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L&i néi ddu

TCVN 9716:2013 hoan toan twvong dwong véi ISO 8199:2005.

TCVN 9716:2013 do Ban k¥ thuat tiéu chuan qudc gia TCYVN/TC 147
Chét lvong nude bign soan, Téng cyc Tiéu chudn Do lwong Chét
lwong dé nghj, B Khoa hgc va Cong nghé cong bé.
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Loi gidi thigu

K¢ thuat phan lap va dém vi sinh vat dya vao kha naing phét trién clia ching trén méi treeng nubi cay
déc treng c6 ¥ nghia quan trong va dwec sir dung rong réi dé danh gia chét legng vi sinh trong nwérc.
Muc dich clia tiéu chudn nay la tap hop cac théng tin chung clia cac k¥ thuat @ém khac nhau trong mét
van ban @& tranh 13p lai cac chi tiét k§ thuat trong nhikng tiéu chuén riéng 1& va dé tao diéu kién thuén
loi Iva chon ki thuat phi hgp nhét cho céac van dé cy thé.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 9716:2013

Chét lwvgng nwéc — Hwédng didn chung vé dém vi sinh vat bing
nudi ciy

Water quality — General guidance on the enumeration of micro-organisms by culture

CANH BAO - Nguoi sir dyng tiéu chudn nay cdn phai thanh thao vé&i cac thyc hanh trong
phong thi nghiém théng thwong. Tidu chudn ndy khang dé cép t&i moi vén dé an toan aéi
véi ngudi sir dung tiéu chudn, néu cé. Ngwoi sir dyng cé trach nhiém xay dyng bién phap
bao dam an toan va sirc khde phi hep vé&i cac qui djnh ciia quéc gia.

QUAN TRONG - Chi nhirng nhan vién da dwgc dao tao phu hgp méi dwge tién hanh phép thir
theo tiéu chudn nay.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay hudng din thye hién cac thao tac thong dung déi voi tirng ky thut kiém tra vi sinh
vat trong nuée, cu thé 1a chudn bj mau, méi treéng nudi céy va dung cy. Tiéu chuan cling md ta cac
k§ thuat dém dang hién hanh khac nhau va céc tiéu chi @& chon lya k§ thuat cy thé. Tiéu chuén nay
chii yéu nhim 4p dung cho vi khun, ndm men va ndm méc. Mot sé khia canh cling 4p dyung duwoc

v&i virus va Ky sinh tring.

2 Tailiéu vién din

C4c tai liéu vién dan sau Ia rit cin thiét cho viéc ap dung tiéu chun nay. Déi voi céc tai liéu vién dan
ghi nm cdng bé thi 4p dung phién ban duoc néu. Déi v6i cAc tai liéu vién din khéng ghi nam céng bé
thi 4p dung phién ban méi nhét bao gbm ca céc sira adi, bd sung (néu cb).

TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987), Nute ding dé phan tich trong phong thi nghigm — Yéu céu kg thust
va phuong phép thir.

TCVN 8880 (ISO 19458), Chét luong nuée — Léy méu dé phén tich vi sinh vét.
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3 Nguyén tic

Nguyén téc chung clia cac k§ thuat nay bao gbm cay mét thé tich dinh s3n mau nuwéc 18n hodc vao mbi
trwdng nudi cAy (d3c hodc 16ng). Gia st riing sau khi nudi cay méi vi sinh vat c6 mat déu tao nén mét
khuan lac nhin thdy trén b& mat méi tredng dic hodc lam thay ddi vé cac d4c tinh co thé quan sat
duwoc clia mi triedng 16ng. Viéc lwa chon cac phwong phap cu thé khéng chi phy thudc vao ban chat
clia cac vi sinh vat dwoc tim kiém ma con phy thudc vao tinh chét clia nwéc va ly do can phai kiém tra.

4 Quy dinh chung

S ddng nhit vé& nhiét @¢ va thai gian (ubi cdy): Cac khodng nhiét d6 va thoi gian cho phép dwéi
day trong qua trinh nuéi cdy va bdo quan dwoc ap dung trong tredng hop thich hop dbi véi cac sinh
vat dy dinh kiém tra, trir cac tredng hop quy dinh trong tiéu chuén cu thé.

Nhiét do bao quan: (=70 £ 10) °C; (=20 £ 5) °C; (5 + 3) °C;

Nhiét d6 nuéi cdy: (22 % 2) °C; (36 £ 2) °C;

Nhiét dé khir khuan: (115 £ 3) °C; (121 £ 3) °C; (170 £ 10) °C;

Thei gian nudi cdy: (21 3) h; (44 £ 4) h; (68 + 4) h.

Khi can c6 thé quy dinh nhiét d6 va thoi gian khac déi véi cac phwong phép cy thé.

Céc gi¢i han nhiét d6 trén cho nuéi cdy phai tuan thi nghiém ngat (c6 thé anh hudng 16n dén sy phat
trién). Gié¢i han nhiét d6 dudi cho nuéi cdy co thé dao dong trong khoang thai gian ngén, vi du do mé
ctra ti nudi cdy, nhung can nhanh chéng viéc phuc hdi lai nhiét d6 chuan.

Dung sai vé thé tich va khéi lwgng: Trir khi cé cac qui dinh khac, dai cla gi4 trj do dwgc dwgce chip
nhan la: gia tri céng bd £ 5 %.

5 Dung djch pha lodng va méi trweérng nudi cay
5.1 Quy dinh chung
5.1.1 Yéu clu vé chéit lwgng

Str dung cac thanh phan cé chét luong ddng nhét va cac héa chét clp phan tich d& chuin bi méi
treéng. Céc cap khac clia héa chat c6 thé diroc siv dung néu chiing cho cac két qua phan tich tuong
tw. Ngoai ra, ¢c6 thé str dung méi triréng d3 loai nwréc hoan toan hodc dung dich pha lodng. Can tuan
th(i nghiém ngat theo huéng dan clia nha san xuét.

St dung nwéc loai khodng hodc nwéc cét bang thiét bi thiy tinh khéng chira cac chat co thé anh
huéng dén sy phat trién cta vi sinh vat dwi didu kién thir nghiém. Nuéc phai phil hop yéu ciu cua
TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987), loai 3.

Trir khi ¢6 cac qui dinh khac, théng thwéng khi chudn bj méi tredng nubi céy vi sinh vét thi cac thanh
phan dwoc thém vao mét thé tich nuwée chir khéng dé dinh mirc t&i thé tich xac dinh.
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Trudce khi sir dyng, kiém tra chét lvgng méi tredng, dung dich pha lodng va mang loc, vi dy theo quy
trinh mé ta tai ISO 7704, TCVN 8128-1(ISO/TS 11133-1) hoZc TCVN 8128-2 (ISO/TS 11133-2).

5.1.2 Khir khudn

Rét cac dung dich pha lodng va méi trurdng nubi cdy vao binh chira thich hgp @& khir khuin bing ndi
hép. Nhigt 49 (121 x 3) °C trong 15 min 1a 0 déi véi hau hét cac muc dich. Tuy nhién, khoang thoi

gian va nhiét @ khir khuén khac @i khi dugc yéu ciu st dung, tity thudc theo tirng tiéu chuin cy
thé.

Ngoai ra, v&i cac chat khéng bén nhiét, viéc loai bd c4c vi sinh vat c6 thé hidu qua hon bing c4ch loc
qua mang loc ¢6 kich thuéc 15 0,2 um, do nha san xuét quy dinh 1a thich hop dé “khir khuan”.

5.2 Dung dich pha lodng

Céc dung dich pha lodng duwéi day dugc st dung phd bién cho vi sinh vat trong nwédc. Tuy nhién, danh
muc chwa day dl hét va c6 thé sir dung cac dung dich pha loang thich hop khéc.

Sau khi pha, cho tirng dung dich vao chai va khir khudn, vi du khir khuén tai (121  3) °C trong 15 min.
Céch khéc 13, dung dich pha lodng c6 thé cho vao tirng chai trong didu kién vé khudn sau khi khi
khuén. Bdo quan & nhiét d6 phong hoac trong ti lanh & (5 + 3) °C téi da 6 thang. Néu dung dich pha
loang c6 bat cir bidu hién thay ddi nao thi loai bé di.

5.21 Dung djch muéi

Thanh phén

Natri clorua (NaCl) 85¢g
Nwéc (xem 5.1.1) 1000 mL
Chuén bj

Hba tan c4ac thanh phan trong nuwéc, dun néng néu can thiét. Didu chinh pH bang cach thém dung dich
natri hydroxit [c(NaOH) = 1 mol/L] hodc axit clohydrit [¢(HCI) = 1 mol/L] sao cho sau khi khir khuén
(xem 5.1.2) dung dich ¢6 pH twong dwong 7,0 £ 0,5 tai 25 °C.

5.2.2 Pepton pha lodng

Thanh phén

Cazein phan hly béng enzym (pepton) 10g

Nuwéc (xem 5.1.1) 1000 mL

Chuén bj

Hoa tan cac thanh phan trong nuéc, dun néng néu cin thiét. Diéu chinh pH bdng céch thém dung dich
natri hydroxit [c(NaOH) = 1 mol/L] ho#c axit clohydrit [¢(HCI) = 1 mol/L] sao cho sau khi khir khuén
(xem 5.1.2) dung dich ¢6 pH trong duong 7,0 + 0,5 tai 25 °C
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5.2.3 Dung dich mubi pepton
Thanh phén

Cazein phan hly bang enzym (pepton) 1049

Natri clorua (NaCl) 85g
Nuwéc (xem 5.1.1) 1000 mL
Chudén bj

Hoa tan cac thanh phan trong nwéc, dun néng néu can thiét. Diéu chinh pH bang cach thém dung dich
natri hydroxit [((NaOH) = 1 mol/L] ho#c axit clohydrit [c(HCI) = 1 mol/L] d& sau khi khir khuin (xem
5.1.2) dung dijch c6 pH twong dwong 7,0 £ 0,5 tai 25 °C

5.2.4 Dung djch Ringer, ndng d6 1/4

Thanh phén

Natri clorua (NaCl) 225¢g
Kali clorua (KCI) 0,105¢g
Canxi clorua (khan) (CaCly) 012gq
Natri hydro cacbonat (NaHCO,) 0,059
Nuwée (xem 5.1.1) 1000 mL
Chuén bj

Hoa tan céc thanh phan trong nuéc, dun néng néu can thiét. Didu chinh pH biing cach thém dung dich
natri hydroxit [c(NaOH) = 1 mol/l] ho&c axit clohydrit [c(HCI) = 1 mol/l} @& sau khi khir khun (xem 5.1.2)
dung dich cé pH twong dwong 7,0 + 0,2 tai 25 °C

§.2.5 Dung djch dém photphat

a) Dung dich photphat

Thanh phén

Kali dihydro octophotphat (KH,PO,) 34 g

Nuéc (xem 5.1.1) 1000 mL

Chuén bj

Hoa tan kali dihydro octophotphat trong 500 mL nwéc. Digu chinh pH dén gié trj 7,2 + 0,2 bing cach
thém dung dich natri hydroxit [((NaOH) = 1 mol/L] hodc axit clohydrit [c(HCI) = 1 mol/L]. Thém nuéc
dén 1000 mL. Néu dung dich cAn bao quan, khir khudn (xem 5.1.2) treére khi bio quan.
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b) Dung dich magie clorua

Thanh phén
Magie clorua (MgCl,) 38g
Nuwée (xem 5.1.1) 1000 mL

Ngoai ra, c6 thé sir dung mét lrgng twong dwong (99 g) magie sunphat (MgS0Q,.7H;0)
Chuén bj
Hoa tan magie clorua trong nuéc. Néu dung dich can bao quan, khir khuén (xem 5.1.2) trwéc khi bao quan.

¢) Dung dich cuéi cung

Thanh phén

Dung djch photphat (a) 1,25 mL
Dung dich magie clorua (b) 5,0mL
Nwéc (xem 5.1.1) 1000 mL
Chuén bj

Cho dung dich photphat (a) va dung dich magie clorua (b) vao nwéc, chia thanh cac thé tich tién dung
va khtr khuén (xem 5.1.2). pH cubi cling vao khoang 7,0 £ 0,2 tai 25 °C

5.3 Moi trwong nudi cly

Ngay sau khi mé& chai méi trudrng da loai nwéc (héa chét), cac théng tin vé ngay mé va théi han bédo
quan téi da phai dugc ghi ngay trén thanh chai.

N6i chung, hau hét c&c mai treéng sau khi khir khudn trong binh chira @4y kin cé thé bdo quan tét
khoang vai thang tai nhiét dd phong néu cac méi treérng dwgc bao quan trong téi va van day kin. Moi
tredng pha ché vo khudn c6 thé bdo quan & (5 £ 3) °C trong vong 1 thang, hodc lau hon néu duoc
chép thuan. Trudce khi st dung, kiém tra c¢in than tinh trang nhiém ban, bj bay hoi qua mirc, hodic cac
dAu hiéu khac clia sy phan hiy. Hau hét cac thubc thir dugc bao quan tét nhét & (5 £ 3) °C. Sir dung
mai trrng nubi cdy dugc chudn bj s8n theo ding huéng dén clia nha san xuét.

