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Lêi nãi ®Çu 

TCVN 7903:2008 hoµn toµn t−¬ng ®−¬ng víi ISO 21871:2006; 

TCVN 7903:2008 do Ban kü thuËt tiªu chuÈn quèc gia TCVN/TC/F13 

Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch vµ lÊy mÉu biªn so¹n, Tæng côc Tiªu chuÈn §o 

l−êng ChÊt l−îng ®Ò nghÞ, Bé Khoa häc vµ C«ng nghÖ c«ng bè. 
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Lêi giíi thiÖu 
 

Do tÝnh ®a d¹ng cña thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i nªn ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ kh«ng thÝch hîp ®Õn 

tõng chi tiÕt cho tõng s¶n phÈm cô thÓ. Trong tr−êng hîp nµy, cã thÓ sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c 

®Æc tr−ng cho tõng s¶n phÈm, nÕu hoµn toµn chØ v× lý do kü thuËt. Tuy nhiªn, cÇn cè g¾ng ¸p dông 

ph−¬ng ph¸p nµy khi cã thÓ. 

Khi tiªu chuÈn nµy ®−îc so¸t xÐt th× cÇn ph¶i tÝnh ®Õn mäi th«ng tin liªn quan ®Õn ph¹m vi mµ ph−¬ng 

ph¸p ®Õm ®Üa nµy ph¶i tu©n theo vµ c¸c nguyªn nh©n g©y sai lÖch so víi ph−¬ng ph¸p trong tr−êng 

hîp c¸c s¶n phÈm cô thÓ. 

ViÖc hµi hoµ c¸c ph−¬ng ph¸p thö cã thÓ kh«ng thùc hiÖn ®−îc ngay vµ ®èi víi mét vµi nhãm s¶n phÈm 

cã thÓ tån t¹i c¸c tiªu chuÈn quèc tÕ vµ/hoÆc tiªu chuÈn quèc gia mµ kh«ng phï hîp víi tiªu chuÈn 

nµy. Trong tr−êng hîp cã s½n tiªu chuÈn quèc tÕ cho s¶n phÈm cÇn thö nghiÖm th× ph¶i tu©n theo tiªu 

chuÈn ®ã. Th«ng th−êng khi c¸c tiªu chuÈn ®ã ®−îc so¸t xÐt, th× chóng ph¶i ®−îc söa ®æi ®Ó phï hîp 

víi tiªu chuÈn nµy, sao cho cuèi cïng chØ cßn c¸c sai lÖch víi ph−¬ng ph¸p ®Õm ®Üa nµy lµ v× c¸c lý do 

kü thuËt ®−îc thõa nhËn. 
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T I ª u   c h u È n   q u è c   g i a tcvn 7903:2008 

XuÊt b¶n lÇn 1 

 

  

Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i −−−−  

Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh sè l−îng nhá Bacillus cereus gi¶ ®Þnh −−−−  

Ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn vµ kü thuËt tÝnh sè cã x¸c suÊt lín nhÊt  

Microbiology of food and animal feeding stuffs − Horizontal method                                     

for the determination of low number of presumptive Bacillus cereus − 

Most probable number technique and detection method 

 

1  Ph¹m vi ¸p dông  

Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn hoÆc ®Þnh l−îng sè l−îng nhá Bacillus cereus gi¶ ®Þnh 

b»ng kü thuËt tÝnh sè cã x¸c suÊt lín nhÊt. Tiªu chuÈn nµy cã thÓ ¸p dông cho: 

− c¸c s¶n phÈm dïng cho con ng−êi vµ thøc ¨n ch¨n nu«i; 

− c¸c mÉu m«i tr−êng trong khu vùc chÕ biÕn vµ vËn chuyÓn thùc phÈm. 

2    Tµi liÖu viÖn dÉn 

C¸c tµi liÖu viÖn dÉn sau lµ rÊt cÇn thiÕt cho viÖc ¸p dông tiªu chuÈn. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn ghi 

n¨m c«ng bè th× ¸p dông phiªn b¶n ®−îc nªu. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn kh«ng ghi n¨m c«ng bè th× 

¸p dông phiªn b¶n míi nhÊt, bao gåm c¶ c¸c söa ®æi. 

TCVN 6507 (ISO 6887) (tÊt c¶ c¸c phÇn),  Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i − ChuÈn bÞ 

mÉu thö, dung dÞch huyÒn phï ban ®Çu vµ c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n ®Ó kiÓm tra vi sinh vËt.  

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i − Yªu cÇu chung vµ h−íng 

dÉn kiÓm tra vi sinh vËt. 

TCVN 6263 (ISO 8261),  S÷a vµ s¶n phÈm s÷a − H−íng dÉn chung vÒ chuÈn bÞ mÉu thö, huyÒn phï 

ban ®Çu vµ dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n ®Ó kiÓm tra vi sinh vËt 
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ISO/TS 11133−1,  Microbiology of food and animal feeding stuffs − Guidelines on preparation and 

production of culture media − Part 1: General guidelines on quality assurance for the preparation of 

culture media in the laboratory (Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i − H−íng dÉn chuÈn bÞ 

vµ t¹o m«i tr−êng cÊy − PhÇn 1: C¸c h−íng dÉn chung vÒ ®¶m b¶o chÊt l−îng cho viÖc chuÈn bÞ m«i 

tr−êng cÊy trong phßng thö nghiÖm) 

ISO/TS 11133−2,  Microbiology of food and animal feeding stuffs − Guidelines on preparation and 

production of culture media − Part 2: Practical guidelines on performance testing of culture media (Vi 

sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i − H−íng dÉn chuÈn bÞ vµ t¹o m«i tr−êng cÊy − PhÇn 2: 

C¸c h−íng dÉn thùc hµnh vÒ thö tÝnh n¨ng cña m«i tr−êng cÊy). 

