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L&i néi dau
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Phuong phép phén tich va Idy méu bién soan, Tdng cyc Tidu chudn
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Vi sinh vt trong thwc phdm va thirc an chian nuéi -
Phuwong phap ldy miu bé mit s dung dia tiép xuc
va lau bé mit

Microbiology of food and animal feeding stuffs ~

Horizontal methods for sampling techniques from surfaces using contact plates and swabs

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh cac k¥ thuat déi véi cac phurong phap 1y mau bé mat siv dung dia hodc gac
tiép xuc trén bé& mét trong méi trrong cong nghiép ché bién thirc phdm (va cac nha may ché bin thyc
phadm), dé phat hién hodc dinh lwgng vi sinh vat t8n tai.

CHU THICH  Thu#t nglr “mai truéng™ nghia 14 bat ky mot vat ndo tiép xic voi san phdm thyc phim hodc gan nhur cho thiy
nhiém bén ho#c ngudn tai nhidm, vi dy: vt lidu, nha xudng, ngwdi van hanh.

2 Tai lidu vién din

Céc tai liéu vién dan sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi véi cac tai lidu vién din
ghi ndm céng bé thi ap dung phién ban dugc néu. D&i voi cac tai liéu vién din khang ghi ndim céng
bé thi 4p dung phién ban méi nhét, bac gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu cé).

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vt trong thuc phdm va trong thirc &n chan nuéi — Nguyén tdc chung vé
kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh vét trong thyc pham va thic &n chédn nudi — Chudn bj miu the,
dung dich huyén phu ban ddu va céc dung dich pha loang thép phan dé kiém tra vi sinh vét — Phén 1:
Céc nguyén tac chung vé chudn bj huyén phu ban ddu va céc dung dich pha lodng thap phén.
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3 Nguyén tic

3.1 Vi cac phuong phap ndy khéng xac dinh dwoc d6 tin cay hodc tai lap, nén cac két qua chi dwoc
s(r dyng trong “phén tich xu huwéng”™.

3.2 Dia tiép xuc (hodc phién kinh nhing) d3 lam ddy béng méi trwéng thach thich hgp dwec 4n vao
bé& mat cAn thd nghiém. Sau khi 0, véc tinh sy nhim bdn bé& mét thu dugc bing cach dém sé lvong
khudn lac phét trién.

3.3 St dung phurong phap lau bé mat, thi danh ddu ving bé mat cin kiém tra (vi dy: dung khuén
mau) rdi dung tam bong lau ving d danh dAu. Phin tam béng dugc bé rdi cho vao éng nghiém hodc
chai c6 chira dung dich 1dng vé tring ho#c chét Iong trung tinh va l&c bing tay dé trén.

Néu bé mat dugc lau bing khan hodc bot bidn v tring (wét). thi dung cu ldy miu dwoc bao quan
trong mét thé tich xac dinh clia dung dich 16ng (vi du 100 ml cho 100 cm?).

Trong phong thi nghiém, str dung huyén phu ban d4u va cac dung dich pha lo&ng thap phar tiép theo,
néu cin, 8é& xac dinh sb lugng vi sinh vat bing cac qui trinh néu trong cac phuong phap dinh lvong
(nhoém) cac vi sinh vat can phat hién.

CHU THICH Thei gian va nhiét a5 G phy thudc vao kidu vi sinh vt cin phat hign,

3.4 Dbi vdi mbi trwang chen loc, c6 thé tién hanh cac phép thir khéng dinh thich hop. Sé Iweng don vi
hinh thanh khu&n lac ctia cac vi sinh vat cy thé trén centimet vudng hoic m&i miéng gac tinh dugc tir

3.5 Sau khildy mAu, bé m3t duoc lam sach va tdy tring, néu cin, dé sau khi lay mau khong dé lai vét
dinh dudng trén bé mat duoc Iy mau.