Lam ngudi mai tredng dén khodng 45 °C téi 50 °C néu cac chét nhay nhiét can thiét dé bd sung sau
khi khir khuan.

6 Khir khudn dyng cy va binh thiy tinh

Khir khudn dung cu va binh thily tinh khéng dwec vé khuan s@n theo mét trong céc phuong phép sau:
a) Trong 19, tai (170 + 10) °C trong it nhét 1 h (khéng ké thei gian lam néng);

b) Trong ndi h4p, & (121 £ 3) °C it nhét 15 min.

Néu cac mang loc khdng vé khudn sdn, phai khir khudn ching trr¢c khi sir dung theo hwéng dan caa
nha san xuét.

1
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7 Miu
7.1 Léy miu
Ly méiu theo TCVN 8880 (ISO 19458)

7.2 Chuén bj méu thir

Trwéc khi kiém tra, tron miu k§ bing cach khudy manh dé& dat dwgc sy phan bd déng déu cla vi
sinh vat va phy thudc vao tinh chat clia nweéc va thanh phan vi sinh c6 mét c6 thé cin pha loang tai
bwéc nay.

Trong tredng hop dém trén dia, nén pha lodng muwi 1an. Béi véi mang loc (v6i dién tich bé mét nhd
hon), c¢an tién hanh c4c budc pha lodng nhé hon.

Déi véi cac dung dich pha loAng mui 1an, cho 90 mL hodic © mL dung dich dung pha lo&ng vao binh
ho#c éng pha loang vé khuln. Cach khéc 13, dung dich dung pha lo&ng da duoc khir khuén truéc
dng trong binh c6 nép xody c6 thé dugc sir dung. Mot hodic nhidu cac dung dich pha loang 10 lan
dugc chuin bj bng cach pha mét thé tich mau nwéc véi chin thé tich dung dich ding pha lo&ng. Trén
d&u dung dich (bing pipet sach ho3c bing phuong phap co hoc) va pha tiép mot thé tich dung dich
nay véi chin thé tich dung dich diing pha lo&ng. Cac bwéc ndy I3p lai nhidu 1an theo yéu cu can thiét.
Can chudn bj di thé tich clia cac dung dich pha loang can thiét cho tat cd céc thi nghiém duoc tién
hanh trén mau cin phan tich.

Dbi véi cac dung dich cin d6 pha lo&ng khac thi thé tich dung dich dung pha lodng so véi dung dich
mau phai dugc didu chinh phi hgp. Cé thé tién hanh theo cac phwong phap khac nhau, tirc 1a cac
chudi dung dich pha lo&ing 3 I4n ho3c 4 1an, hodc chudi dung dich pha lodng mui l&n cia ca lwgng
thé tich 10 mL va 30 mL @4 dugc lpc. D& chudn bj dung dich pha lo&ng bén In, tién hanh cac bwéc
theo mé ta nhw trén dbi véi pha lodng mudi 1&n, vdi ti 1é mot thé tich miu nwdc trdn véi ba thé tich
dung dich ding dé pha loang.

Néu mat dd céac sinh vat dang xét durgc dy doén 14 cao, thi c6 thé sir dung céc buréc pha loding tram Ian,
C#c hwéng din chung vé chudn bj dung dich pha lo&ing muwéi 1An, xem I1SO 6887-1.

8 Dém sau khi nuéi cly cac phdn miu thir trong (hodic trén) méi trwomg dic

8.1 Nguyén tic

Mot phan thir cia m3u nwére, hodic clia mét dung dich pha lodng dugc cdy trye tiép hodc tap trung trén
mot mang: dat 1én bd ma3t cia méi trudng nubdi cly dic quy dinh hodc trong mdi tredng ndu chiy aé
trong théi gian nubi U cac vi sinh vét s& hinh thanh khudn lac trén hoac trong mdi treéng.

Déi v&i cac myc dich thire hanh, mdi khudn lac dugce coi 1a c6 ngudn géc tir mdt vi sinh vat hodc mét
nhém céc vi sinh vat c6 mét trong phdn mau thiz tai thei didm cly. Xét trén thé tich clia cac lwgng mau
kiém tra va sé lugng c4c khudn lac hinh thanh, thi két qua cé thé duoc thd hién & sé lurgng cac don vj

12
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tao khudn lac (cfu) hodic cac hat tao khudn lac (cfp) trong mét lwgng thé tich @4 cho clia mau, vi dy
1 mL hod&c 100 mL.

8.2 Céch tién hanh

8.2.1 Nguyén tic chung

Ba quy trinh chinh c6 thé dwgc sir dung dé cly trén méi tredng dic.
a) Ky thuat dé dia

Phan miu thizr dugc trdn véi méi tredng da dugc lam néng chay tredc d6 va lam ngudi téi gan
nhiét 86 dong dic; sau khi nudi U, s& dém céc khuan lac phat trién bén trong hodc trén bé mat cla
mdi tredng.

b) Kg thuat trai dia

Phan mu thi dugc trai trén bé mat khd clia méi trerdng thach, va sau khi nudi U s& dém céc khuén lac
phét trién trén bé mat clia méi trrdmg.

c) Ky thuat loc qua mang

Phin miu thir dwgc cho qua mang loc, cac vi sinh vat cin tim duorc gilr lai, mang loc sau d6 dugc dat
trén mdi tredng thach hoc trén gidy thdm méi tredng 16ng hoac méi trieérng bu nwée. Khi nudi U, cac
khun lac hinh thanh trén b& mat mang lpc. Ngoai ra, déi véi cac vi sinh véat cy thé nhw 1a ky khi, mang
loc c6 thé dwoc Up xuéng dia Petri va dugc phi bdi méi trwdrng thach tan chay.

8.2.2 Lwa chon phwong phap

Sw Iwa chon phuong phap ki thuat phy thudc vao mdt vai yéu té, bao gdm: cac dic tinh vat ly va héa
hoc clia nuéc cling nhu |a cac dic tinh ty nhién cua vi sinh vat duoc tim (xem Phy luc A, A.3), néng
d6 vi sinh vat dy doan, sy hdi phuc hiéu qua clia cac vi sinh vat bj séc hodic (can chét) bj thuong, do
chum clia phép thir va @6 nhay yéu cdu. Trong 8.2.3.1, 8.2.4.1 va 8.2.5.1 néu ra céc thé tich miu
nwéc cin stz dung déi véi mdi k§ thuat va cac giéi han phat hién duoc gidi thich tai A.2. B4 chinh
xac clia cac k§ thuat clng dugc gidi thich tai A.2. Cac yéu cau theo quy dinh cling c6 thé anh hueéng
@én sy Iya chon k¥ thuat duoc sz dung bing cach chi ra, vi dy nhu, i hdi sy chinh xéc hay chi cin
chi ra sy tdn tai hay khéng tén tai clia vi sinh vat trong mét thé tich thir nghiém dwec chi dinh 1a du.

8.2.3 Ky thuat b dia

8.2.3.1 Phin miu thir

Thé thich phan mAu thir, hodc clia dung dich pha loang cia mau, c6 thé thay ddi trong khodng tir
0.1 mL @én 5 mL, phy thudc vao kich thuéc clia dia Petri va thé tich moi trudmng nudi cly dugc siv
dung. C4c dung dich pha lodng nén chon sao cho s6 Itrgng cac khudn lac dién hinh hinh thanh trén dla
¢6 dudng kinh tiz 90 mm @én 100 mm vao khodng 10 dén 150. Téng 84 cac khudn lac trén dTa (dién
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hinh va khéng dién hinh) nén thip hon 300 (xem TCVN 6404 (ISO 7218)). Tuy nhién nén biét rang
tdng sé cac khuan lac dém dugc phy thudc va kich thwéc cla khuén lac va sé lugng nay c6 thé phai
giam di d6i véi cac khuén lac c6 kich thuéce lon.

8.2.3.2 Nudi ciy

Lam tan méi tredng can thiét trong nuéc séi hosc béng bét ky quy trinh thich hep nao (vi dy trong td U
khi thich hop, ndi hap bing dong hoi nuwéc hosc 16 vi séng, néu st phéi hop thoi gian/nhiét d6 1am
néng da dwoc danh gia phi hop véi sy chuan bj méi tredng). Tranh dun néng qua va di chuyén moi
treng ngay khi méi néng chay. DAt méi truong da tan vao bé 6n nhiét (45 £ 1) °C trong thei gian du
d& moi truong can bing dén nhiét d6 nay. Khéng nén gilr méi trueng da tan hon 4 h. Khdng nén lam
tan mai treong thach qua mét lan.

Chuén bi va danh dau cac dia Petri cAn ding. Pha lodng cac dung dich can thiét theo 7.2. Sau khi trén
ky, d6 cac phan mau thir vao cac dia.

Chuyén cac éng hoac binh cla méi trudng da tan ra khdi bé dn nhiét, 1am kho bén ngoai ong hodc
binh va ho néng cé binh. Ngay 1ap tirc, cho déu méi trudng vao méi dia Petri, tranh dé phan mau thir
bi sé¢ nhiét, va trén cAn than dé thu dugc sw phan bd déng nhat cac vi sinh vat. Néi chung, 15 mL mbi
tredng duoc st dung cho mét phan mau thir 1a 1 mL hodc 2 mL; déi véi phan mAu thir I6n hon, can
diéu chinh ndng d6 clia méi trrdng phu hop theo. D4t dia @& ngudi bé mat téi khi thach déng dac trén
bé m#t phdng rndm ngang. Ngay khi thach déng, nudi G dia theo 8.2.6.

CHU THICH: Hé théng may xép chuan bj @b thach cé thé st dung thuan tién trong phong thi nghiém dé phan
tich lwgng mau Ién.

8.2.4 Ky thuat trai dia
8.2.4.1 Phan miu thir

D6i v6i dia Petri c6 duong kinh tir 90 mm dén 100 mm, thé tich phan mau thir, hodic cla dung dich
pha loang ctia mau nén trong khodng tir 0,1 mL dén 5 mL. Chon céac dung dich pha lodng sao cho sd
lwong cac khuan lac dién hinh cé dwec vao khoang tir 10 dén 150. Tong sb cac khuan lac trén dia
(dién hinh va khéng dién hinh) nén it hon 200. Tuy vay, nén chl y ring tdng sé cac khuan lac dém
duoc phu thuéc vao kich thudc clia khuén lac va sé lugng cac khuan lac co thé bj giam déi véi cac
khuan lac I&n.

8.2.4.2 Nubdi cay

M3i dia da duoc chuan bj va danh dau chira khoang 15 mL méi trerdmg nubi cdy. Lam khé bé mat moéi
trwong trwde khi stz dung (néu can). Dung pipet hit phan mau thir cho 1én b& mat méi tredng va dan trai
trén bé mét dia bing que v khudn hodc bing dyng cu co hoc. Sau khi hap thy sdn phdm cdy, nudi G cac
dia theo 8.2.6.

P& tam khoé dia, cac diém sau day 1a can thiét;
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— D6 &m clia méi trwéng nuéi cAy rét quan trong Vi sy sinh truéng t6i wu cha vi khuén phy thube vao
didu kién &m trong va trén b& mat méi trwémng. Vi.dy néu d6 4m gidm nhidu c6 thé din dén viéc ting
ndng do chét rc ché trong méi tredmg nusi cdy c6 chon loc va gidm vé& hoat tinh clia nwérc trén bé
mat moi triedng nuéi cly.

— Khi vi khudn khéng dan trdi nhanh dwoc nudi cdy, va cac dia bj khé sau khi thich nghi, thl viéc lam
khé khéng phai lic no cling can thiét. Trong trwdng hop nay, qua trinh 1am khé cé thé b qua, vi
lam khé chi lam téng kha ning nhi&m va giam d6 4m khéng cin thiét.

— Chon nhiét 4o va théi gian lam khé cang ngén cang tét ¢& giam téi da kha nang bj nhidm c6 thé va
vigéc lam néng khéng anh hwdng x4u téi chat lwgng clia moi truong nudi cy. Thei gian lam khé phy
thugc vao a9 ddng dac trén dia Petri, nhung nén gilr ngén nhét c6 thé.

D& tranh bi nhiém, va néu céc dia khang 1am khé trong tii cAy vé khudn, thi ludn luén 1am khé dia béng
cach Up bé m3t méi trrong sé dugc cdy miu xuéng phia dwéi.

Trong thye té, dfa dwec 1am khd bing cac a3t bé mit thach Gp xuéng va m& mét nira ndp trong t nudi
céy & nhiét @6 gitra 25 °C va 50 °C. Lam khé dTa @én khi cac giot nuéc khéng cdn xuét hién trén bé
mét ndp. Khéng lam khé tiép nira. Cac dia thach ciing c6 thé lam khé (gibng cach néu trén) trong tu
cdy an toan (& nhiét @6 phong) khodng 30 min dén 60 min, ho3c qua dém & nhiét d6 phong v&i dia co
nap day.