3   ThuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa 

Trong tiªu chuÈn nµy sö dông c¸c thuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa sau ®©y: 

3.1 

Bacillus cereus gi¶ ®Þnh (presumptive Bacillus cereus) 

Vi sinh vËt h×nh thµnh c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh hoÆc kh«ng ®iÓn h×nh trªn bÒ mÆt m«i tr−êng cÊy chän 

läc vµ cho ph¶n øng kh¼ng ®Þnh d−¬ng tÝnh d−íi c¸c ®iÒu kiÖn ®−îc qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy. 

Chó thÝch   §èi víi môc ®Ých thö nghiÖm thùc tÕ, th× ®Þnh nghÜa vÒ Bacillus cereus gi¶ ®Þnh ®−îc dïng lµm c¬ së 

cho quy tr×nh, kh«ng m« t¶ riªng c¸c chñng Bacillus cereus. Cô thÓ, phÐp thö kh¼ng ®Þnh lµ kh«ng ®ñ ®Ó ph©n 

biÖt gi÷a Bacillus cereus vµ c¸c loµi cña Bacillus kh¸c cã liªn quan gÇn gòi nh−ng th−êng Ýt gÆp nh− Bacillus 

weihenstephanensis, Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides vµ Bacillus pseudomycoides.  

4 Nguyªn t¾c 

4.1   Ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng 

4.1.1   CÊy mét l−îng qui ®Þnh dung dÞch pha lo·ng ban ®Çu (huyÒn phï ban ®Çu) vµo ba èng nghiÖm 

®ùng m«i tr−êng t¨ng sinh láng chän läc nång ®é kÐp [5.3.1.1 a)]. 

4.1.2   CÊy mét l−îng qui ®Þnh dung dÞch pha lo·ng ban ®Çu (huyÒn phï ban ®Çu) vµo ba èng nghiÖm 

®ùng m«i tr−êng t¨ng sinh láng chän läc nång ®é ®¬n [5.3.1.1 b)]. Sau ®ã, trong cïng ®iÒu kiÖn, cÊy c¸c 

l−îng qui ®Þnh c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n cña dung dÞch pha lo·ng ban ®Çu (huyÒn phï ban 

®Çu) vµo ba èng nghiÖm kh¸c ®ùng m«i tr−êng t¨ng sinh chän läc nång ®é ®¬n [5.3.1.1 b)]. 

4.1.3   ñ Êm c¸c èng m«i tr−êng t¨ng sinh láng chän läc nång ®é ®¬n vµ nång ®é kÐp (5.3) ë 30 0C 

trong 48 h.  

4.1.4   Nu«i cÊy m«i tr−êng ®Æc chän läc  (5.4 hoÆc 5.5) tõ m«i tr−êng t¨ng sinh láng chän läc (5.3). 
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4.1.5   ñ Êm m«i tr−êng ®Æc chän läc  (5.4 hoÆc 5.5) tõ 18 h ®Õn 48 h ë 37 0C (5.4) hoÆc ë 30 0C (5.5) vµ 

kiÓm tra c¸c ®Üa vÒ sù cã mÆt cña c¸c khuÈn l¹c cho thÊy cã c¸c ®Æc tr−ng cña Bacillus cereus gi¶ ®Þnh. 

4.1.6   Kh¼ng ®Þnh c¸c khuÈn l¹c nghi ngê b»ng phÐp thö tan m¸u (9.1.5.3) hoÆc kiÓm tra b»ng kÝnh 

hiÓn vi (9.1.5.4). 

4.1.7   TÝnh sè cã x¸c suÊt lín nhÊt cña Bacillus cereus gi¶ ®Þnh trªn gam hoÆc mililit mÉu tõ c¸c dung 

dÞch pha lo·ng ®· chän b»ng c¸ch ®èi chøng víi c¸c b¶ng sè cã x¸c suÊt lín nhÊt. 

4.2   Ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn 

4.2.1   CÊy mét l−îng qui ®Þnh huyÒn phï ban ®Çu cña mÉu thö vµo m«i tr−êng t¨ng sinh láng chän 

läc (5.3). 

4.2.2   ñ èng nghiÖm ë 30 0C trong 48 h.  

4.2.3   Nu«i cÊy m«i tr−êng ®Æc chän läc  (5.4 hoÆc 5.5) tõ m«i tr−êng t¨ng sinh láng chän läc (5.3). 

4.2.4   ñ Êm m«i tr−êng ®Æc chän läc  (5.4 hoÆc 5.5) trong 18 h ®Õn 48 h ë 37 0C (5.4) hoÆc ë 30 0C (5.5) 

vµ kiÓm tra c¸c ®Üa vÒ sù cã mÆt cña c¸c khuÈn l¹c cho thÊy c¸c ®Æc tr−ng cña Bacillus cereus gi¶ ®Þnh. 

