng ch&p nhan nay phy thubc vao: s6 mAu dugc kiém tra va quyét dinfi chap nhan hay bac bd
céc két qua thudc loai 2 va 3 (xem bang B2).

Do @6, thi dy chl cac két qua loal 1 dugc chép nhén, dy 221 s& chi dugc tinh dén néu kiém tra 10 miu
tir day tuong (mg. Mt khéc, khi cac két qua cb kha niing it hon thudc loal 2 cling dugc chdp nhan, day
221 cling dugc tinh dén trong trudng hop chi kiém tra hal, ba hoZic nam mau. Trong moi truding hop,
néu day 221 |2 két qua thir don Ié thi khéng thé ch&p nhan.

9.4.3.2.2 D6ivéi mdi ddy col nhur cb thé ch&p nhan dudc theo 9.4.3.2.1, chi s MPN s& thu dugc theo
béng B1.

9.4.4 Bidu thj két qua

Tir chi s6 MPN (xem 9.4.3.2) clia bing B1, xc dinh s8 c6 kha nang 16n nhat ciia vi sinh vat theo thé
tich b&ng cdng thirc sau:

4
0

Q:MV
trong dé
Cs & s8 c6 kha naing 16n nh&t clia vi sinh vat c6 trong thé tich Vs;
M 1a chi s6 MPN doc tir bang 2 d6i véi d pha loding ca ban V,;

F 14 s8 nghich d3o clia hé s8 pha loing tuong (ng v6i 69 pha loang 86, néu cb, tif miu thir duoc 18y
lam dd pha lodng co ban, sif dung trong bang bén (théng thudng F = 10, 100, v.v. . .);

Vs 12 thé tich chun dugc chon a8 biu thi mat dd vi sinh vat;
V, la thé tich o pha lodng co ban;

Trong truing hop khi 6 pha lodng nhd nhét dugc chon tuong Ung v6i cac 8ng duge chun bj tir moi
trudng néng 35 kép (10 ml ch&t nudi cAy), truic hét chia chi s MPN cho 10.
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Néu nhu MPN nhd han 0,3 vi sinh vat trong 1 mililit (san phdm Idng) hoic trong 1 gam (san phém khéc)
va néu nhur qui trinh nay phil hgp d8i véi 6 ligng nhd vi sinh vat dugc sif dung, thi két qua duoc bidu thi
nhu sau: t han 1 vi sinh vét trong 1 m! (sn ph4m Idng) ho#ic trong 1 g (sdn phdm khéc).

Thidy:

Trong trudng hop 6i vi 1 san phim dang rén, chi s8 MPN 1a 24, 8ng thir nh4t dugc chon tuong (ng
vdi vidc nudi cy 1 ml huyén phi ban @4u (F = 10), Cs trong mdt gam fa:

Cs=24x10=2,4x 10?
9.4.5 Gidi han tin cy
Cac gi6i han tin cdy dugc dua ra trong bang MPN (bang B1).
Diing k§ thust MPN c6 thé cho c4c k&t qua chénh Kch I6n. Do vay, céc két qua thu duge khi ding
phuong phép nay cin sif dung véi sy than trong.
9.5 Phuong phép phét hign

Phuong phép phat hién ia phuon phép xac dinh sy c6 mét hay khdng cAc vi sinh vat nhét dinh cb trong
mdt lugng qui dinh clia san phdm.

9.5.1 Nguyén tic

N&u khdng c6 qui dinh thi trén (s&n phdm thé 13ng), hodic 88ng nh&t (sin phdm dang khéc) mot luong p
clia sin phém cén thir 9 x p ml hoic g clid 1 loai canh thang chon loc. Sau khi nudi &m, t6t nhat 13 nusi
trong bé diéu nhiét (4.9), dan mdng mdt vdng dich c&y thu dugc 18n bd mat 1 méi trudng thach chon loc
sao cho cac khuéin lac moc phén tach t8t. Sau 86 xac nhan 1 s6 khusn lac thu dugc sau khi nusi &m
(thong thudng 14 5).