8.2.5 Ky thuatloc mang
8.2.5.1 Phin miu thr

Thé tich 16n nhét cia phan mAu thir phy thudc vao kha nang loc clia mau nuwéc va mang st dung. Ky
thuét nay thich hop véi nwée chira it chat hat hodic chét nhét (vi du sét) trong huyén phu, vi du nwée
udng. Vi cac mang cé kich thudre 18 trung binh 0,45 um thi c6 thé loc vai lit neée qua mét mang don,
va nhu vay dat dugc d6 nhay cao ciia phép thir. Tuy véy, dbi véi mét sé vi sinh vat (nhw Legionella),
cén phdi lpc qua mang cé kich thuéc 18 trung binh 13 0,2 pm.

Thé tich phan thir clia m3u hodc cla dung dich pha lodng nén dwoc chon sao cho sé lvgng cac khudn
lac dién hinh hinh thanh trén mang véi dudng kinh tir 47 mm dén 50 mm vao khoang tir 10 dén 100.
Tdng sé cac khudn lac trén mang loc (dién hinh va khéng dién hinh) nén it hon 200. Tuy vay, nén cha y
réng tdng s6 cac khudn lac dém duwec phy thude vao kich thuéc clia khudn lac va sé lvgng cac khudn
lac c6 thé bj gidm ddi véi cac khudn lac Ién.

8.25.2 Loc

Nbi hé théng loc vé khuén véi ngudn chan khéng. D& mét c6 chia vach hweéng Ién trén, d&t mang loc vé
khuén trén dia xdp rd clia day loc bing cach dung kep vé khudn c6 diu bing kep & phin ngoai clia
mang loc. Dt phdu vé khudn chéc chén trén dé clia bd loc. Ding pipet hit hodc.d8 mét trong nhieng
dich sau lén phéu (v&i van ap suét khoa):
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a) Thé tich da biét ctia mau, hodc dung dich pha lodng cia mau, trén c&n than (it nhat 10 mL);

b) Phan chtra trong binh ho#c chai gdm phan miu thir va thém dung dich di dé pha loang dén thé
tichi it nhét ta 10 mL;

¢) It nhét 10 mL dung dich dé pha loang, thém tryc tiép vao phan mau thir bing pipet, va tron bing
pipet.

Mé& van déng va cung cap du ap suat (khoang 70 kPa) dé loc nwéc qua mang. Béng van ngay khi mau

da loc xong. Chi nén rira phéu béng cach lpc mét dén ba ian thé tich 10 mL dén 30 mL dung dich dé

pha lodng v khuan, khi d6 mang loc van & dung vi tri.

8.2.5.3 Chuyén mang

BG phéu (phai kiém tra khoa voi da déng trwdc khi thye hién) va chuyén mang bang kep vé khuén sang
mot trong cac méi treéng sau, bao dam khdng co bet khi gitka mang va méi trrdng:

a) Moi triedng thach trong dia Petri;

h) CGidy thdm vé khuan d3 duoc lam wét bang méi trrdng l6ng, hodc miéng méi tredng khé da dwoc

phuc hdi bing nudc vé khuan trong dia Petri (tranh sy phat trién bén ngoai mang, dd hét lvgng
méi trurdng thira, tot nhat 1a trude khi &t mang lén gidy);

¢) Dia Petri, hodc lén méi trueng thach méng trong dia Petri, réi phu 1én trén mang v&i méi tredng
thach tan chay tai (45 + 1) °C.

Doi véi cac lrgng thé tich khac nhau ctia cing mét mau, phéu cé thé st dung Iai khéng can khir khuan
mién 12 lugng thé tich nhé nhét va/hodc mau pha loang nhat dwec loc du tién. Dé loc cac mau khac,
st dung bd dung cy khir khuan khac hodc khir khuan phéu, vi du bang cach dét trén ngon Ira. Hoéc,

khtr khuan theo chi dan clia nha san xuét.

8.2.6 U miu

Up nguorc dia cay va dat dia trong ti G hodc trong binh chira khéng tham nuwéc trong bé dn nhiét. Néu
can, goi dia trong tai nhyra dé tranh 1am khé méi trwdng (vi du khi str dung ti G ¢ quat). Cac dia chira
mang trén gidy thdm nén dit (khong Up nguoc) trong binh chira khéng khi am hodc binh khéng tham
nuéc dé tranh lam khé méi tredng, néu can. Khong nén cho vao mét tui nhidéu hon 6 dia Petri dé chic
chédn réng céac dia nhanh dat dén nhiét d 0.

Tham khao cac phwong phap chuén dé chon khodng thoi gian va nhiét d6 nudi G phu thudc vao vi sinh

vat, hodc nhém céc vi sinh vat can tim.
Nubi G ¢6 thé thire hién theo hai giai doan, nhw sau:

Nubi 0 trirdc trong khoang thei gian khac nhau, vi du 2 h dén 4 h tai nhiét d6 thdp hon (vi du 25 °C dén
30°C) @& nudi phyc hdi vi sinh vat bj séc, tiép theo Ia khodng thei gian nuéi G dai hon tai nhiét dé thich
hop ddi voi vi sinh vat can tim. Sy thay ddi nay ciing b anh huéng do chuyén sang ti nusi cdy khac
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hogic b& nuéc khac, hodic stz dung céc hé théng c6 nhiét d chinh ty ddng sau mét khodng théi gian
dinh trrée. Ly tedng nhét 1a @it tAt ca dia trong td nudi cdy hodc bd nudc ciing mdt thei diém.

Céch khéc, mang c6 thé nudi i trong khoang theri giangidi han (vi du 2 h holic 4 h) trong:méi tnréng
nudi phyc hdi, sau d6 chuyén sang méi trurdng nudi U khéc, thurdng 1a moi fTdng choW1de™"

8.3 Pém
8.3.1 Quy djnh chung

Kiém tra céc dia hodc mang ngay sau khi nudi 4. Néu khong thé kiém tra ngay, cé thé gilr tai nhiét
@6 (5 + 3) °C trong thoi gian ngén (vi dy vai ngay) mién 1a khéng anh hudng dén sé lwgng, hinh thai
ho#c sy xac dinh tiép theo clia khudn lac. Néu cac dTa hodic mang phai bdo quan, cin xac dinh khodng
théi gian bdo quan phu hgp véi phirong phép va loai mau.

8.3.2 Cac khuén lac dém dwoc va xac nhan

Dé @ém “tbng sb” trén moi tredng khéng chon loc, tat ca cac khudn lac ddu duoc dém. Béi véi moi
trwdrng chon loc va mai tredng phan biét, chi dém cac khuén lac cé hinh thai dién hinh déi véi vi sinh
vat cin tim. C6 thé dung phuong tién phéng dai (trir c6 ngoai 1& dwoc chi ra) khi kich ¢& cac khuan lac
nhd va/hodc khi khé phan biét cac khuan lac véi cac hat khac. Néi chung, phwong phap dém nay la
khéng théng dung dé cho thly cac sinh vat chi thudc mét nhém phan loai, nhung trong thire té sy khac
nhau nay cé thé chdp nhan dwoc va két qua co thé coi nhw 12 wéc lugng. D& phan 1ap dic diém chinh
xac hon, cin thiét phai cé thi nghiém kiém chieng.

Trong thye té khé ¢é thé khdng dinh sy ddng nhét clia mét sé lwong céc khudn lac. Trong triedmg hop
nhu vy, kiém tra tAt ca cac khudn lac dién hinh trong mét viing nhé clia dTa hodc mang (xem thém
8.4.3)

8.4 Tinh toan két qua
8.4.1 Nguyén tic
Phan Ié6n clia didu nay dugc 1y tir TCVN 6404:2008 (ISO 7218:2007) 4.,

Céc phuong phép tinh toan dwéi day dwec ap dung trong céc tredng hop thudng xay ra nhét khi cac
phép thir dugc thire hién theo cac phrong phap thiee hanh chun clia phong thi nghiém. Céc trwéng
hop dc biét hiém khi xudt hién (vi dy, sy khac nhau rd rét gira sb lgng khudn lac trén hai dfa voi
cling mét lrong pha lodng, hodic ty 1& khac biét rd rét so véi hé sé pha lodng gilra cac dla clia hai lan
pha lo&ing ké tiép nhau), va do @6 cin thiét phai c6 chuyén gia vi sinh hoc kiém tra, gidi thich hodic tham
chi khéng chép nhan két qua dém thu duoc.

8.4.2 Trwing hogp khal quat

Viéc tinh toan cac két qua trong didu nay c6 thé sir dung trong céc trrémg hop khi tdng sé cac khuén
lac trén dia vao khodng tir 10 @én 200 (k¥ thuat trai dia va loc qua mang) hodc gilra 10 dén 300 (k§
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thuat a4 dia), va khi sé lugng khuln lac dién hinh trong khodng tir 10 dén 150 (k§ thuat trai va db dia)
hodc gitra 10 dén 100 (k¥ thuét loc mang).

Vi mdi khudn lac dugce cho 1a moc #8n tir mét vi sinh vat hogc tir mét nhém don cac vi sinh vat, nén
két qua duere bidu thi biing 86 ireng céc don vi tao khudn lac (cfu) hodc cac hat tao khuén lac (cfp)
trong mdt legng thé tich chudn quy dinh cia mau thir (thwdng 1a 100 mL hodc 1 mL) theo Céng
thiee (1):

VA
C. =——xV 1
) ]wlxs ()

Trong dé:

C

5

14 gia trj wée lrgng cac cfu hodic cfp trong thé tich chuén sir dyung V, clia mau;

Z 1a tdng sb cac khudn lac dém trén dTa hodc trén mang tir cac d6 pha loang d,.d,.....d,,
ho#c tir cAc thé tich riéng biét clia cac phan mau thir (mdu hoc dung dich pha lo&ng);

V. 1athé tich chudn dwgc chon dé biéu thj ndng dé cia vi sinh vat c6 trong méu;

5

V. 1 thé tich téng tinh dwoc cla cac mau ban dau bao gdm cac dla dirgc dém. V,, hodc la

tbng cac thé tich riéng biét ctia cac phdn mau thir (mdu ho3c dung dich pha loang) hoac
dugc tinh theo Céng thirc (2):
Vit =(mVid))+(Vody )+ +(”£V;d;) 2

Traong dé

Vi 1a thé tich tdng dworc tinh clia cac mau ban d4u bao gém cac dia duoc dém;
My hy,...,n, |4 86 lugng cac dla dwoc dém dbi véi d6 pha loang d,.,d,,....d;;

ViVas...,V;  lathé tich mau thir dwgc sir dung véi d6 pha loang d,.d,,....d;;
dy,d,,...,d; |a dd pha loang st dung d6i v&i cac thé tich thtr V,,V,,....V, (d =1d6i v&i
mau khéng pha lodng, d = 0,1 6i v&i dung dich pha loang mudi lan v.v... ).

CHU THICH 1:  Két qua cui cing thu dwoc Ia ham sb trung binh cdng cac sé aém trén tirng dia.

Néu khéng c6 quy dinh, khi bao céo két qua cudi cing cin lam tron sé cac két qua tinh toan dén hai
chir 8§ ¢ y nghta. D& thyc hién diéu nay, néu chir sb thir ba nhé hon 5 thi gilr nguyén sé phia treréc,
néu ch(r sé thir ba I&n hon hodc blng 5, ting sb phia trwéc 16n mét don vi.

Tét nhét thé hién két qua bing sé trong khodng tir 1,0 va 9,9 nhan véi Iy thira chinh xac ctia 10, hodc
bang mét sb nguyén vé&i hai chl s6 ¢ nghfa.

Sau day 14 vi dy cach tinh déi véi ky thuat dd va trai da (dwgc dém hai 1An) nhw sau:
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vipy 1:

Néu thé tich dung dich thir str dung (¥,) 12 1 mL, va céc téng dém sau duoc ly tir cac a6 pha loang khéc nhau:

P4 pha loing Téng sb dém

107 81 khuén lac va 97 khuan lac
10° 9 khuan lac va 15 khuln lac
Thi;

Z =81+97+9+15=202
Vet =(2x1x0,01) + (2 x1x0,001) = 0,022
Vanéu ¥V, =1mL:

; =0—20%2-2-x1=9132

Sau khi lam tron: C, = 9,2 x 10° cfu/mL (hodc cfp/mL)

Vi du tinh ddi véi ky thuat loc qua mang (dwee dém mét 1an) nhw sau:

viDy 2:

Thé tich thir (¥;) l Téng sb dém
100 mL 82 khuén lac
10 mL 11 khuén lac
Thi:

Z =82+11=93

Ve =(1x100x 1) +(1x 10x 1) = 110

Vanéu ¥, 1a 100 mL:

C,. = ;19% % 100= 84 cfu/ 100 mL (ho3c cfp/100 mL)

Bao céo két qua téng sé khuan lac cin di kem v&i miee tin cdy 95 % thu dugc tir viéc ap dung Cong
thirc sau (xem Tai liéu Tham khao [5]):

1) Khi Z 2 20, két qua cudi cung véi khodng tin cay (C7) 95 % dugc tinh bing Cong thirc (3):

C, 1 95% CI=[Z—iV2—JZ}xI§=(—E-12JE]xK @)

tot Vbt Vtot

Trong d6 céc ky hiéu dwgc dinh nghfa nhw & trén.
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2) Khi Z <20, dnh hudng clia dd xién ting (tinh khéng déi xirng) clia phan phéi Poisson lén mirc tin
cay chinh xac dugc tinh bing céch ¢6 sy chinh sira nhd dwgc néu trong Céng thirc (4):
Z+212J2+1]xy

7 A @

tot

Trén va dwéi 95% CI = (

CHU THICH 2:  Céng thire cudi ciing cho gid trj irung binh va khoding tin cay 95 % tham chi déi véi Z = 0, ma ¢
thé gay hiéu khdng dang.