4.2.5   Kh¼ng ®Þnh c¸c khuÈn l¹c nghi ngê b»ng phÐp thö tan m¸u (9.1.5.3) hoÆc kiÓm tra h×nh thÓ b»ng 

kÝnh hiÓn vi (9.1.5.4). 

4.2.6   KÕt qu¶ ghi lµ "cã mÆt" hoÆc "kh«ng cã mÆt" Bacillus cereus gi¶ ®Þnh trªn gam hoÆc mililit s¶n phÈm. 

5   DÞch pha loLng, m«i tr−êng nu«i cÊy vµ thuèc thö 

5.1   Yªu cÇu chung 

VÒ thùc hµnh c¸c phßng thö nghiÖm hiÖn hµnh, xem TCVN 6404 (ISO 7218), ISO/TS 11133-1 vµ 

ISO/TS 11133-2. 

5.2   DÞch pha loLng 

Xem tÊt c¶ c¸c phÇn cña TCVN 6507 (ISO 6887), TCVN 6263 (ISO 8261) vµ bÊt kú tiªu chuÈn cô thÓ 

nµo kh¸c liªn quan ®Õn s¶n phÈm cÇn kiÓm tra. 

5.3   M«i tr−êng t¨ng sinh chän läc láng: Canh thang polymyxin ®Ëu t−¬ng trypton (TSPB) (xem [1]) 

5.3.1   M«i tr−êng c¬ b¶n 
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5.3.1.1   Thµnh phÇn 

 a) b) 

 M«i tr−êng nång ®é kÐp M«i tr−êng nång ®é ®¬n  

S¶n phÈm thuû ph©n casein b»ng enzym  34,0 g 17,0 g 

S¶n phÈm thuû ph©n ®Ëu t−¬ng b»ng enzym 6,0 g 3,0 g 

Natri clorua (NaCl) 10,0 g 5,0 g 

Glucoza 5,0 g 2,5 g 

Dikali hydro phosphat [K2HPO4] 5,0 g 2,5 g 

N−íc 1 000 ml 1 000 ml 

5.3.1.2   ChuÈn bÞ  

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn hoÆc m«i tr−êng c¬ b¶n hoµn chØnh trong n−íc b»ng c¸ch ®un nãng vµ l¾c. 

ChØnh pH sao cho sau khi khö trïng lµ 7,3 ± 0,2 ë 25 0C, nÕu cÇn. 

Ph©n phèi m«i tr−êng theo c¸c l−îng 10 ml [m«i tr−êng nång ®é kÐp (5.3.1.1 a)] vµ 9 ml [m«i tr−êng 

nång ®é ®¬n (5.3.1.1 b)] vµo c¸c èng nghiÖm cã dung tÝch thÝch hîp [vÝ dô: 16 mm x 160 mm (6.7)]  

Khö trïng trong nåi hÊp ¸p lùc (6.1) 15 min ë nhiÖt ®é 121 0C. 

5.3.2   Dung dÞch polymyxin B sulfat  

5.3.2.1   Thµnh phÇn 

Polymyxin B sulfat 500 000 ®¬n vÞ  

(t−¬ng ®−¬ng víi kho¶ng 0,05 g) 

N−íc 50 ml 

5.3.2.2   ChuÈn bÞ 

Hoµ tan polymyxin B sulfat trong n−íc. Läc ®Ó khö trïng. 

5.3.3   M«i tr−êng hoµn chØnh 

Ngay tr−íc khi sö dông, cho 200 µl (m«i tr−êng nång ®é kÐp) hoÆc 100 µl (m«i tr−êng nång ®é ®¬n) 

dung dÞch polymyxin B sulfat (5.3.2) vµo mçi èng ®ùng m«i tr−êng c¬ b¶n (5.3.1). 

5.3.4   KiÓm tra hiÖu n¨ng cña viÖc ®¶m b¶o chÊt l−îng m«i tr−êng nu«i cÊy 

VÒ ®Þnh nghÜa tÝnh chän läc vµ kh¶ n¨ng ph¸t triÓn, xem ISO/TS 11133-2. §èi víi viÖc kiÓm tra hiÖu qu¶ 

cña canh thang polymyxin ®Ëu t−¬ng trypton xem B¶ng 1. 
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B¶ng 1 −−−− KiÓm tra hiÖu n¨ng cña canh thang polymyxin ®Ëu t−¬ng trypton (TSPB) 

Chøc n¨ng ñ Êm Chñng kiÓm 
chøng 

Ph−¬ng ph¸p 
kiÓm chøng 

Tiªu chÝ Ph¶n øng ®Æc 
tr−ng 

Kh¶ n¨ng ph¸t 
triÓn 

48 h ë 30 0C B.cereus ATCC 
11778 hoÆc 

chñng gièng nh− 
®· ®¨ng ký trong 
c¸c bé s−u tËp 

kh¸c 

B¸n ®Þnh l−îng ≥ 10 cfu trªn 
PEMBA hoÆc 

MYP 

C¸c khuÈn l¹c 
®Æc tr−ng trªn 
PEMBA hoÆc 

MYP (xem 5.4.5 
hoÆc 5.5.6) 