4 Mai treong nubi cdy va chit pha loding

CHU THICH Dé co thém thong tin, xem céc tiéu chudn cb ligén quan vé cac vi sinh vat dich cin phat hién hodc cin
dinh lrgng.

4.1 Chét long trung tinh

Nhin chung, thanh phn co ban dbi véi chét 16ng trung tinh 1a nudc pepton dém, hodic mubi pepton
ho#c bt ky chat pha lodng thich hgp ndo khac (nhu dung dich Ringer ndng 86 mét phan tw, chit dém
phosphat pH 7,5, dung dich pepton 1 g/).

Trwong hop khi c6 cac du Ieong chét khir tring, thi cAn bd sung cac chét trung hoa thich hop vao dich
pha loang va vao mdi truang dugc sir dung trén cac dia tiép xuc dé tranh moi dnh hudng (rc ché chét

tdy trung dén sy phat trién cla vi sinh vat
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5 Thiét bj va dyng cy thuy tinh
Vé cac y&u cau chung, xem TCVN 6404 (ISO 7218).

Co thé diing dung cu st dung mét 1an thay thé cho dung cy thdy tinh s dyng nhiéu Ian, néu cb cdc qui
dinh thich hep.

St dung cac thiét bi, dyng cu cua phong thir nghiém vi sinh thdng thrdng va cu thé nhu sau:

5.1 Dia tiép xiic, bing chét déo co dudng kinh 65 mm, dwoc lam day mét luong xac dinh méi trudng
thach (chon theo vi sinh vt dich), dac biét la dung dé Iy mau bé mat.

Cac dia co duong kinh hoac dién tich khac nhau, tuy theo kiéu bé mat can 14y mau. Thach phéi tao
thanh mat khum trén dia.

CHU THICH Clng co thé sir dung bat ky dyng cy ndo khac (méi treéng dinh dudng trong vat chira cirng hoac déo) ma co
thé tiép xic véi bé mat cin [dy mau, nhu phién kinh nhung (5.2).

5.2 Phién kinh nhing, phién kinh tdng hgp (7 cm? dén 10 cm?), mdt hodc hai mét dwec phi mét I6p
mdi treéng déc (dwec chon theo cac vi sinh vat dich).

CHU THICH S&n c6 cac méi truéng phat trién khac nhau theo cac vi sinh vat cin tim,

5.3 Tam bdng co thé bé gdy dwoc hodic gac biing vat liéu tdng hop (nhu algimat hodc rayon) dwng
trong &ng hodc trong bao.

Gac dugc khir tring va dwoc bao gai riéng, bao goi khdng dwec chira cac chat e ché.

CHU THICH Déi voi mot sé kidu bé mat, bdng con sét iai cé thé lam nhidm bin cac phdn bén trong cla bd mat ndy sau khi
1ay miu.

5.4 Vii, Am wdt, vat libu dan dét, khong chira cac chat khang sinh, dwgc déng goi riéng ré trong céc
bao géi bing chit déo v triing, dung dé Idy m3u cac bé mat Ién (= 100 cm ?).

5.5 Bot bidn, 4m w6, phdng, vudng, khdng chira cac chét khang sinh, dugc déng géi riéng ré trong
cac bao goi bing chét déo v tring, dung dé 14y miu cac bé mat Ion (> 100 em 7).

5.6 V3t chira, nhu chai, &ng nghiém hodc binh céu, thich hgp dé khir tring va bao quan mdi tnedng
nudi céy.

5.7 H&p lam mat, cach nhiét, co thé duy tri mau & nhiét do thép trong qua trinh van chuyén dén
phang thir nghiém.

5.8 Pipet chia 49, co miéng rong va dung tich danh &inh 1 ml, Swgc chia cac vach 0,1 mi hodc pipet
t ddng cé thé phan phdi 100 pl va 1000 pl.
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5.9 BJ trdn, dung & tron cac chét 16ng trong cac éng nubi cly.