CHU THICH 3:  S&“2” (trwéc cén bac hai) trong Cong thirc 14 s6 lam tron ciia 1,96 (=2).

CHU THICH 4 : Tinh toan khoang tin cdy 95 % theo phan phdi Poisson trong moi trieérng hop.

8.4.3 Trwéng hep sau khi xac djnh hodc khdng djnh

Khi c4c phuong phap st dung ddi hdi sy xac dinh hozic khdng dinh, tat ca cac khuén lac dwgc cho 1a
dang nghi nén dugc cdy U tir tirng dla dwoc bdo quan dé dém khudn lac. Néu trén thiec té, khong thyc
hién dwoc, thi tién hanh kidém tra tit ca khun lac dién hinh (») trong mét ving nhé trén dfa va mang
(n c6 thé khac nhau gilra cac dTa). Ly do chinh cho viéc d& xuét phai khdng dinh tAt ca cac khuén lac
nghi ng® tir mét viing xac dinh thay vi chon ngdu nhién 13 vi cac phong thi nghiém cé thé khéng c6 kha
n&ng tach nhém ngiu nhién cac khudn lac dang nghi mét cach khach quan. Néu cé kha nang lay duoc
mau ngAu nhién dang tin cay, thl gia trj cwc trj va gi trj trung binh di trong cung thoi diém ddi véi quan
sat thuwdng xuyén dé khing dinh vao khodng n = 5 khuan lac trén mét dfa. Thyrc té khuyén nghi 12
tach biét tat ca cac khudn lac khi sb lgng vao khoang 1 dén 5. Do d6, gia trj trung binh » =5 |a phu
hop. (Néu sé cac khudn lac khdng dinh 1a 6 ho¥c 7 thi viéc chi chon nhém cé n = 5 la khéng c6
nghta). Sau khi xac dinh va khang dinh, két qua khang dinh ctia tirng dfa sé dwoc tinh theo phén trim
cac khuén lac nghi ngd theo céc tiéu chi xac dinh hoac khng dinh, st dung Céng thirc (5):

| - )
H

Trong d6:
x  lasb wéc lvong cac khudn lac dugce khdng dinh trén mét dla;

k  la sb cac khuln lac phit hop cac tiéu chi @& xac dinh hodc khing dinh trong sé cac khun
lac 44 nudi cly n;

n 1A s cac khuén lac dwong tinh ¢é kha ning nudi cdy tir mot dfa dé khang dinh;
z  laténg s6 cac khuln lac dwong tinh ¢6 kha néng dém trén mét dfa.
Khong tam tron cac két qua phép thir khang dinh trung gian x.

Tinh sé C, clia cac vi sinh vat da dwoc xac dinh hodc khang dinh ¢6 mét trong mau thir bng sy thay

thé Z b&i X (tbng cta x), sir dung Céng thirc (1) néu trong 8.4.2. Lam trdn va bidu thj két qua nhw
néu tai 8.4.2,
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viDy:

Qué4 trinh tinh @4 cho két qua nhuw sau:

Db pha loang Téng sé dém
10° 66 khudn lac va 80 khudn lac
10™ 4 khu&n lac va 7 khuén lac

Khing dinh cac khuén lac g4 chon loc dwgc thye hign:

trong 66 khuén lac, 8 khuén lac dugc thir, 6 trong sd d6 phi herp céc tidu chi; do d6 x; =§ x66 =485

trong 80 khudn lac, 9 khuén lac dwgc thir, 6 trong sb dé phit hop céc tidu chl; do d6 x, = 53,3;

trong 7 khuén lac, 5 khudn lac dugc thir, 4 trong sé @6 phu hop cac tiéu chi; do d6 x; = 56;

trong 4 khuan lac, ca 4 khudn lac dwgc thir, ca 4 phis hep cac tiéu chi; do 86 x, = z, =4.0;
X=495+533+56+40=1124

Vanéu V= 1mL

e 1124
C. = x V. = 2, <V _ 1124 4= 51091
S Vet ° (@x1x000)+(2x1x00009 ° 00022 " 9

00022

Sau khi lam tron: C, = 5,1 x 10° cfu/mL (ho#c cfp/mL)

Khi 4p dung si khing dinh mét phan (doan) giéng nhw vi du trén, thi cac két qua dwoc khing dinh
khéng tuan theo phan phéi Poisson. Cac céng thirc d6i v&i khoang tin cly 95 % nhu trong 8.4.2 khéng
cb gid tri

8.4.4 Trwéng hep déc bigt

8.4.4.1 TAt ca cac dia miu thir ch(ra khéng qua mwdi khudn lac

Téng dém tir 20 tr Ién dén giGi han trén (thyc té) clia mdi phuong phép 12 trong khodng d6 chum téi
wu. D6 chum van duoc chdp nhan déi véi tdng @ém tir 10 dén 20. D chum giam kha nhanh khi sé
khudn lac gidm dwéi 10. Phy thudc vao muc dich clia phép thir, gi¢i han xac dinh dwéi c6 thé dinh r&
tai mét phép dém duwéi 10.

Theo ISO/TR 13843, dinh ngha vé& gi&i han xac dinh 12 “mat dé hat trung binh thap nhat x trén lugng
miu phan tich khi gi4 tri bét dinh tiéu chuén twong téi mong muén bang gi tri ly thuyét (RSD)". RSD Ia

@5 léch chuan trong déi, drgc tinh bing thuong cliia woc lugng d6 léch chuln s dan sé clia mot mau
v6i gia tri trung binh ¥ ctia mau ddy. Thay cho RSD, w dugc sir dung dé ky hiéu cho db léch tidu

chudn twong déi. Do 46, w=s/%
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Trong treéng hop phan phéi Poisson, x dugc tinh theo Cong thire (6):
1
x=— 6
e (6)

N&u w dugc a3t tai 0,50 (50 %) 1 gidi han clia @6 chum tuong déi chap nhan duoc (sé nay co vé hep
ly trong vi sinh), thl gi¢i han xé&c dinh dwéi d6i véi s6 khuan lac dugc cho bdi

o1
0,502

Do d6, cac két qua dya trén céac tdng dém nhé hon bén dwgc coi la chi méi phat hign dugc sw 6 mat
cua sinh vat.

Tém lai:

Né&u tit ca cac dia chira it hon 10 khuan lac, nhwng tdng sé khudn lac trén tat ca cac dfa la 4 hodc lén
hon, thi két qua durgc tinh nhw trong trdng hop chung (8.4.2), nhung chi 1a sé wéc legng. Néu téng
tir 3 @én 1, 46 chum clia két qua 12 qué thép dé quyét dinh bao céo két qua 1a vi sinh vat c6 ton tai
trong thé tich nghién ctru.

8.4.4.2 Khéng c6 dia nao chira khuén lac

Néu cac dia chira mau thir khéng chira khuan lac nao, biéu dién két qua nhu sau:

nhé hon 1/ ¥, cfu (hodc cfp) trén thé tich mau
trong d6 V,,, |4 thé tich tdng duroc tinh cia cac méu ban dAu trong cac dfa dugc dém (xem 8.4.2).

N&u cin, c6 thé bao cao két qua Ia “khéng” hodc “khéng phét hién c6 sinh vat". Néu vy nén chi ra thé
tich mdu dwec phan tich.

8.4.4.3 Hon 200 hodc 300 khudn lac dién hinh quan sét dwgre hodc duec khang dinh

Né&u sb tat ca cac khuan lac dién hinh va khong dién hinh trén tit ca cac dia chira d¢ pha loang dau
tién d; cao hcrr_n 200 (trong trwerng hop céac dia trai va loc qua mang) hoic I6n hon 300 (trong trwdng
hop dia d8) véi cac khudn lac dién hinh quan sét duoc hoéc khuln lac dugc khang dinh va, néu nhw,
dbi véi tt ca cac dia c6 do pha loang tiép theo d,chtra it hon 200 khuan lac hodc it hon 300 khuan lac
trong teng, thi khéng mét khuan lac dién hinh hodc dwoc khdng dinh c6 thé duwoc dém thi két qua
dwec thé hién nhu sau:

~_nhé hon 1/d; cfu (holic cfp) trén thé tich mé&u va I6n hon 1/d; cfu (hodc cfp) trén thé tich méu
trong d6-1/d; va 1/d.1a cac hé sb pha lodng twong (rng véi cac d6 pha loéng d; va d,.
viby:”

- Tai dd pha lo&ng d4u tién (10™): hon 300 khudn lac trén mai dia, c6 mat cac khuln lac dién hinh ho#c duwge
khing dinh;
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- Tai d6 pha loang thiz hai (10°): 33 khudn lac va 35 khudn lac, khdng cé sy c¢6 mét cla cac khuln lac dién
hinh ho#c du¢c khdng dinh;
Két qua la: nhd hon 1000 cfu (hodc cfp) trén thé tich m&u va Ién hon 100 cfu (hodc cfp) trén thé tich méu

8.4.4.4 Nhidu hon 200 hodc 300 khuin lac khéng dién hinh quan sat dwgrc hodc dwec
khdng djnh

Néu sb cac khuén lac dién hinh va khéng dién hinh trén céc dia chira d6 pha loang d4u tién d, cao
hon 200 (trong tredng hgp cac dia trai va loc qua mang) hodc Ién hon 300 (trong tredng hop dia
&8) khdng c6 cac khuin lac dién hinh quan sat dugc ho3c khuan lac dwoc khdng dinh va, néu nhw,
a6i voi tht ca cac dia cé d6 pha loang tiép theo d,chira it hon 200 khudn lac hodc it hon 300 khuén
lac, khéng mét khuan lac dién hinh hodc dugc khing dinh nao dugc @ém, thi két qua dugc dugc thé
hién nhw sau:

nhé hon 1/d; cfu (ho#c cfp) trén thé tich mdu
trong d6 1/d; 1a cac hé sé pha loang twong Ung véi cac dd pha lodng d,.
viDy:

- Tai @6 pha loang d4u tién (1072): hon 300 khun lac trén mai dia, khong c6 mat clia cac khuén lac dién hinh
quan sat dwgc hodc duge khing dinh;

~  Tai @ pha lo&ing thir hai (107 ): 33 khudn lac va 35 khudn lac, khdng c6 mét clia cac khudn lac dién hinh
quan s4t dugc hodc duge khdng dinh;

Két qua 1a: nhd hon 1 000 cfu (ho#c cfp) trén lugng mau.

CHU THICH: Khi ¢6 nhidu khuan lac khdng dién hinh, thi cac khuén lac dién hinh bj che phii do phét trién qua

mirc. DAy la thang tin d& ghi lai thyc té nay.

8.4.4.5 Nhidu hon 200 hodc 300 khudn lac dién hinh quan sat dugc hodic nghi ngé tai tit ca cac
dung djch pha lodng

Néu dém téng sb cac khudn lac trén mdi dfa chira cac dung dich pha lo&ng nudi cy cho tdng cao hon
200 (trong trdrng hop cac dia trai va loc qua mang) hodc Ién hon 300 (trong treerng hop dia dd) va néu
sb cac khudn lac dién hinh hosic khudn lac nghi ng& cao hon 150 khudn lac (trong truémg hop céc k§
thuat dTa trai va dfa @8) hoic cao hon 100 (trong trurdmg loc qua mang), biéu thi két qua nhur sau:

Loc qua mang: téng sé cac khuan lac cao hon 200/d cfu (hodc cfp) trén thé tich mu va sb céc
khuan lac dién hinh cao hon 100xk/nx1/d cfu (hodc cfp) trén thé tich mau

Céc dia dé: téng sé céc khudn lac cao hon 300/d cfu (hodc cfp) trén thé tich mAu va sé cac
khuan lac dién hinh cao hon 150xk/nx1/d cfu (hodc cfp) trén thé tich miu

Céc dla trai: tdng b cac khudn lac cao hon 200/d cfu (hodc cfp) trén thé tich mdu va sb céc
khuan lac dién hinh cao hon 150xk/nx1/d cfu (hodc cfp) trén thé tich miu
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Trong dé:
1/d 1a hé sé pha lo&ng clia dung dich pha lo&ng nubi cdy cubi clng;

k 14 sé khudn lac phit hop theo cac tiéu chi xac dinh va khing dinh trong sb cac khuan lac
nghi ngé n.

9 Dém bing phwrong phap nudi cy trong méi trieng long

9.1 Nguyén tic

Céc phan miu thr clia mau nwéc dugc cay trong méi trrdng I16ng d&m bao si sinh tredng cla mét vi
sinh vat cy thé hodc mot nhom cac vi sinh vat. S8 co xac suét Ion nhét (MPN) clia cac vi sinh vat ton
tai trong mau ban dau va dé chym trong viéc wéc lugng cb thé dugre tinh toan theo céc phrong phap
théng ké dira trén cac phin mau thr dwong tinh va &m tinh thu dwec sau thei ki nuéi 0.