TÝnh chän läc 48 h ë 30 0C E.coli ATCC 
25922 hoÆc 8739 

hoÆc chñng 
gièng nh− ®· 
®¨ng ký trong 
c¸c bé s−u tËp 

kh¸c 

B¸n ®Þnh l−îng  øc chÕ toµn bé − 

5.4  M«i tr−êng ®Æc chän läc: Th¹ch xanh bromothymol mannitol lßng ®á trøng pyruvat 

polymyxin (PEMBA) (xem [2]) 

5.4.1   M«i tr−êng c¬ b¶n 

5.4.1.1   Thµnh phÇn 

S¶n phÈm thuû ph©n casein b»ng enzym 1,0 g 

D-Mannitol 10,0 g 

Natri pyruvat 10,0 g 

Magie sulfat, MgSO4.7H2O 0,1 g 

Natri clorua 2,0 g 

Dinatri hydro phosphat (Na2HPO4) 2,5 g 

Dikali hydro phosphat (K2HPO4) 0,25 g 

Xanh bromothymol 0,12 g 

Th¹ch 9 g ®Õn 18 ga 

N−íc 940 ml 

a   Tuú thuéc vµo søc ®«ng cña th¹ch. 

5.4.1.2   ChuÈn bÞ 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn hoÆc m«i tr−êng c¬ b¶n hoµn chØnh kh« trong n−íc b»ng c¸ch ®un nãng vµ l¾c. 

ChØnh pH sao cho sau khi khö trïng lµ 7,2 ± 0,2 ë 25 0C, nÕu cÇn. 

Khö trïng trong nåi hÊp ¸p lùc (6.1) 15 min ë nhiÖt ®é 121 0C. 
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5.4.2   Dung dÞch polymyxin B sulfat 

ChuÈn bÞ theo 5.3.2. 

5.4.3   Dung dÞch nhò t−¬ng lßng ®á trøng 

Sö dông c¸c qu¶ trøng gµ t−¬i, s¹ch cã vá nguyªn vÑn. Röa s¹ch qu¶ trøng b»ng bµn ch¶i vµ dung 

dÞch chÊt tÈy röa. Tr¸ng röa d−íi vßi n−íc, ng©m 30 s trong dung dÞch etanol 70 % phÇn thÓ tÝch råi ®Ó 

kh«. Sö dông quy tr×nh v« trïng lµm vì qu¶ trøng, t¸ch riªng lßng ®á vµ lßng tr¾ng b»ng c¸ch chuyÓn 

qua chuyÓn l¹i lßng ®á trøng tõ nöa vá qu¶ nµy sang nöa vá kh¸c. Cho lßng ®á trøng vµo èng ®ong v« 

trïng vµ cho thªm bèn phÇn thÓ tÝch n−íc v« trïng. ChuyÓn vµo b×nh cÇu v« trïng (6.7) vµ trén m¹nh. 

Lµm nãng hçn hîp 2 h trªn nåi c¸ch thuû (6.4) ë 47 0C. Råi ®Ó yªn tõ 18 h ®Õn 24 h ë 3 0C ± 2 0C ®Ó 

h×nh thµnh kÕt tña. 

Thu lÊy phÇn nhò t−¬ng næi phÝa trªn mét c¸ch v« trïng. 

Nhò t−¬ng cã thÓ ®−îc b¶o qu¶n ë  3 0C ± 2 0C kh«ng qu¸ 72 h. 

C¶ hai m«i tr−êng ®Æc chän läc  trong tiªu chuÈn nµy ®−îc chuÈn bÞ tr−íc tõ 20 % nhò t−¬ng lßng ®á 

trøng nh− m« t¶ trong [3]. Nhò t−¬ng lßng ®á trøng s½n ®Ó sö dông cã b¸n trªn thÞ tr−êng, trong mét sè 

tr−êng hîp cã nång ®é kh¸c nhau. Cã thÓ sö dông c¸c nhò t−¬ng ®ã. Tuy nhiªn, cÇn theo chØ dÉn cña 

nhµ s¶n xuÊt, ®Æc biÖt lµ h¹n sö dông. Ngoµi ra, cÇn tu©n theo c¸c b−íc ®Ó ®¶m b¶o r»ng nhò t−¬ng ®ã 

lµ thÝch hîp cho viÖc sö dông lµm m«i tr−êng nu«i cÊy trong 5.4 vµ 5.5. 

5.4.4   M«i tr−êng hoµn chØnh (th¹ch PEMBA) 

5.4.4.1   Thµnh phÇn 

M«i tr−êng c¬ b¶n (5.4.1) 940 ml 

Dung dÞch polymyxin B sulfat (5.4.2) 10 ml 

Nhò t−¬ng lßng ®á trøng (5.4.3) 50 ml 

5.4.4.2   ChuÈn bÞ 

Lµm tan ch¶y vµ lµm nguéi m«i tr−êng c¬ b¶n trªn nåi c¸ch thuû (6.4) ë 47 0C. 

Lµm nãng c¸c thµnh phÇn kh¸c ®Õn cïng nhiÖt ®é vµ sau ®ã thªm tõng phÇn mét trong khi vÉn khuÊy. 

5.4.4.3   ChuÈn bÞ c¸c ®Üa th¹ch 

ChuyÓn vµo c¸c ®Üa Petri (6.9) c¸c l−îng kho¶ng 12,5 ml m«i tr−êng hoµn chØnh vµ ®Ó cho ®«ng ®Æc. 

Chó thÝch   L−îng th−êng dïng lµ 15 ml nh−ng v× c¸c lý do kü thuËt [2] mµ thay b»ng 12,5 ml. 