5.10 B$ ddng hoa kiéu nhu ddng hoic bé déng hoa dwerc lc theo phirong nim ngang, co cac
tdi chét déo vé trung aé chudn bj huyn phi ban dau béng chuyén ddng xoay (b tron nhu aong) hoic
chuyén ddng rung (bd ddng hod duec Iéc theo phwong ném ngang).

5.11 Dia Petri, bing chat déo, cé dwdng kinh 65 mm.

5.12 May do pH, co thé doc chinh xac dén 0,01 don vi pH & 25 °C + 1 °C, ¢6 thé do chinh xac dén
+ 0,1 don vipH.

5.13 Khudn mau, biing vat ligu khong &n mén (vi dy: khung biing thép khéng gi déng khung véi dién
tich tir 20 8&n 100 cm?), d& dang lam sach va c6 thé khr tring duoc.

6 Ky thudt ldy miu
6.1 Yéu cdu chung

Diéu quan trong I phong thtr nghiém nhan dwoc dung mau dai dién clia bé mat thir nghiém va khong
bi bién dbi trong subt qua trinh van chuyén va bao quan, holic do du Ivgng chét khir tring.

Céc chit tdy trung thurdng dugc cho thei gian tidp xic khir tring tir 5 min @&n 15 min. Thoi gian doi
theo qui dinh ciia khir triing trede khi kiém tra bé mét bing dia tiép xuc hodic gac d& danh gia hiéu
néng lam sach va chuong trinh khie trung (hodc theo qui djnh khir trung).

Khéng thé qui dinh mét chét trung hda diing cho tt ca moi tinh hubng. Nhin chung, sorbitan monooleat
(30 g/l) va lexitin (3 g/l) 1a c6 thé dugc dung a8 trung hda cac lvong duv cta céc chit tdy tring @& hdp
thy (vi du: cac hep chét amoni bac bbn, amphotericid). Natri thiosulfat (5 g/l) 1a chét trung hoa tét dbi
véi cac san phdm chira halogen. Trong trueérmg herp cac chét tdy tring chira cdc peroxit, thi co thé diing
céc catalaza hoac peroxidaza lam chét trung hoa. Mét don vi clia cac enzym nay xuc tac phan hay
1 pmol hydro peroxit trong mét phit & 25 °C va & pH 7,0 £ 0,2. Mdt sé céc chét trung hoa cac chét tiy
tring dugc khuyén céo trong EN 1276 [1), EN 1650 [2), EN 13697 [3] va EN 13704 [4).

Céc thanh phan clia chét trung hda c6 thé duoc sl dung trong hdu hét cac tinh hudng duoc néu trong
Bang 1. Thanh phan trong dung dich c6 pepton (1 g/l) va natri clorua (8.5 gll), dwgce phan phdi vao cac
dng hodic chai va dwec khir trung 15 min & 121 °C.
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Baing 1 - Chit trung héa c6 thé sir dung trong hau hét cac tinh hudng

| Thanh phin | Néng a3 lI
a' 1 |
i Sorbitan monooleat (Polysorbat 80) i 3049/l |
i ; !
| Lexitin ' 3 g/ ’
U = = —i e e o i
! Natri thiosulfat 5g/l

L-Histidin 1gil 1
i Saponin 304g/ ‘

6.2 Phuong phap dia tiép xic

Sau khi ldy ra khoi hép van chuyén, &n bé mét thach cla dia tiép xic hodc cua phién kinh nhing thit
chat va khdng bj dich chuy&n sang cac bén clia bé mat thir nghiém. Theo tai ligu cho biét réng cdc két
qua t8i ru a8i véi cac dia tiép xuc thu dugc véi thoi gian tidp xic 10 s va lye nén cé khéi lugng 500 g.
Day cac dia tiép xtic hogc phién kinh ngay sau khi cy va dit tré lai vao hdp van chuyén.