Trong mét s§ truding hgp nhét dinh, t6t nh&t nén tién hanh téng sinh trubc trong canh thang chon loc,
béing céch tiing sinh trutic trong 1 canh thang dinh duBng, sao cho cAc vi sinh vat kh6 phét trién c6 thé
hi phuc duge. Cling vay, thinh thoang sif dung cling mét Iic hai hodic nhiéu canh thang chon loc cling
nhu hai hoac nhiéu mdi truéing thach chon loc.

9.5.2 Dién giai két qua
N&u nhu vi sinh vat cdn tinh dugc phét hién, két qua ghi nhu sau:

"c6 mét trong p ml (thé 1dng) ho3ic trong p g (san ph&m dang khac) clia san phdm cin phan tich®
Néu nhu vi sinh vt cén tim khéng phat hién th&y, két qua ghi nhu sau:

"khdng c6 mat trong p ml (th€ Idng) holic trong p g (sin ph&m dang khéc) clia sin phdm cén
phan tich”

Khéng khi nao duge khai quét hoa cho lugng cao hon clia san phdm.
9.6 Ky thudt xac nhan co ban
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Lamkhé lanmidnh.

9622 Gusaiiisat 8 ahda ik

Kiémitre lamkink dedi vt Kinh délu o6 G6iphang aal seorclia Kirshhilinivi (4.12), Gde Eiblo vikiiudh 66

i anh lamihede mau M 13 Gram dueng (Gram +); con 26 mau (tihéng thim Gk 8618 Gram am
(Gram =),

D1 wéi gié*ng nudin rkinéheua 1 vail dang vi Khudnohdt dink, c8 thE thu duce.cd hai loail (810 Granm

hoe ron BUEROARITBRE Jush SFOMTISTON 5o S0l ik By Wi gue) g LoD Sy ey w'u

oG ANR (G YO NGE Ty wm A g -y ol iy e -%J-u-ﬂ- Lo S8y o phal Gl

S a8 '-:_"_ .-:"?‘..‘

[adrie ehfi bAKkY nhGm mATn Aotithitel THaRAUGE TNl —— —ibﬁ- SN ﬂ‘-‘b *““4.-.“‘-‘ ihﬁ- EREEICEEEIT
mﬂﬁﬂ%ﬂ*r—.——c--—“f AT mehGng 1 -

<A<y e it ST rTorot e, oy m— g o e e T

e e M e S




TCVN 6404 : 1998
9.6.4 Phép thir oxidaza
Phat hién oxidaza bang suaéi maucua 1 thhoD & thes Siém o hoh dui mmmmm

8412 cmtnu

_____ SN AN N N i e

mmmwwmmwmﬁmmmmmumﬁqm

€& thi st dung @i holic que thil of bdn slin trén B4 fdng. Trong tnung hop nby, phil thea ol diin
cda nhd shn ool

'\m u’ 1“" = EER 2]

Lart fint mdt mbnh pify loc bilng Srafio th, Loy mdu ey W iwslin thes G 12 1 M tnadng thach bling
que cffy platin halic blng que thud tinh hoic chilt déa (diy blng hoap km nikendttm cho dutng tinh
mmmummuﬁwamh

e = £ 53 S L
A

Trong Wuing hop €6 exkdncs, o8 st b malin 860 &) t yrong Kholing Ihet glan § gy 080 10
wwwwmﬂmipmﬂimwmwumm

it

el LiE s U

EERE

LTS

S S

o inf g gateries sinh hod of sfn of nhde bt my: num el gl e mal b B By
nhet nhau. Do vlly, phil dinh gid tinh niing o3 dyung chding trut: ki dling. 09 bt nku ching iing
B hop thic hod b3 1 g thing die p.

SN AN e i S L B e e s
kA fE SEIP EHSIAERRS R
= A
s A
] -
. Il e x
e e TR LTI CAD DT
P U O NDL 1 TO0e nond (1i¢ = TR S i
ETl an xu &1
AR Al



























	001(6).pdf
	003(7).pdf
	005(7).pdf
	006(6).pdf