9.2 Ap dung
9.2.1 Kiém tra sir c6 mit hodc khéng c6 mét cua mot vi sinh vét

Sau khi mét phan mau thir don 1é d& dwoc ciy va nudi trong dng nghiém chira mdi trudng 16ng va biéu
hign ¢6 tang trirdng clia mdt vi sinh vat d4 cho, thi két luan duy nhét ¢ thé rat ra chinh [a sy c6 hodc
khéng cé mat cha vi sinh vat trong thé tich thir nghiém nay.

Phuong phap nay cé thé dugc ap dung nhie mét phép khéng dinh tai chd phu hgpvéi quy dinh trong
thuat nglr nhw: “sy khéng c6 mét cla...[tén loai vi sinh vat xac dinh] trong ... mL". Diéu nay khéng di
doan s tbn tai hodic khdng c6 mat clia nhirng vi sinh vat trong bét ki cac phin mau thir ndo khac hay
tao didu kién xac dinh ndng d vi sinh vét.

9.2.2 Uéc luong sb co xac suat Ien nhét (MPN)

Trong phan I&n cac (ng dung, nguyén tic clia ky thust MPN 1a d& cdy mot sb lugng 16n cac phan
mAu thir khac nhau clia cing mét miu va/hodc cac miu pha loding trong cac 6ng nghiém chira méi
trdrng nudi cdy 16ng.

Trong qua trinh U, gid s ring mai éng nghiém chira mét hoic nhidu hon vi sinh vét trong dich céy c6
thé hién sw phat treéng, cé thé kém hosic khéng kém theo sy thay ddi vé d3c tinh & méi trudng nudi
cdy. Vi mdt vai 6ng nghiém cho két qua duwrong tinh va mét vai cho két qua am tinh, thl s6 MPN cla vi
sinh vat trong mét thé tich xac dinh clia m3u c6 thé dugc wéc lwgng tir s6 lwgng va sy phan bb cla
4ng nghiém mang két qua dwong tinh.

Cén lira chon tir hang loat thdng s6 MPN khéc nhau (xem 9.3.3) ¢6 s3n dya vao sb lugng xac dinh clia
vi sinh vat frong mAu, diéu kién bt budc, 6 chum can thiét va céc lvu y thire té khac. D chym phuy
thude vao sé Iwong cac phan méu thir dirong tinh quan sét dugc theo cach tirong ty nhu véi d chum
cla phudng phap dém mét khudn lac phu thudc vao sb lrong khudn lac. D6 chym ting I&n theo
phuong trinh cn bac hai ciia sé lvgng éng nghiém sir dung. S4 lwgng éng nghiém do @6 dugc chia
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lam bén @& nhan @i 49 chym. Vi cac hé théng ma chi sir dung mét vai éng 13p lai, 6 chum sé& thép.
Mét khéc, trong nhitng hé théng ndy a9 nhay (phy thudc vao téng thé tich duec kidm tra) nhin chung I3
dép (g du cho cac myc dich thye tién. D& dang phan tich nhirng két qua dwong tinh 14 mét trong
nhirng wru diém ndi bat clia phan Ién ky thuat MPN.

9.3 Cach tién hanh
9.3.1 Quy dinh chung

Sv lya chon phuong phap dém MPN phy thudc vao céc yéu té trong tyw nhur néu tai 8.2.2. Huéng din
duéi day duec dya trén quy trinh dwec 4p dung phd bién nhét. i

9.3.2 Phan méu thir

Chét bd sung trong cac phan mau thir khéng nén lam thay déi thanh phan méi treéng dén mirc gay
nén tré ngai dang ké dén sy sinh tredng clia vi sinh vat. Thé tich clia phan miu thir nhd hon hodc bing
1 mL thuéng dwgc bd sung 5 1an hodc nhiéu hon thé tich clia mai trwdng 1 X. Nhirng phan mau thir tir
1 mL dén 100 mL thudng dwoe cho vao mét legng bang thé tich clia mai trurdng 2 X véi didu kién 1a
mau thir khéng chira ham lwgng Ién cac mudi vb co, dudng chit hodc déc té cé thé anh hwdng dén
sy sinh tredng cla vi khuan. Phwong phap nuéi Idng nhin chung c6 thé chju dwgc mét lvgngon chét
rén lo Itng.

V&i cac thé tich 16n hon 100 mL, c6 thé si dung méi trwdrng dam dac hon. Béi véi cdc muc dich dic
biét, méi trwérng khan vé khudn cé thé dwoc hda tan trong méu lanh (hodc lam &m trede & nhiét do
30 °C) dé phan tich.

Nhugc diém cla viéc cé mét cac khoang chat & ndng dd cao hodc cac hop chét ddc hai co thé dugc
kh&c phuc bing cach tach vi sinh vat tir m3u nwéc. Didu nay c6 thé thire hién bdng cach tién hanh loc
té bao l&n mang nhw néu tai 8.2.5 hodc cho vao mau chét trg loc nhw diatomit hodic dung dich &xit
nhém dang huyén phu néu dung dich bj duc. Nhirng chét tro loc nay Idng xuéng va mang theo c4c vi
sinh vat; cac chét nay dugc phan tach béng li tam hodc loc. Mang loc, diatomit hodic éxit nhém sau d6
duwoc dat vao trong méi trirng nudi cay I6ng.

9.3.3 Lya chon hé théng nudi cy

Trong trudng hop ndng dd dy doén cla vi sinh vat la nhé hodc dao déng & mirc trung binh, thi
phuong phap nuéi cy thich hgp nhét 12 mét day cac phdn miu thir don bang nhau. Khi ti 1& ky vong
gira s6 lwgng vi sinh vat I6n nhét va nhé nhat thap hon 25, thi s6 Ivgng m&u thi nghiém it nhét dé tinh
ia 10 mAu tién hanh ddng thdi; trong tréng hop véi 50 ng ddng thi, thi tF1é 200 Ia giéi han. Vi dy vé
MPN pha loang mét 1an dugc néu tai Phy luc B, Bang B.1 dén Bang B.4.

Khi ¢c6 mau khéng xac dinh hodic di tinh c6 sy dao ddng Iomn, thi can phai nudi céy hang loat cac éng
tlr mot vai 46 pha loang. CAn phai cdy mét lugng vira dli cadc miu pha loéing d& dam bao c6 dugc mét
hé théng két qua bao gdm ca két qua duong tinh va két qua &m tinh. Sé Igng cac 1an pha lo&ng phy
thuéc vao phurong phép cé sdn dung wéc tinh gia tri MPN. Néu can phai lap bang, thi phai c6 cac két
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qua tir-ba dd pha lo&ing va cAu thanh ciia céc hé théng dugc tuan thii ding cho nhing sb liéu trong
céc bang. Néu sir dung cac chuong trinh tinh todn trén may tinh thi sé lugng cac mirc pha loéing va
éng miu song song khéng bj gi¢i han.

Hé théng MPN duoc 4p dung phé bién nhét hién nay chi sir dung tir ba téi ndm éng cho mét mirc pha
lo&ng. Cac hé théng nay, d%c biét & thiét ké 3 éng, cho d6 chum thdp dén murc cac két quéd gan nhur
khong tét hon chi sé thiz ty clia Ivong do ndng d6. Nén st dung ndm hodc nhiéu hon éng song song.
Vi du ctia MPN 3 éng va MPN 5 6ng dugc cho tai Phy luc B, Bang B.5 va Bang B.6.

'v6i hé théng “khéng d6i xirng”, nhirng d6 pha iodng khac nhau s& khdng cé ciing sé leong 6ng thir.
Nhirng hé théng ndy chi dugu sir diing d& wéc tinh s lrgng vi sinh vat trong mét gi¢i han xac dinh.
Céc vl dy dugc néu tai Phy luc B, Bang B.7, Bang B.8 va Bang B.9.

Dra nusi ciy da giéng (hodc trong tw) cé thé dung nhu mét phrong phap thay thé @& nuéi cay cac éng
méu véi mbi “giéng” dai dién cho mét dng. Loi thé clia viéc diing dTa da giéng 1a c6 mdt lwong Ién cac
giéng c6 théd dugce nubi cAy (vi du ba @8 pha loing ké tiép nhau, m3i 49 pha lodng cly trong 32 giéng).
P& chum clia két qua MPN nudi cdy trong dia da giéng twong ty véi 46 chum dém tir mét dia hodic mét
mang loc. Nhuoe diém clia cac dfa da giéng chinh 12 viéc chi c6 mét lugng miu nhé dugc céy (thuong
la 0,2 mifgiéng). Tuy nhién, didu nay con phy thudc vao kich thuéc cla dia va giéng. Hién c6 cac loai
dfa véi 12 x 5 mL, 24 x 3 mL va 48 x 1 mL. Kich thudc clia giéng tang déng thdi véi gidm sb luong
giéng va gidm dd chum clia két qua cudi cung. Hién nhitng bang MNP d3c thu va/hodc cac chwrong
trinh may tinh @4 s8n c6 dé tinh MPN trong céc dla da giéng. Cac vi dy clia trrdng hep ndy co thé
tham khao tai TCVN 6189-1 (ISO 7899-1) va ISO 9308-3.

9.3.4 Nudi cdy trong méi trrérng 16ng

St dung qui trinh vé khudn @3t céc thé tich d& do ciia mdu nudc vao cac chai hodic binh va/hodc
dat cac dung dich pha loAng ctia m3u nwéc vao trong cac bd dng méi triedng long twong teng trong
hé théng pha lo&ing da dugc chon (xem 9.3.3). Ngoai ra, néu cin thiét phai loc so bd hodc léng cin
thi chuyén mang, diatomit hodc cin, hodc cac phan mau vao binh va/hodc cac bé éng méi trreng
twong rng.

9.3.5 Nudiu

D4t cac 6ng nudi cdy trong td (i hodic bé &n nhiét. Lira chon théi gian va nhiét d6 U dya vao phuong
phap tiéu chuin, phy thudc vao vi sinh vat hosic nhém céc vi sinh véat can tim.

Déi véi mot sé cac vi sinh vat, qua trinh nudi U hai buéc cin dugc tién hanh nhu mé ta trong 8.2.6.

9.4 Dién gidi két qua
Sau khi nudi G, @&m va ghi lai 88 cac két qua dwong tinh trong mdi bd éng.

D4c diém phan biét rd két qua duong tinh véi két qua am tinh khac nhau déi véi méi loai vi sinh vat
ho3c nhém cAc vi sinh vat véi mbi tredng nudi cdy sz dung.
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S xuét hién cac két qua dwong tinh khéng phai ludn luén cho phép két luan ring vi sinh vat cn tim
hién tai dang tdn tai. Do d6, c&n c6 cac phép thir khdng dinh, 4p dung mot trong cac phurong phap sau:

a) Céy chuyén sang méi trorng phén 1ap c6 chon lgc, st dung céc phép thlr héa sinh, huyét hoc va
phép thir khac dé xac minh cac khudn lac nghi ngd;

b) Céy chuyén sang mdi trwedng I6ng khéc, kiém tra trc tiép cac miu ndy d6i khi dua ra dugc sy
khdng dinh v&i mirc o chdp nhan vé mat xac suét, hodc tir nhirng sinh vat ¢6 thé dugc phan 1ap
va xac djnh;

¢) Céy chuyén sang méi trerdng thach khéng chon loc nhadm 1am sach va thu dwec khuén lac don dé
tiép tuc xac dinh.

Céc quy trinh khdng dinh nay giap c¢é dwgc cac két qua dwong tinh thirc va sir dung dé quyét dinh gia
trji MPN. Can thiét phai theo dbi cac két qua thi nghiém khdng dinh déi véi cac éng dwong tinh gia dinh
(it nhat & mirc dd pha loang) dé két luan céc gia tri d& dugc khdng dinh.

9.5 Xac dinh gia tri MPN

9.5.1 Nguyén tic

C6 ba cach co ban dé xac dinh gia tri MPN:
a) Cong thire toan hoc;

b) Bang biéu;

¢) Chuwong trinh may tinh.

9.5.2 Céng thirc todn hgc
9.5.2.1 Céng thirc gin ding cho tit ca cac trieéng hop

Dé tinh gAn dung gia tri MPN cho bat c s6 lwgng dd pha loang nao va sb cac éng song song, c6 thé
4p dung cong thirc sau clia Thomas ™

xV.
MPN= —s s %)

. } Vmz xV,.
Trong d6:
npos  lasé cac dng c6 phan (rng dwong tinh.
Ve  lathé tich mau chudn véi mau ban dau, tinh theo mL;
Vieg  la tdng thé tich, clia mAu trong cac éng c6 phan (rng &m tinh, tinh theo mL;
Vit  1atdng thé tich, clia mau trong tat ca cac éng, tinh theo mL.