6.3 Phwong phap ding gac hodc vailbet bidn
6.3.1 Phwong phap dung gac

LAy gac ra khdi bao géi vd tring va 1am dm dAu mut blng cach nhung vao éng nghiém cé chira dich
pha loang. An dAu mut clia miéng gac vao thanh éng dé bé phin nuéc du. D3t dhu mut miéng gac ién
bé mat cAn kiém tra va vach trén mét viing rong 20 cm ? dén 100 cm 2, trong khi quay miéng gac gilra
ngén tay trd va ngén tay cai theo hai hurdng tlr cac géc phii sang trai.

B& hodc c&t que cAm mot cach vé tring va dét miéng gac vao éng nghiém dyng chét 16ng.
6.3.2 Phwong phap dung bot bidn/vai
M& tui hodc hdp bing chét déo ding miéng vai hoéc miéng bot bién.

Ding kep vd triing hodc mang géng tay vé trung dé |4y miéng vai hoac bot bién ra. Lam am bot bién
hoic miéng vai bing mdt Igng vira dl cia dich pha loang. D&i voi cac bé mat da &m thi khong cn.

Pit lai miéng vai hodc miéng bot bién vao tli dyng béng chét déo va ddy that Kin.

L4y miu bd mat da chon theo hai huwdng vudng géc, thay bé mat clia miéng vai hodc bot bidn. DAt
miéng vai hodc bot bidn ndy vao hdp dyng vd tring, bd sung dich pha lodng va day nép. Thém mot
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lwgng vira dU 62 xéac dinh cla dich pha lodng sao cho miéng vai hoac bot bién van dm cho dén khi
phan tich.

Cach khac, mé tui chét déo chira miéng vai hoac bot bién. Kep chat miéng bot bién & cubi tui, kéo tui
nguoc theo tay. Ding miéng bet bién dé 14y m&u nhw mé ta & trén va chuyén miéng vai hodc bot bién
v&0 tUi chét déo vé trung. D4y that kin nép.

7 Vén chuyén

Van chuyén mau da l&y dugc bang phuong phap ding gac, tét nhat a trong khodng 4 h @& trong hop
lanh & 1 °C dén 4 °C. Tién hanh kiém tra trong phong th( nghiém cang sém cang tét, khong dé qua
24 h, nhu mo ta trong Diéu 8.

Chuyén dia tiép xuc va/hodc phién kinh nhing, tét nhét trong khodng 4 h dé tranh nhiém bén.

8 Cach tién hanh
8.1 Phwong phap dung dia tiép xic

U cac @Ta tiép xtc hodic phién kinh nhung tlly theo kiéu loai vi sinh vat cdn dém (xem Cha thich cta
Didu 4).

Khéng st dung phirong phap dung dia tiép xic & phat hién cy thé cac vi sinh vay gay bénh.
8.2 Phwong phap dung gac

Tron ky legng chira trong céc éng co chira gac, dung bd trdn (5.9) trong 30 s, chinh tdc d6 sao cho
thanh éng dwoc lam uét dén khodng tir 2 cm dén 3 cm tinh tir dinh bng.

Thém mét lwgng dich pha lo&ng hodc chét trung hoa (4.1), tuy thudc vao dién tich chn kiém tra (vi du:
100 ml cho 100 cm?), vao tui chit déo dyng miéng vai hodc bot bién. Sau dé x( Iy lweng chira trong tli
trong bd trén nhu ddng (5.10) trong 1 min, hodc béng bd trdn Ic ngang (5.10) trong 30 s, dé thu dwoc
huy&n phu ban dau.

Néu dy kién co luong 1&n vi sinh vat thi chudn bi cac dung dich pha lodng thap phan tiép theo trong
dich pha loang nuéc pepton dé thu dwoc sé khudn lac cé thé dém dugc [xem TCVN 6507-1
(1ISO 6887-1)).