C¸c ®Üa nµy tr−íc khi ®Ó kh«, cã thÓ b¶o qu¶n ë 3 0C ± 2 0C ®Õn 4 ngµy. 
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Ngay tr−íc khi sö dông, lµm kh« c¸c ®Üa, tèt nhÊt th¸o bá n¾p ra vµ óp bÒ mÆt th¹ch xuèng, ®Æt trong tñ 

sÊy hoÆc tñ Êm (6.2) ®Ó ë 25 0C ®Õn 50 0C cho ®Õn khi bÒ mÆt th¹ch kh«. 

5.4.5   KiÓm tra hiÖu n¨ng cña viÖc ®¶m b¶o chÊt l−îng m«i tr−êng nu«i cÊy 

VÒ ®Þnh nghÜa tÝnh chän läc vµ kh¶ n¨ng ph¸t triÓn, xem ISO/TS 11133-2. §èi víi viÖc kiÓm tra hiÖu 

n¨ng cña th¹ch xanh bromothymol mannitol lßng ®á trøng pyruvat polymixin (PEMBA) xem B¶ng 2. 

B¶ng 2 −−−− KiÓm tra hiÖu n¨ng cña th¹ch xanh bromothymol mannitol lßng ®á trøng pyruvat 

polymixin (PEMBA) 

Chøc n¨ng ñ Êm Chñng kiÓm chøng Ph−¬ng ph¸p 
kiÓm chøng 

Tiªu chÝ Ph¶n øng ®Æc 
tr−ng 

Kh¶ n¨ng 
ph¸t triÓn 

18 h ®Õn 48 h 
ë 37 0C 

B.cereus ATCC 11778 
hoÆc chñng gièng nh− 
®· ®¨ng ký trong c¸c 

bé s−u tËp kh¸c 

§Þnh l−îng Ph¸t triÓn tèt C¸c khuÈn l¹c 
mµu hång cã 
vßng kÕt tña 

TÝnh chän läc 18 h ®Õn 48 h 
ë 37 0C 

E.coli ATCC 25922 
hoÆc 8739 hoÆc chñng 
gièng nh− ®· ®¨ng ký 
trong c¸c bé s−u tËp 

kh¸c 

§Þnh l−îng øc chÕ toµn 
bé 

− 

5.5   M«i tr−êng ®Æc chän läc: Th¹ch polymixin lßng ®á trøng mannitol (MYP) (xem [4]) 

5.5.1   M«i tr−êng c¬ b¶n 

5.5.1.1   Thµnh phÇn 

DÞch chiÕt thÞt 1,0 g 

S¶n phÈm thuû ph©n casein b»ng enzym 10,0 g 

D-Mannitol 10,0 g 

Natri clorua (NaCl) 10,0 g 

§á phenol 0,025 g 

Th¹ch 9 g ®Õn 18 ga 

N−íc 900 ml 

a   Tuú thuéc vµo søc ®«ng cña th¹ch. 

5.5.1.2   ChuÈn bÞ 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn hoÆc m«i tr−êng hoµn chØnh kh« trong n−íc b»ng c¸ch ®un nãng vµ l¾c. 

ChØnh pH sao cho sau khi khö trïng lµ 7,2 ± 0,2 ë 25 0C, nÕu cÇn. 

Ph©n phèi c¸c l−îng m«i tr−êng 90 ml vµo c¸c b×nh cÇu (6.7) cã dung tÝch thÝch hîp. 

Khö trïng 15 min trong nåi hÊp ¸p lùc (6.1) ë nhiÖt ®é 121 0C. 
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5.5.2   Dung dÞch polymyxin B sulfat 

ChuÈn bÞ theo 5.3.2. 

5.5.3   Dung dÞch nhò t−¬ng lßng ®á trøng 

ChuÈn bÞ theo 5.4.3. 

5.5.4   M«i tr−êng hoµn chØnh (th¹ch MYP) 

5.5.4.1   Thµnh phÇn  

M«i tr−êng c¬ b¶n (5.5.1) 90,0 ml 

Dung dÞch polymyxin B sulfat (5.5.2) 1,0 ml 

Dung dÞch nhò t−¬ng lßng ®á trøng (5.5.3) 10,0 ml 

5.5.4.2   ChuÈn bÞ 

Lµm tan ch¶y vµ lµm nguéi m«i tr−êng c¬ b¶n trªn nåi c¸ch thuû (6.4) ë 47 0C. 

Lµm nãng c¸c thµnh phÇn kh¸c ®Õn cïng nhiÖt ®é vµ sau ®ã thªm tõng phÇn mét trong khi vÉn khuÊy. 

5.5.5   ChuÈn bÞ c¸c ®Üa th¹ch 

Rãt vµo c¸c ®Üa Petri v« trïng (6.9) c¸c l−îng kho¶ng 15 ml ®Õn 20 ml m«i tr−êng hoµn chØnh (5.5.4) vµ 

®Ó cho ®«ng ®Æc. 

C¸c ®Üa nµy tr−íc khi ®Ó kh«, cã thÓ b¶o qu¶n ë 3 0C ± 2 0C ®Õn 4 ngµy. 