Gié tri MPN duorc tinh trén thé tich m&u chuén, tinh theo mL.
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9.5.2.2  Giai phap tinh “chinh xac” cho nhém céac 6ng
Gi4 trf MPN cho mét day don cac ng thir c6 thé dugc tinh tir Cong thire (8):

MPN=—K’—-h1{ - J ®)
s A~

Trong dé:
Ve la thé tich m3u chuén véi miu ban diu, tinh theo mL;
Viwe lathétich, clia mau trong mdi éng clia nhém, tinh theo mL;
In 14 logarit co’ s6 ty nhién;
n 1a sb cac 6ng trong nhom;

neos | s6 céc 6ng c6 phan (ng dwong tinh.

9.5.3 Céac bang MPN
9.5.3.1 Quy dinh chung

Trong Phy lyc B 1a mét vai vi du vé bang tinh MPN cho cac MPN & mdt d6 pha loang (Cac Bang tir
Bang B.1 dén Bang B.4), day déi xirng clia nhidu 6ng (Bang B.5 va Bang B.6) va day khong déi xirng
clia nhidu éng (Bang B.7, Bang B.8 va Bang B.9).

9.5.3.2 Cac bang cho mét bé mau kiém tra song song & mét do pha lodng

Céc gia trif MPN va khoang tin cay 95 % cla mdi phdn mau thir voi 10, 15, 20, va 25 ong song song
[mdi éng dwere cdy véi cing mét loai (don) dung dich pha lodng] duwec thé hién trong cac Bang tir B.1
dén B.4 trong Phy luc B. Gia tri MPN va gia tri gi¢i han 95 % duwgc nhan lén véi £ 18: (thé tich
chuan)/(thé tich phan mau thir) dé biéu thj két qua trén thé tich m3u chuén. Khéng nhan gia trj 4
khéng dam bao chuén logarit. Thé tich miu chudn cla vi sinh vat trong nwéc théng thweng 1a 100 mL.
Thé tich phan mau thir cé thé I1a vi du 1 mL ho&c mét lwgng tily ¥ dwoc chuyén sang éng.

VI DU: (tir Thrr myc tai liéu tham khao [4])

Hai mwoi 6ng chira mai trieérng gép doi néng dé dwoc cdy U véi méi lvong S5mL méu Idng. Sau khi nubi 0, quan
sat dwgc sy sinh trdng & 16 éng . Méat o vi khuén c6 xac suét Ién nhat chiém trong mau la bao nhiéu (sinh vat
trong 100 mL)? Tl bang B.3 cho thdy 1,61 1a sé clia sinh vat cé xac sudt I&n nhat trong méi dng. VI méi éng
chira 5 mL méu, mét d6 co xac suét Ién nhét cla sinh vat trong 100 mL méu la (1,61/5 mL) x 100 mL = 32 trong
100 mL.

9.5.3.3 Bang diing cho nhidu @9 pha lodng
Trong tai liéu chi cung cAp mét sb Igng c6 han cac bang. Cach la chon dwoc néu lai trong Phu lyc B.

Véi hé théng déi xizng, phuong phap théng thirdng nhit sé 1a chon 3 bd éng ké tiép cho mét vai két
qua durong tinh va mét vai 4m tinh (xem bén duéi). Ghi lai két qua cac két qua duong tinh cho méi bd
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éng va, tir bang MPN @i v&i hé théng cly str dung, doc s6 cé kha ndng nhét cla sinh vat xuét hién
trong thé tich chun clia mdu. Cac Bang B.5 va Bang B.6 miéu ta hé théng dbi xirng clia, twong (rng 13
(3 ho#c 5) x 10 mL + (3 hodic 5) x 1 mL + (3 ho#c 5) x 0,1 mL va dugc céu thanh véi thé tich chuén 1a
100 mL. Day 1a hé théng MPN truyén théng dugc sir dung trong phan tich nuwéc (va thye phdm).

Trai lai, v&i cac hé théng khdng déi xieng, tit ca cac éng déu cin dugc xem xét. Bang B.7, Bang B.8 va
Bang B.9 trong Phy luc B trinh bay cac hé théng “khéng dbi xing”: twong (rng 1a 1 x 50 mL + 5 x 10 mL,
5x100mL+1x10mL+1x1mL va1x50mL+5x10mL+5x1mL.

Vi nhidu thé tich ho#c d6 pha lo&ng clia mau, ap dung cac quy téc sau, chil yéu dyra trén cac quy téc
Taylor®®, néu quan sét cac két qua trong Bang B.6 hodc trong cac bang khéc clia cac hé théng MPN
dbi xirng:

a) Néu véi mét day c6 nhidu hon ba @6 pha lo&ng dugc sir dung, chon thé tich mau I&n nhét chi cé
két qua &m tinh va thé tich m3u nhé nhét chi ¢ két qua duwong tinh, va tat cd cac 46 pha loang &
gilra.

b) Néu viéc 4p dung quy tic a) chi vé&i ba d§ pha lodng, c6 thé tim thay gia tri MPN twong (rng trong
Bang B.6 [xem b) trong Bang 1];

¢) Néu viéc ap dung quy tic a) véi bén do pha loang, c6 thé tim thdy sy wéc lvgng MPN cho ca b
ba d6 pha lo&ng va trung binh v& hinh hoc clia hai wéc Ivgng dugc cho bang gid tri MPN [xem c)
trong Bang 1] néu quan tam dén sy khac nhau clia cac mirc d§ pha loéng ;

d) Néu viéc ap dung quy téc a) chi véi hai d6 pha loang, chon céc bd ba d pha lodng dé thu duoc
mdt bd ddy du cac két qua duong tinh, néu cé [xem d) trong Bang 1];

e) Néu viec ap dung quy téc a) véi nhiéu hon bén @6 pha lodng, nhirng gia dinh v& mét théng ké cho
wéc lrgng MPN khoéng dugc dap (ng va khong co6 két qua nao duwgc dua ra (nguyén tic nay
khéng ap dung cho cac hé sé pha lodng nhd hon 10);

f) Néu chi mot bd 6ng cho mét hodc hai két qua duwrong tinh, sir dung pha loang nay véi mét d§ pha
lo&ng cao hon va mdt do pha loang thap hon [xem f) trong Bang 1J;

Baing B.6 chi ra két qua ciia cac s két hop gilra cac dng dwong tinh va 4m tinh thudng gap. Néu sy
két hop cac éng duong tinh va am tinh quan sat dwgc khong xuét hién trong Bang B.6, thi bé qua
két qua. Tham chi khi Céng thirc gan ding trong 9.5.2.1 va chuong trinh may tinh (xem 9.5.4) dinh
ra s& MPN déi v&i cac bé éng khéng c6 trong Bang B.6, thi két qua van khong chéc chén va khéng
nén bao céo.

9.5.4 Chwong trinh may tinh

S6 1an pha lo&ing va sé cac éng song song hodc sir ddi xirng clia hé théng MPN khéng bj han ché
trong churong trinh may tinh manh nhét. Vi dy, Hurley va Roscoe® cho wéc legng MPN, d6 khong dam
bao chudn (sai s chudn) ctia Ig MPN (g 1a logso), khodng tin cy 95 % va si danh gia dé tin cy thng
ké ctia bd céc sé lidu.
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Bang 1 - Vi dy vé cach tinh MPN tir cac 86 lwgng cac két qua dwong tinh trong b nam éng

str dyng Bang B.6

Vi dy trong Thé tich m&u trong phdn miu thir, mL

phén ndi dung 10 1 0,1 0,01 0,001 MERAT
b) 5 5 2° 0° 0 490
b) 3° 1 0* 0 11
c) 5 5* 3 2" 0o
c)1 5 3 3 180
c)2 3 3 0 170
:’;u;gz binh cua c)1 175
d) 5* 5° 0® 0 0 240
f 0° 1 0 0 2
® Két qua dwoc sir dung dé xéc dinh cac gia tri MPN.

9.6 Uéc lrgng chinh xac

9.6.1 Quy dinh chung

Céc bang da cong bé dua ra do chum tai mirc tin cay 95 %. Chwong trinh may tinh c6 thé cung cép
thém cac gia trj bat dinh chuan cla Ig MPN.

9.6.2 Phép phan tich d¢ pha lodng don

Khi cac bang hodic chuwong trinh may tinh khéng cé sén, murc tin cay 95 % clia wéc lwgng MPN cé thé
wéc legng gan ding bang Céng thirc (9):

Trong 46
x
Vs

Viuse

In

30

—_— )
Ve Jnm, (n-n,,)

Ia murc tin cay 95 % trén va dwéi;
14 thé tich mau chuén ciia mAu ban d&u, tinh theo mL;

1a thé tich, clia cac mau trong mdi 6ng clia nhém, tinh theo mL;

14 logarit cor s6 tw nhién;

14 sb céc 6ng trong nhém;

la s céac éng co phan (rng am tinh.
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Ky hiéu dau cong lién quan dén gié¢i han dwéi, déu trir lién quan dén giéi han trén. U'éc lgng la khéng
t6t khi hdu hét cac éng thir 1a am tinh (khong két qua) nhung sé tét hon khi sé lweng cac éng dwong
tinh tang lén.

9.6.3 Phép phan tich nhidu dd pha lodng déi x(rng

Trong trieding hop khi cac gidi phap béng méy tinh va cac bang khéng cé s3n, thi d6 khéng d3m bao
cua logarit clia hé théng MPN clia nhidu d§ pha loang @i xirng c6 thé tinh bing Céng thirc gin ding

Cochran[1] cho sau day:
s; (IgMPN) =0.581,l§i (10)
n

= 1a sai s6 chuan;

X

Trong dé

Ig 1a logarit co' s6 mui (log10);
f la hé sé pha lodng gitra cac d6 pha lodng ké tiép nhau;
n ia s cac bng clia mot do pha loang.

Murc tin cay 95 % c6 thé tinh gan dung bang cach nhéan va chia cho gié trj wéc lwgng MPN bing déi
logarit. Quy trinh c6 xu hwéng phéng dai mure tin cay trén.
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Phu luc A
(Tham khao)
Tiéu chi dé chon ky thuat dém

A1 Gidi thigu

Hau hét cac vi sinh vat trong nwédc cé thé nudi cdy duoc déu co thé @ém bing mét trong bén quy
trinh dwoc néu tai Diéu 8 va Diéu 9. Cac yéu td anh hwdng dén sy lwa chon quy trinh ¢6 thé phan
loai nhw sau:

a) Cac yéu tb lién quan dén chat lugng cua két qua (xem A.2)
b) Cac yéu t6 lién quan dén ban chét ciia miu (xem A.3)
¢) Cac yéu tb lién quan dén gia thanh clia cac phép phan tich (xem A.4)

Phu luc nay dwa ra cai nhin tdng quan chung. Cac théng tin chi tiét ¢ thé tham khao chd khac vi dy
trong ISO/TR 13843.

A.2 Cac yéu té lien quan dén chét lwgng cla két qua

A.2.1 Quy djnh chung

Chét lwong két qua thu duoc tir bat ky phép thir nao cling dugc dinh nghia bang céc thuét nglr sau:
D6 khéng dam bao do, dd chinh xac (bao gbm ca dd dung va dé chum) va han ché cua sy phat hién.
A.2.2 D§ khéng dam bao do

Khéng cé phép do nao 1a hoan hdo. N6 cé dd khdng dam bao phét sinh tl nhiéu yéu té bao gém céac
sai s6 va do tai lap khong hoan hdo. M6t cach ly twdng thi mbi phép do nén vién dan cung véi do
khéng dam bao do, thudng la thém dau £ vao con sé, nhw vay cac quyét dinh dya trén s6 do dugc
théng tin mot cach day du.

ISO/TR 13843 dwa cac théng tin sau vé dd khdng dam bao:

Pinh nghfa: D6 khéng dam bao (dém) la d6 léch chuan twong déi cua cac két qua cuia viéc dém dwoc
1ap lai ctia cac khudn lac hoac cac hat clia cac dia mau hoac cac pham vi mau dwéi cac didu kién
quy dinh.

ViDUY: Cac diéu kién qui dinh c6 thé la cing mét nguei thye hién hodc nhidu ngudi thuc hién khac nhau trong
mot phong thir nghiém hoac trong cac phéng thir nghiém khac nhau.

A.2.3 B chinh xac
A.2.3.1 Nguyén tic
Theo ISO/TR 13843, d chinh x4c clia phép do dwoc dinh nghia Ia sy gin gibng nhau vé két luan gitra

két qua thir va gia tri chudn @& duoc chip nhan. Theo Lightfoot va Maier'™, do chinh xac ty 1é nghich
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v&i df khéng dam bao do toan phén, vi du sy chénh léch gilta gia tri do dwoc va gia tri that. Do khéng
dam bdo do toan phén cliia phép do don dugc hiéu la gbm cé hai thanh phin: hé théng (tirc 14 @
chéch) va ngau nhién (khéng chum), nhw sau:

Bé khong dam bao = B§ chéch '+ B§ khéng chyum

Sau day la sy don gidn hda tredng hop ndly. Trong vi sinh, thiréng ¢6 sy phan bé bét dinh khéng phu
hep v&i cong thirc nay — s thay dbi bét thweng khdng Iudng trirdc khdng thé dién gidi béng toan hoc.
Nguoc lai voi 6 chéch la 49 dang clia phwong phap. Day 1a déc diém cha phwong phap st dung cho
phan tich va cling phu thudc vao ban chét clia mau. D6 ding khéng lién quan dén sai s6 khi ap dung
phwrong phap trong cac phong thir nghiém riéng. Bao gdm ca nhirng sai s6 ngau nhién cla phép do,
nhw Ia s khac nhau gilra cac phong thir nghiém hodc trong mét phéng thlr nghiém. Nguwec lai cda sai
6 ngdu nhién 1a dé chum. Vi thé, mdi quan hé nhu trén dwoc biéu thi mét cach théng dung nhur sau:

Bo chinh xac = B§ dung + Bd chum

A.2.3.2 Bj dang
A.2.3.2.1 Quy dinh chung

Theo TCVN 8244-1 (ISO 3534-1), dinh nghia clia dd dung la m&c dé gan nhau gira gia tri trung binh
thu dugc tir nhom I&n cac két qua thir va gia tri da duge cong nhan. TCVN 8244-1 (ISO 3534-1) ¢lng
chi ra réing sb do dd dung thwéng dwoc biéu thi qua d6 chéch, dé chéch dugc dinh nghia la: sy chénh
léch gitra cac két qua phép thir di kién va gia trj chuan da duge cong nhan.