TUy theo phuong phéap dinh lugng duwoc sir dung (xem céc tiéu chudn trong (ng), cdy huyén phi ban
d4u vao cac dia kép dyng modi trrdng, sir dung 1 mi dich cdy trén mébi dia rét va 0,1 ml dich cay cho ky
thuat dan dia. Xt Iy céc dung dich pha lo&ng tiép theo theo cung cach. L&l nguoc cac dia va U trong
khoéng théi gian va nhiét dé thich hap cho tirng loai méi trurdng.

10
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Dé thay thé cho phuong phap dé dia néi trén, co thé sir dung phwong phap dia nho giot. Bét diu voi
dung dich pha lodng nhét, dung pipet vo trung chuyén cac lvong 0,05 mi cla cac huy&n phu ban d4u
(gac, vai hoac bot bién) va cac dung dich pha lodng tiép thec sang cac phan thich hop clia méi truéng
cay 33 dwoc danh dau trén day dia thach (cac dia kép, st dung cling dung dich pha loang ddi véi cac
dfa thach khac nhau). M3i dia thach da lam khd trwdc co thé duoc dung dé nhé giot cho khéng nhiéu
hon sau dung dich pha lodng khac nhau. S dyng k¥ thuat pipet hit ngroc bang cach &n hdn pittong
xubng khi hit lwgng 0,05 ml va céy vao céac dia bing cach &n pittong chi vao diém dirng thiy nhét. Gitr
cac dia thach & tw thé ndm ngang (ndp hudng 1én trén) cho dén bé mat thach khé.

Néu st dung phurrong phap dung gac dé kiém tra sy co mét cla cac vi sinh vat cy thé (vi du: Listeria
monocytogens hodc Salmonelfa spp.). thi dién tich cin kiém tra it nhat phai 13 100 cm? va tét nhét 1a
1000 cm 2. Chuyén gac, vai hodc bot bién vao canh thang tang sinh thich hop va tron k7.

8.3 Phat hién va dém khudn lac
8.3.1 Phwong phap dia tiép xac

Dém sb lwong cac khudn lac didn hinh trén cac dia tiép xic hodc phién kinh nhung tryc tiép sau thoi
gian G qui dinh va khéng dinh theo cac vi sinh vat can tim, néu can.

8.3.2 Phwong phap dung gac (gdm vai hodc bot bién)

Pém sé lvong khudn lac didn hinh trén mdi dia va khing dinh theo cac vi sinh vat can tim, néu cin.
8.3.3 Phwong phap dung dia nhé giot

Dém sb lrong cac khudn lac trén méi dia tai cac dung dich pha loang cho 5 dén 50 khudn lac.
8.3.4 Qui trinh ting sinh

Sau khi tang sinh so bo, tién hanh theo hiréng din cla nha san xuét ddi véi cac vi sinh vat can tim.

9 Tinh va biéu thj két qua

CANH BAO - Vi phwong phap dung dia tiép xtic va phwrong phap dung vailgac khéng cho cac
két qua gibng nhau, do 46 cn phai néu rd trong két qua phirong phap da sir dung.

9.1 Phwong phap ding dia tiép xuc

Chia sé Iurgng cac khudn lac dic treng cho dién tich bé mat cia dia. Ghi lai s6 dém 1a sé lugng don vi
hinh thanh khuan lac (CFU) trén centimet vudng bé& mat.

1
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9.2 Phwong phap ding gac (ké ca vai va bot bién)

9.2.4 Tinh sé don vi hinh thanh khudn lac (CFU) trén mililit huyén phi ban ddu, theo tiéu chudn cé
lien quan.

9.2.2 Tinh s& don vi hinh thanh khudn lac (CFU) trén centimet vudng bé& mat cdn kiém tra, Ns theo
cdng thirc sau day:

trong dé
N 1a sé Irong CFU trong 1 ml dung dich pha loang (ho#c chét I6ng trung hoa);

F 1a dung dich pha lo&ng (hodc chét Idng trung hoa) trong éng hodc trong tui ddng héba, tinh
béng mililit (ml);

A 1a bé méat cAn kiém tra, tinh béing centimet vudng (cm?);
D 12 sé nghich ddo cia db pha lo&ng da dung.