Ngay tr−íc khi sö dông, lµm kh« c¸c ®Üa, tèt nhÊt th¸o bá n¾p ra vµ óp bÒ mÆt th¹ch xuèng, ®Æt trong tñ 

sÊy hoÆc tñ Êm (6.2) ®Ó ë 25 0C ®Õn 60 0C cho ®Õn khi bÒ mÆt th¹ch kh«. 

5.5.6   KiÓm tra hiÖu n¨ng cña viÖc ®¶m b¶o chÊt l−îng m«i tr−êng nu«i cÊy 

VÒ ®Þnh nghÜa tÝnh chän läc vµ kh¶ n¨ng ph¸t triÓn, xem ISO/TS 11133-2. §èi víi viÖc kiÓm tra hiÖu 

n¨ng cña th¹ch polymixin lßng ®á trøng mannitol (MYP) xem B¶ng 3. 
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B¶ng 3 −−−− KiÓm tra hiÖu n¨ng cña th¹ch polymixin lßng ®á trøng mannitol (MYP) 

Chøc n¨ng ñ Êm Chñng kiÓm chøng Ph−¬ng ph¸p 
kiÓm chøng 

Tiªu chÝ Ph¶n øng ®Æc 
tr−ng 

Kh¶ n¨ng 
ph¸t triÓn 

24 h ®Õn 48 h 
ë 30 0C 

B.cereus ATCC 11778 
hoÆc chñng gièng nh− ®· 
®ang ký trong c¸c bé s−u 

tËp kh¸c 

§Þnh l−îng Ph¸t triÓn tèt C¸c khuÈn l¹c 
mµu ngäc lam 

cã vßng kÕt 
tña 

TÝnh chän läc 48 h ë 30 0C E.coli ATCC 25922 hoÆc 
8739 hoÆc chñng gièng 

nh− ®· ®ang ký trong c¸c 
bé s−u tËp kh¸c 

§Þnh l−îng øc chÕ toµn bé − 

5.6   Dung dÞch nhuém mµu ®Ó nhËn d¹ng b»ng kÝnh hiÓn vi 

5.6.1   Dung dÞch oxalat xanh malachit 

5.6.1.1   Thµnh phÇn 

Oxalat xanh malachit 5,0 g 

N−íc 100 ml 

5.6.1.2   ChuÈn bÞ 

Hoµ tan oxalat xanh malachit trong n−íc. 

5.6.2   Dung dÞch Sudan ®en B 

5.6.2.1   Thµnh phÇn 

Sudan ®en B 0,3 g 

Etanol, 70 % (phÇn thÓ tÝch) 100 ml 

5.6.2.2   ChuÈn bÞ 

Hoµ tan Sudan ®en B trong etanol. 

5.6.3   Xylen. 

5.6.4   Dung dÞch safranin 

5.6.4.1   Thµnh phÇn 

Safranin 0,5 g 

N−íc 100 ml 
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5.6.4.2   ChuÈn bÞ 

Hoµ tan safranin trong n−íc. 

5.7   Th¹ch m¸u cõu 

5.7.1   M«i tr−êng c¬ b¶n 

5.7.1.1   Thµnh phÇn 

S¶n phÈm thuû ph©n casein b»ng enzym  15 g 

S¶n phÈm thuû ph©n ®Ëu t−¬ng b»ng enzym 5 g 

Natri clorua (NaCl)                           5 g 

Th¹ch     tõ 9 g ®Õn 18 g a 

N−íc       1 000 ml 

a   Tuú thuéc vµo søc ®«ng cña th¹ch. 

5.7.1.2   ChuÈn bÞ 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn hoÆc m«i tr−êng hoµn chØnh kh« trong n−íc b»ng c¸ch ®un s«i. 

ChØnh pH sao cho sau khi khö trïng lµ 7,3 ± 0,2 ë 25 0C, nÕu cÇn.  

Ph©n phèi vµo c¸c b×nh cÇu (6.7) vµ khö trïng 15 min trong nåi hÊp ¸p lùc (6.1) ë 121 0C.  

5.7.2   M¸u cõu ®L khö sîi m¸u 

5.7.3   M«i tr−êng hoµn chØnh 

5.7.3.1   Thµnh phÇn 

M«i tr−êng c¬ b¶n (5.7.1) 100 ml 

M¸u cõu ®· khö sîi m¸u (5.7.2)  5 ml ®Õn 7 ml 

5.7.3.2   ChuÈn bÞ 

Sau khi nguéi ®Õn 47 0C, bæ sung m¸u cõu ®· khö sîi m¸u (5.7.2) vµo m«i tr−êng c¬ b¶n (5.7.1). Trén ®Òu. 

Rãt c¸c phÇn kho¶ng 15 ml m«i tr−êng hoµn chØnh (5.7.3) vµo c¸c ®Üa Petri v« trïng (6.9) vµ ®Ó cho 

®«ng ®Æc. 
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6   ThiÕt bÞ vµ dông cô thuû tinh 

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô cña phßng thö nghiÖm ph©n tÝch vi sinh th«ng th−êng [xem TCVN 6404 

(ISO 7218)], cô thÓ nh− sau: 

6.1   ThiÕt bÞ ®Ó khö trïng kh« (tñ sÊy) hoÆc khö trïng −ít (nåi hÊp ¸p lùc) 

Xem TCVN 6404 (ISO 7218). 