Nhin chung ddi véi cac phép phan tich vi sinh, ndng dé thyc clia mét thanh phan khéng duoc biét va
chi dwoc str dung nhw 1a gia thuyét. Do dé sai s6 hé théng khong thé cang b theo gid tri tuyét dbi. V&
ly thuyét co thé tiép can nghién ciru mét mau 13p lai, bang nhiéu phuong phap khac nhau. Vi phrong
phép vi sinh khéng bén trong tw nhién (vi du mau bj mét trong qua trinh phan tich) diéu nay ddi héi mau
thtr phai dwgc tron ky dé vi khudn phan bé mét cach ngdy nhién va/hodc nhém Ién cac phong thi
nghiém (xem Tham khao [3]).

Sai s6 c6 thé dinh lugng hoac dinh tinh. Sai sé vé dinh lwgng xuét hién, vi dy, khi vi sinh vat dwec dém
qué that thuéc mét nhom tim kiém, nhung két qua cla sy dém cudi cung lai dwoc danh gia dudi sb
lwong thirc. Sai sé vé& dinh tinh xuét hién, vi dy, khi s6 vi sinh vat khong thudc mdt nhém tim kiém dwoc
coi va dém dé gia tri cudi clng lai cao hon gid trj that. Ca hai sai s6 trén c6 thé ddng thai xay ra.

A.2.3.2.2 Céc sai sb vé dinh lwvgng

M6t sb sai sb khéng phu thudc vao quy trinh dém. Khi tbn tai cac hat lo IiPng, cac vi sinh vat co thé bj
h&p phy thanh cum do s chuyén ddng manh; né sé& [am thay di sy thira nhan qua trinh hinh thanh
mét khuén lac hosc mau dyc cla dich nudi cdy tir mot lgng nhd thé tich mau c6 ngudn gbc tir mét vi
sinh vat.

Phan tng cGa méi tredng chon loc cling cb thé bj trc ché qua mirc va do dé gay tr& ngai t&i sy phat
tridn ciia khéng nhirng cac vi sinh vat khac ma ca céac vi sinh vat can dugc dém.
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Céc sai s6 khac c6 thé I1a do ban chét ciia mau nwéce. Cac thanh phan Iy héa nhur chét ddc hodic ndng
d6 mubi cao c6 thé dnh hudng dén moi tredng nudi cdy va do d6 han ché sy phét trién. Két qua nay
kha quan trong khi c4c thé tich cia phdn miu thir sl dung Ién so véi thé tich clia méi trwdng nudi cdy.
(vi dy cac quy trinh MPN trong mbi trirdng manh gép 66i hodic gép nhiéu Ian dugc sl dyung hodc mbi
trrdrng khiz nuréc hoa tan trong mau phan tich). Sy loc qua mang, dung phan 18p vi sinh vat khéi méu,
6 thé khéc phuc van d& nay, mién 13 c4c chét tc ché khéng gilr lai trén mang.

Céc thanh phan sinh hoc nhw 1a microflora, binh, ¢a sy canh tranh sinh hoc, gay tré ngai t&i sy phat
trién clia vi sinh vat can tim. K&t qua nay xuét hién dc biét trong méi truérng I6ng. Trong qua trinh khéc
khi vi sinh vat hinh thanh tr khuén lac phan I4p tir cac vi sinh vat khac, sy canh tranh sinh hoc nay bj
han ché, mién Ia khéng c6 sy phét tan ho#c nhidu qua.

A.2.3.2.3 Cac sai sé v djnh tinh

Cac sai s6 vé& dinh tinh xuét hién khi c6 sy khac nhau vé dinh nghTa cac vi sinh vat cin tim va sy xac
dinh cac vi sinh vat da dwoc phan lap. Khi dinh nghTa nay chinh xac, thi vé&i cac ca thé trong chi hodic
lodi, c6 sy ngoai 1& dbi v&i sy quan sat don dé co cac két qua cudi cung chinh xac, va thuéng khéng
thé thire hién dwoc cac phép thir xac dinh tiép theo.

Do dé digu quan trong 1a cin s dung cac quy trinh nuéi cdy va méi treéng c6 nhiéu théng tin chén
doan nhét co thé.

A.23.3 Pjchum

Theo TCVN 8244-1 (ISO 3534-1) va ISO 13843, dinh nghta v& d8 chym Ia mirc 86 gan nhau gitra cac
két qua phép thir doc 1ap nhan duoc dwdi cac didu kién quy dinh. TCVN 8244-1 (ISO 3534-1) ciing chi
ra s6 do 49 chym thudng dwoc bidu thj theo d6 khéng chum va duoc tinh theo d Iéch chudn cla cac
két qua thr. D& chym kém phan &nh bing d6 léch chudn Ion.

Nguyén téc chung clia d4c diém vé d6 chym clia cac phuong phép thir dugc néu tai TCVN 6910-1
(ISO 5725-1) va ISO 16140. Hai sb do dd chum duoc mé ta: theo d¢ 13p lai va dd tai 1ap. Cac dinh
nghfa nhu sau:

D6 13p lai (r): mirc dd gan nhau gilra cac két qua clia phép thir ddc 1ap véi nhau thu dwec bdi cung mdt
phurong phap trén cling nguyén liéu déng nhét clia phép thir trong cing mét phdng thi nghiém do cung
mét nguwdi thyre hién st dung cac dung cu giéng nhau trong khodng théi gian ngén.

P4 tai lap (R): mirc @8 gin nhau gitra cac két qua cla phép thir thu dugc béi cing mét phrong phéap
“trén cung nguyén liéu ddng nhét clia phép thir cac phang thi nghiém khéc nhau do nguwdi thyrc hién
khac nhau sir dung céc dung cy khac nhau.

Trong vi sinh, khdng thé cung cép cac vat liéu thyrc sy giéng nhau cho cac phép thir. Sy phan bd ngéu
nhién clia vi sinh vat 1a khach quan nhét, va mirc d6 cin dat dwoc Ia rit quan trong dé thiét lap r va R.
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Bét ky s\ phan t4n qua mirc nado trong céc vat liéu cla phép thir ndy cling sé lam ting thém sy sai
khac trong céc két qua phép thir.

Nhiéu yéu té dnh huéng dén dd chum nhung chi nhirng yéu té c6 quan hé véi sy phan bé ngu nhién
cua vi sinh vat trong m3u dwec thdo ludn trong Tiéu chuin quéc té.

Phan bd ngdu nhién clia vi sinh vat trong miu tao d6 khéng chum két qua; didu nay c6 thé han ché
béng cach sir dyng hé théng nudi cdy thich hgp.

Vé&i quy trinh MPN, d chym tang 1&n khi tang sb lwgng cac dng nudi cdy I3p lai véi m8i nhém thé tich
ctia phan mau thir. D§ chum twong di phy thuge vao mau hinh cac két qua dwong tinh thu dugrc.

Vé&i quy trinh @&m khuén lac, @& chym phy thudc vao tdng sé cac khuan lac va do @6 46 chum téng khi
tang sb luwgng dia hodc mang cly. @6 chum cling tang khi sé Iegng khuan lac tang t6i da dén khodng
150 khuén lac (dién hinh) trong mét dia dbi v&i dém dia va khodng 100 khuén lac (dién hinh) trong mét
dia di v&i lpc qua mang.

A.2.4 Gidi han phat hign

A.2.4.1 Nguyén tic

Nguoc lai véi cac phép phan tich héa hoc khi gi¢i han phat hién lién quan dén gia tri thuce, trong vi sinh
vét hoc gi¢i han phat hién phy thue vao phuong phap st dung.

Gidi han phét hién Ia mét quy trinh dwge xem nhw 14 mot thé tich trong d6 mdt cé thé riéng lé duoc
phat hién ho3c sb Igng nhd nhat clia cac vi sinh vat c6 thé phat hién dugc trong mot thé tich nwée,
thweng 1a 1 mL ho3ic 100mL. Theo ISO/TR 13843, gi¢i han phat hién dwec xac dinh nhir 12 sb lvgng
hat x (trén phan mau thir), trong dé xac suét p, cia mét két qua am tinh twong duong 5%.

A.2.4.2 Gi&i han phat hién clia cac quy trinh dém khuén lac

Gi¢i han phat hién twong (ng véi sy phét trién cia mét khuén lac trong phan méu thir. V1 thé, gi¢i han
nay sé phuy thudc vao thé tich clia mau dwgc nubi cdy.

Tuy nhién, c6 mét han ché do vi sinh vat di kém khac trong mau thir cé kha néng sinh trrdng trong
cuing didu kién thir khi vi sinh vat dugc dém. Néu cé sé lugng I6n, ching c6 thé sinh tredng qua mire.
Vi dy, trén mang c6 hon 100 khuén lac dwgc chp nhan, gidi han phat hién sé bj gidm di néu sb luvong
khudn lac di kém I&n hon 100 1An so v&i khudn lac cén tim. Trong truedng hop ndy, nhét Ia trén méi
trwdng khéng c6 chét chon loc phit hep thi qua trinh tinh MPN c6 thé Ia wa dung.

Trong thyec té, cac gi¢i han phat hién bao gém nhw sau:

a) Véiloc mang, trong tréng hep nude sach thl c6 thé dé dang loc mét lvong mau I6n vi thé duara
mét gi6i han phat hién clia mét ca thé vi sinh vat trong thé tich duec loc;

b) Vé&i quy trinh @& dia, 5 mL I thé tich I6n nhét c6 thé dugc nubi cly, din dén gi6i han phét hién
mot c4 thé vi sinh vat trong 5 mL (gié¢i han phat hién c6 thé cai tién bang cach tang sb lugng cac
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phan mu thir dugc ding, nhung trong thire té viéc nudi cdy nhidéu hon 5 dia 1a khéng thye té va
vi thé gi6i han phét hién 13 mét ca thé vi sinh véat trong 25 mL);

c) Véi quy trinh trai dfa, thé tich miu t6i da thuéng dung la 0,2 mL trong méi dla, va vi thé giéi han
phat hién véi 5 dla nudi cy 1a mét ca thé vi sinh vat/mL. V&i méi triedng khd (xem 8.2.4.2 vé dnh
hwéng cla dfa thach bj qua khé), c6 thé diing cac phan mau thir 12 0,5 mL cho mdi dTa, dan dén
gi&i han phép do cho mét ca thé vi sinh vat trong 2,5 mL khi nudi céy 5 dla.

A.2.4.3 Gi&i han phat hién trong quy trinh xac dinh sé MPN

Gidi han phat hién phu thudc vao thé tich clia mau thwc té dwoc kiém tra. Tdng thé tich clia miu kiém
tra tang lén thi gi¢i han phat hién sé dugc cai thién. Véi quy trinh xac dinh MPN, diéu nay co thé dat
duoc bing cach ting sé lwgng éng thir trong mbi d6 pha lo&ng hoc tang thé tich phan mau thi cho
méi 6ng hodc s dung ndéng d dam dic sau qua trinh loc.

A.3 Cac yéu clu lién quan dén ban chit cia miu

A.3.1 Ban chét ctia vi sinh vat

Ngoai cac vi sinh vat can phat hién, viéc phat trién cla céc vi sinh vét khac trong cling méi tredrng co
thé cling dnh hudng dé viéc Ia chon phuong phap.

Vi dy, nhitng vi sinh vat nhét dinh 1a hiéu khi b4t budc va viéc phat hién chung cé thé phai tién hanh
béng ky thuat trai dfa hodc ipc mang. Céc vi sinh vat yém khi dbi khi lai cAn mirc @6 yém khi nhét dinh

va k§ thuat dd dia la thich hgp (xem 8.2.3). D& loai bd vi sinh vat hiéu khi thl ddi héi didu kién yém khi
tét hon, nén dung cac 6ng méi trrdng sau .

Co mét sb vi sinh vat khdng thé chju dwgc séc nhiét khi trdn mau vé&i thach néng chdy & (45+1) °C thi
phai tranh dung k§ thuat d dia @& dém; didu nay &p dung cho nhidu vi sinh vat trong cac hd va nwéc
b& mat. Tuy nhién, d& tim kiém vi sinh vat trong cac ngudn nwéc trén, nhung thurdng séng & nhiét @6
cao hon va chju dwgc sdc nhiét thi ki thuat dd dia c6 mét vai wru diém.