9.2.3 Déi v&i phrong phap dia nhé giot, tinh sé lweng N, CFU trén mililit dung dich huyén phu, theo
cong thirc sau:

L S:C
" " V(n, +01n,)d

trong do6

> C  la sb lvong khudn lac dém dugc trén tét ca cac giot duoc gi lai tir hai dung dich pha
loang lién tiép, trong 4o it nhét mot gipt chira 5 khuén lac;

V Ia thé tich chét cdy @4 dung trong mdi giot (trong trieong hop nay la 50 ul)
n, la sbé giot duoc gitr lai & 49 pha lodng ther nhét;

n, la sb giot duoc gitr lai & d6 pha lodng thir hai;

d Ia hé sé pha loang (rng v&i dd pha lodng thir nhét duwec gilr lai.

D& thu duwoc sé dém trén centimet vudng bé mat, st dyung cong thirc:
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trong dé

F |a dung dich pha loang (hoac chat ldng trung nda; irong drg noéc trong Ui déng héa, tinh
oang mililit (ml);

A la dign tich da lau, tinh béng centimet vuéng (cm?).

9.2.4 Néu khong xac dinh dwoc dién tich da lau, thi tinh sé lwong CFU trén m&i miéng gac, Ns,, theo

¢éng thure sau:
Ngw =NxFxD

Khi str dung cac phwong phap ban dinh luong, thi cac két qua thu dugc theo CFU trén centimet
vudng b& mat co thé dwoc goi 1a diém vé sinh. Vi cac diém sé nay co thé thay di nhidu tuy thudc
vao cac bé mat cin kiém tra, do 86 nén cin dugc cac bén quan tdm xac dinh va di dén théng nhét.

9.2.5 Trong treéng hop cac qui trinh tang sinh, thi bao cao vi sinh vat dich la phat hién dugc hoac
khéng phat hién dwoc trong dién tich da lau, hodc trén méi miéng gac néu khong biét dién tich.
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Thir muyc tai ligéu tham khao

EN 12761997, Chemical disinfectants and antiseptics— Quantitative suspension tests for the
evaluation of bactericidal activity of chemical disinfectants and antiseptics used in the food,
industrial domestic and institutional areas — Test methods and requirements (phase 2, step 1)

EN 1650:1987, Chemical disinfectants and antiseptics— Quantitative suspension test for ihe
evaluation of fungicidal activity of chemical disinfectants and antiseptics in food, industrial,
domestic, and industrial areas — Test method and requirements (phase 2 step 1)

EN 13697:2001, Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative non-porous surface
test for the evaluation of bactericidal and/or fungicidal activity of chemical disinfectants used
in food, industrial, domestic and industrial areas— Test method and requirements without
mechanical action (phase 2/step 2)

EN 13704:2002. Chemical disinfectants and antiseptics— Quantitative suspension test for
the evaluation of spohcidal activity of chemical disinfectants used in food, industrial, domestic
and industrial areas — Test and requirements {phase 2. step 1)

TCVN 6263 (ISO 8261) Sita va sén phdm sira ~ Huwéng ddn chung vé chuén bj méu thi,
huyén phu ban dau va dung djch pha lo&ng thép phén dé kiém tra vi sinh vét

TCVN 8128-1: 2008 (ISO/TS 11133-1:2009), Vi sinh vét trong thuc phdm va thire &n chén
nubi - Huong dén chudn bj vé san xuét méi trueong nudi cdy - Phén 1: Huwong ddn chung vé
dam bao chét luwong dbi voi viéc chudn bi méi trudng nudi cdy trong phong thir nghiém