6.2   Tñ sÊy hoÆc tñ Êm, ®−îc th«ng giã ®èi l−u ®Ó lµm kh« c¸c ®Üa th¹ch, cã thÓ duy tr× ë nhiÖt ®é tõ 

25 0C ®Õn 50 0C. 

6.3   Tñ Êm, cã thÓ duy tr× ë nhiÖt ®é ë 30 0C ± 1 0C hoÆc 37 0C ± 1 0C. 

6.4   Nåi c¸ch thuû, cã kh¶ n¨ng duy tr× ë 47 0C ± 2 0C vµ kho¶ng 80 0C. 

6.5   Que cÊy vßng, b»ng platin/iridi hoÆc niken/crom hoÆc b»ng chÊt dÎo cã ®−êng kÝnh kho¶ng 3 mm. 

6.6   M¸y ®o pH, chÝnh x¸c ®Õn ± 0,1 ®¬n vÞ pH ë 25 0C. 

6.7   C¸c èng nghiÖm, cã c¸c kÝch th−íc víi dung tÝch thÝch hîp trªn 20 ml (vÝ dô: 16 mm x 160 mm), 

vµ c¸c b×nh cÊy ®Ó khö trïng vµ b¶o qu¶n m«i tr−êng nu«i cÊy.  

6.8   M¸y trén vortex. 

6.9   §Üa Petri, b»ng thuû tinh hoÆc chÊt dÎo, ®−êng kÝnh tõ 90 mm ®Õn 100 mm hoÆc 140 mm, nÕu cÇn. 

6.10   Pipet chia v¹ch, dung tÝch danh ®Þnh 10 ml vµ 1 ml, ®−îc chia v¹ch t−¬ng øng 0,5 ml vµ 0,1 ml. 

6.11   KÝnh hiÓn vi, cã vËt kÝnh dÇu. 

6.12   PhiÕn kÝnh hiÓn vi b»ng thuû tinh, kho¶ng 76 mm x 26 mm. 

6.13   GiÊy läc lç nhá, vÝ dô: lo¹i Whatman No.411). 

6.14   B×nh cÇu, cã kÝch th−íc thÝch hîp dïng cho ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn nÕu cÇn kiÓm tra c¸c thÓ tÝch 

mÉu thö lín h¬n (xem 9.2.2). 

                                           
1)  Whatman No.41 lµ mét vÝ dô vÒ s¶n phÈm thÝch hîp cã b¸n s½n. Th«ng tin nµy ®−a ra t¹o thuËn tiÖn cho ng−êi sö dông tiªu 

chuÈn, cßn ISO kh«ng Ên ®Þnh ph¶i sö dông chóng. 
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7   LÊy mÉu 

MÉu göi ®Õn phßng thö nghiÖm ph¶i lµ mÉu ®¹i diÖn. MÉu kh«ng bÞ h− háng hoÆc biÕn ®æi trong suèt 

qu¸ tr×nh vËn chuyÓn hoÆc b¶o qu¶n. 

ViÖc lÊy mÉu kh«ng qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy. NÕu ch−a cã tiªu chuÈn cô thÓ cho s¶n phÈm liªn 

quan th× c¸c bªn cã liªn quan nªn tho¶ thuËn víi nhau vÒ vÊn ®Ò nµy. 

8   ChuÈn bÞ mÉu thö 

ChuÈn bÞ mÉu thö theo phÇn t−¬ng øng cña TCVN 6507 (ISO 6887) hoÆc TCVN 6263 (ISO 8261) hoÆc 

tiªu chuÈn cô thÓ thÝch hîp ®èi víi s¶n phÈm cã liªn quan. NÕu kh«ng cã tiªu chuÈn cô thÓ th× c¸c bªn 

liªn quan nªn tho¶ thuËn vÒ vÊn ®Ò nµy. 

9   C¸ch tiÕn hµnh 

9.1   Ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng 

9.1.1   PhÇn mÉu thö, huyÒn phï ban ®Çu vµ c¸c dung dÞch pha loLng 

Xem phÇn thÝch hîp cña TCVN 6507 (ISO 6887) tïy thuéc vµo s¶n phÈm cã liªn quan, hoÆc         

TCVN 6263 (ISO 8261). 

Chó thÝch   §Ó ®Þnh l−îng c¸c bµo tö Baclillus cereus gi¶ ®Þnh, cÇn lµm nãng dung dÞch pha lo·ng ban ®Çu ë  

80 0C trong 10 min trªn nåi c¸ch thuû (6.4). 

9.1.2   CÊy vµ ñ 

CÊy vµo mét d·y ba èng nghiÖm chøa m«i tr−êng nång ®é kÐp [5.3.1.1 a)] mçi èng 10 ml dung dÞch pha 

lo·ng ban ®Çu (huyÒn phï ban ®Çu) vµ trén c¸c phÇn mÉu thö víi m«i tr−êng sö dông dông cô trén èng 

thö nghiÖm (6.8). C¸c phÇn mÉu thö nµy t−¬ng øng víi 1 g mÉu trªn èng. 

CÊy vµo mét d·y ba èng nghiÖm chøa m«i tr−êng nång ®é ®¬n [5.3.1.1 b)] mçi èng 1 ml dung dÞch pha 

lo·ng ban ®Çu (huyÒn phï ban ®Çu) (b»ng 0,1 g mÉu trªn èng) hoÆc cña c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp 

ph©n tiÕp theo (b»ng 0,01 g, 0,001 g, ...mÉu thö trªn èng) vµ trén c¸c phÇn mÉu thö víi m«i tr−êng sö 

dông dông cô trén èng thö nghiÖm (6.8).  