A.3.2 Thanh phin cia nwéc

Céc chét huyén phu gy can tré ddic biét trong qua trinh loc mang; [am tdc mang han ché qua trinh loc
va dd nhay clia phwong phap. Téc mot phan c6 thé gidm sy trao @i chét va ngan ngira céac vi sinh vét
nim trén mang hinh thanh cac khuan lac. Sy tdc nghén nay thwdng gay nén bdi cac sinh vat séng
bao gdm vi sinh vat phi du ho#c tham chi la cac vi khudn nhan I&n trong cac 16.

Dai khi m6t vai cac hat 1on c6 thé bj nhdm I1&n 1a cac khudn lac trong quy trinh a4 dTa.

Déi v6i nwére rét duc, quy trinh MPN c6 thé 1a quy trinh duy nhét dwgc stz dung; vi thudng 1a k§ thust
dd dfa khéng cung cép dd 46 nhay.

Céac chét hoa tan co thd anh hwdng dén sy phét trién cla vi sinh vat do thay déi thanh phdn cia méi
trwéng chon loc hodic do tinh ddc clia ching. Dic biét, anh hwrdng nay x3y ra khi thé tich mau twong
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d6i I6n so véi lweng moi treding duwge st dung (xem 9.3.2.). D6i khi cac chét trong miu cé thé phan
(rng v&i thanh phdn méi tredng va gy bét loi dén cac phan ng dic thi cla vi sinh vat cAn tim ma
khéng anh hwéng dén qué trinh phat trién, méc du si¢ hinh thanh dudng Ién men khdng c6 mét trong
mdi trdng nudi cdy ban ddu ma két qua 12 gia trj pH bj thay ddi do qua trinh Ién men clia dueérng nay.
K¢ thuat loc 18n mang cé thé gidi quyét yéu diém nay.

A.4 Cac yéu clu v& tai chinh

So sanh chi phi clia cac quy trinh khac nhau nay la khéng dé dang va thwéng phy thuge vao diéu kién
tai chd. Mac du vay, sy hiéu biét vé& cac yéu té tai chinh cé thé tao thuén Igi cho viéc chon lya phwong
phap dwoc chép nhan.
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Phuluc B
(Tham khéo)

Céac bang MPN

Bang B.1 - Gia tri MPN trén phan méu thir va mirc tin cdy 95 % d6i véi
mét bd 10 dng dwec tinh theo Hurley va Roscoe P

sbé B§ 10 éng
n
c6 thi: MPN P$ khéng dam bio do chuin cioa lg MPN ecibickion
Duwré&i Trén
1 0,11 0,435 0,02 0,75
2 0,22 0,308 0,06 0,89
3 0,36 0,252 0,11 1.1
4 0,51 0,220 0,19 1,38
5 0,69 0,198 0,28 1,69
6 0,92 0,184 0,40 2,10
7 1,20 0,174 0,55 2,64
8 1.61 0,171 0,75 3.48
9 2,30 0,179 1,03 5,16

Bang B.2 — Gia trj MPN trén phan m&u thir va mdrc tin cay 95 % d6i voi
mét bd 15 dng dwee tinh theo Hurley va Roscoe @

B 15 éng
88 éng Mirc 95 %
c6 thye MPN P$ khdng dam bao do chudn cta lg MPN
Duwéi Trén
1 0,07 0,434 0,01 0,49
2 0,14 0,307 0,04 0,57
3 0,22 0,251 0,07 0,69
4 0,31 0,213 0,12 0,83
5 0,41 0,196 017 0,98
6 0,51 0,179 0,23 1,15
7 0,63 0,167 0,30 1,33
8 0,76 0,157 0,37 1,58
9 0,92 0.150 0,47 1,80
10 1,10 0,144 0,57 2,1
11 1,32 0,141 0,70 2,49
12 1,61 0,139 0,86 3,02
13 2,01 0,142 1,08 3,82
14 2,71 0,155 1,35 5,45
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Bang B.3 - Gia trj MPN trén phin méu thir va mirc tin cly 95 % déi véi
mét bd 20 éng dwere tinh theo Hurley va Roscoe 2

TCVN 9716:2013

sé éng ki -
cé thye MPN DY khéng dam bdo do chudn clia lg MPN ool

Dwéi | Trén
1 0,05 0,434 0,01 0,36
2 0,11 0,307 0,03 0,42
3 0,16 0,251 0,05 0,50
4 0,22 0,218 0,08 0,60
5 0,29 0,195 0,12 0,69
6 0,36 0,178 0,16 0,80
7 0,43 0,165 0,20 0,91
8 0,51 0,155 0,25 1,03
9 0,59 0,147 0,31 1,16
10 0,69 0,140 0,37 1,30
11 0,80 0,134 0,44 1,46
12 0,92 0,130 0,51 1,65
13 1,05 0,126 0,59 1,85
14 1,20 0,123 0,69 2,10
15 1,39 0,121 0,80 2,40
16 1,61 0,121 0,93 2,77
17 1,90 0,122 1,09 3,29
18 2,30 0,127 1,30 4,08
19 3,00 0,141 1,58 567
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Bang B.4 — Gi4 trj MPN trén phin miu thir va mirc tin cdy 95 % d6i voi
mét bo 25 éng durgre tinh theo Hurley va Roscoe

B 25 éng
S6 éng Mirc 95 %
c6 thyee MPN Dd khdng dam bao do chuén cua ig MPN

Duwéi Trén

1 0,04 0,434 0,01 0,29
2 0,08 0,307 0,02 0,33
3 0,13 0,251 0,04 0,40
4 017 0,217 0.07 0,47
5 0,22 0,195 0.09 0.54
6 0,27 0,178 0,12 0,61
7 0,33 0.165 0,16 0,69
8 0,39 0,154 0,19 0,77
9 0,45 0,146 0.23 0,86
10 0,51 0,139 0,27 0,96
1 0,58 0,133 0.32 1,06
12 0,65 0,128 0,37 1,18
13 0,73 0,123 0,42 1.28
14 0,82 0,119 0,48 1.41
15 0,92 0,116 0,54 1.55
16 1,02 0,113 0,61 1,70
17 1,14 0,111 0,69 1,88
18 1,27 0,108 0,78 2,09
19 1,43 0,108 0.88 2,33
20 1,61 0,108 0,99 2,62
21 1,83 0,109 1,12 2,99
22 2,12 0,111 1,29 3,50
23 2,53 0,117 1,49 4,28
24 3,22 0,123 1,77 5,85
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Bang B.5 — Gia trj MPN trén 100 mL mau va murc tin cdy 95 % (d6i véi céc két hop khéc nhau cua
céc két qua dwong khi str dung cac phan méu thir 3 éng 10 mL, 3 éng 1 mL va 3 éng 0,1 mL)

$6 éng c6 phan (rng dwong tinh MPN Mrc tin cdy 95 %
3éng10mL | 3éng1mL | 3éng0,1mL | (MPN/100mL) Dudi Trén
0 1 3 <1 9
0 1 0 3 <1 13
1 0 0 4 <1 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 ! 3 36
1 2 0 1 3 36
2 0 0 9 1 36
2 | 0 1 14 3 37
2 | 1 0 15 3 44
2 1 i 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
- 2 2 1 28 10 149
3 0 0 23 4 120
3 o | 1 38 7 130
3 0 2 64 15 379
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
s | 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
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Bang B.6 — Gia trj MPN trén 100 mL méu va muirc tin cdy 95 % (khi str dyng cac phan miu thir
5 éng 10 mL, 5 6ng 1 mL va 5 éng 0,1 mL)

$6 éng c6 phan (rng dirong tinh MPN Mirc tin cdy 95 %
56ng10mL | S5éng1mL | 56ng0,1mL | (MPN/100 mL) Duéi Trén
0 0 0 <2 <1 7
0 1 0 2 <1 7
0 2 0 4 <1 1
1 0 0 2 <1 7
1 0 " 1 4 <1 11
1 1 0 4 <1 11
1 1 1 6 <1 15
2 0 0 5 <1 13
2 0 1 7 1 17
2 1 0 7 1 17
2 1 1 9 2 21
2 2 0 9 2 21
2 3 0 12 3 28
3 0 0 8 1 19
3 0 1 11 2 25
3 1 0 11 2 25
3 1 1 14 4 34
3 2 0 14 4 34
3 2 1 17 5 46
3 3 0 17 5 46
4 0 0 13 3 31
4 0 1 17 5 46
4 1 0 17 5 46
4 1 1 21 7 63
4 1 2 26 9 78
4 2 0 22 7 67
4 2 1 26 9 78
4 3 0 27 9 80
4 3 1 33 11 93
4 4 0 34 12 93
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Bang B.6 — (két thuc)
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$é éng ¢6 phan (rng dwong tinh MPN Mirc tin cy 95 %
5éng10mL | S5éng1mL | 5éng0,1mL | (MPN/100mL) Duwéi Trén
5 0 0 23 7 70
5 0 1 31 1" 89
5 0 2 43 15 110
5 1 0 33 11 a3
5 1 1 46 16 120
5 1 2 63 21 160
5 2 0 49 17 130
5 2 1 70 23 170
5 2 2 94 28 220
5 3 0 79 25 190
5 3 1 110 31 250
5 3 2 140 37 340
5 3 3 180 44 500
5 4 0 130 35 300
5 4 1 170 43 490
5 4 2 220 57 700
5 4 3 280 90 850
5 4 4 350 120 1000
5 5 0 240 68 750
5 5 1 350 120 1000
5 5 2 540 180 1400
5 5 3 920 300 3200
5 5 4 1600 640 5800
5 5 5 > 1800 - -
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Bang B.7 — Gia trj MPN trén 100 mL mau va mirc tin cdy 95 % (khi str dyng céc phin miu ther
1 éng 50 mL va 5 é6ng 10 mL)

$é édng c6 phan g dwong tinh MPN Mure tin c@y 95 %
16ng 50 mL 5éng 10 mL | (MPN/100 mL) Duéi Trén

0 0 <1 <1

0 1 1 <1

0 2 2 <1

0 3 4 1 11
0 4 5 13
0 5 7 2 17
1 0 2 <1 6
1 1 3 <1 9
1 2 8 1 15
1 3 9 2 21
1 4 16 4 40
1 5 >18
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Béng B.8 — Gia trj MPN trén 100 mL mau va mirc tin cdy 95 % (khi str dyng cac phdn miu thir
5éng 100 mL, 1 ng 10 mL va 1 éng 1 mL)

$6é éng c6 phan (mg dwong tinh MPN Mdrc tin cdy 95 %

56ng100mL | 1éng10mL | 1éng1mL | (MPN/100 mL) Duéi Trén
1° <1 <1 1
0 <1 <1 1
1 0 0 <1 <1 1
1 <1 <1 2
2° <1 <1 2
2 G <1 <1 2
2 1 <1 <1 2
3? <1 <1 3
3 0 <1 <1 3
1 1 <1 3
3 1 0 1 <1 4
4 2 <1 5
0 2 <1 5
1 2 <1 6
1 0 2 <1 6

0 4 2 38

1 10 3 54

0 20 10 380

3 Cac két qua nay bidu thi cho trwdng hop khi chi stk dung mét mirc véi 5 éng.
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Bang B.9 — Gié trj MPN trén 100 mL méu va mirc tin cdy 95 % (khi sir dyng céc phidn miu ther
16ng 100 mL, 5 éng 10 mL va 1 éng 1 mL)

86 éng c6 phan (rmg dwong tinh MPN Mcrc tin cdy 95 %
1éng50mL | 5éng10mL | 5éng1mL | (MPN/100mL) Duéi Trén
0 0 0 <1
0 0 1 1 <1 4
0 0 2 2 <1 6
0 1 0 1 <1 4
2 1 1 2 <1 6
0 1 2 3 <1
0 2 0 2 <1 6
0 2 1 3 <1
0 2 2 4 <1 11
0 3 0 3 <1 8
0 3 1 5 <1 13
0 4 0 5 <1 13
1 0 0 1 <1 4
1 0 1 3 <1 8
1 0 2 4 <1 11
1 0 3 6 <1 15
1 1 0 3 <1 8
1 1 1 5 <1 13
1 1 2 7 1 17
1 1 3 9 2 21
1 2 0 5 <1 13
1 2 1 7 1 17
1 2 2 10 3 23
1 2 3 12 3 28
1 3 0 8 2 19
1 3 1 11 3 26
1 3 2 14 4 34
1 3 3 18 5 53
1 3 4 21 6 66
1 4 0 13 4 31

46
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$é &ng c6 phan img dwong tinh MPN Murc tin cdy 96 %
16ng50mL | 56ng10mL | 5éng1mL | (MPN/100mL) Duéi Trén
1 4 1 17 5 47
1 4 2 22 7 69
1 4 3 28 9 85
1 4 4 35 12 101
1 4 5 43 15 117
1 5 0 24 8 75
1 5 1 35 12 101
1 5 2 54 18 138
1 5 3 92 27 217
1 5 4 161 3 450
1 5 5 > 180 - -
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