ñ c¸c ®Üa ®· cÊy trong tñ Êm (6.3) ë 30 0C trong 48 h ± 4 h. 
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9.1.3   CÊy truyÒn  

Sau khi trén kü èng nghiÖm b»ng dông cô trén èng (6.8) dïng vßng que cÊy (6.5) cÊy v¹ch dÞch cÊy tõ 

mçi èng lªn bÒ mÆt th¹ch xanh bromothymol mannitol lßng ®á trøng pyruvat polymyxin (PEMBA) (5.4) 

hoÆc th¹ch polymyxin lßng ®á trøng mannitol (MYP) (5.5). 

ñ c¸c ®Üa ®· cÊy cïng víi n¾p ®Ëy ë 37 0C (PEMBA) hoÆc ë 30 0C (MYP) trong 18 h ®Õn 24 h. NÕu c¸c 

khuÈn l¹c ch−a ®−îc râ rµng th× ñ tiÕp c¸c ®Üa nµy thªm 24 h. NÕu sö dông PEMBA th× viÖc ñ thªm cã 

thÓ tiÕn hµnh ë nhiÖt ®é phßng. 

9.1.4   Chän c¸c ®Üa 

9.1.4.1   Yªu cÇu chung 

Sau khi ñ xong, kiÓm tra c¸c ®Üa vÒ sù cã mÆt cña c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh hoÆc kh«ng ®iÓn h×nh. 

9.1.4.2   KhuÈn l¹c ®iÓn h×nh 

Trªn PEMBA, c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh cña Bacillus cereus gi¶ ®Þnh cã kÝch th−íc tõ 2 mm ®Õn 5 mm, 

cã viÒn ngoµi kh«ng ®Òu, rêi r¹c vµ gièng h×nh rÔ cã bÒ mÆt ph¶n chiÕu, cã mµu xanh ngäc lam ®Õn 

xanh biÕc, cã thÓ cã t©m khuÈn l¹c mµu x¸m trªn nÒn xanh vµ cã quÇng kÕt tña (ph¶n øng cña lßng ®á 

trøng) réng ®Õn 5 mm. 

Trªn MYP, c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh cña Bacillus cereus gi¶ ®Þnh cã kÝch th−íc tõ 2 mm ®Õn 5 mm vµ rêi 

r¹c. Chóng cã mµu hång trªn nÒn ®á thÉm vµ cã quÇng kÕt tña bao quanh (ph¶n øng cña lßng ®á 

trøng) réng ®Õn 5 mm. 

9.1.4.3   KhuÈn l¹c kh«ng ®iÓn h×nh 

NÕu c¸c ®Üa cã mét l−îng lín hÖ vi sinh nÒn mµ lªn men mannitol, th× ®é mµu ®Æc tr−ng cña c¸c khuÈn 

l¹c vµ cña nÒn cã thÓ bÞ gi¶m hoÆc kh«ng nh×n thÊy ®−îc. Ngoµi ra, mét sè chñng Bacillus cereus gi¶ 

®Þnh chØ ph¶n øng nhÑ lßng ®á trøng hoÆc hoµn toµn kh«ng ph¶n øng. Trong c¸c tr−êng hîp ®ã vµ 

trong mäi tr−êng hîp nghi ngê, th× c¸c khuÈn l¹c nµy cÇn ®−îc göi ®i ®Ó kh¼ng ®Þnh. 

9.1.5   Kh¼ng ®Þnh 

9.1.5.1   Yªu cÇu chung 

C¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh (9.1.4.2) vµ c¸c khuÈn l¹c kh«ng ®iÓn h×nh (9.1.4.3) trªn PEMBA hoÆc MYP 

ph¶i ®−îc kh¼ng ®Þnh b»ng phÐp thö tan m¸u trªn th¹ch m¸u cõu. C¸ch kh¸c, c¸c khuÈn l¹c ®iÓn 

h×nh(9.1.4.2) vµ c¸c khuÈn l¹c kh«ng ®iÓn h×nh (9.1.4.3) trªn PEMBA (nh−ng kh«ng trªn MYP) cã thÓ 

®−îc kh¼ng ®Þnh b»ng kiÓm tra qua kÝnh hiÓn vi. 
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9.1.5.2   Chän vµ tinh s¹ch c¸c khuÈn l¹c ®Ó kh¼ng ®Þnh 

Tõ mçi ®Üa ®· chän trong 9.1.4 chän lÊy ba khuÈn l¹c. NÕu trªn ®Üa cã Ýt h¬n ba khuÈn l¹c th× lÊy tÊt c¶ 

c¸c khuÈn l¹c cã mÆt. Kh¼ng ®Þnh c¸c khuÈn l¹c nµy theo quy ®Þnh trong 9.1.5.3 hoÆc 9.1.5.4. 

NÕu trªn c¸c ®Üa cã c¸c khuÈn l¹c mäc qu¸ dµy vµ kh«ng thÓ chän ®−îc khuÈn l¹c t¸ch biÖt râ, th× lÊy 

tõng phÇn khuÈn l¹c tõ ba ®iÓm vµ cÊy v¹ch lªn c¸c ®Üa chøa m«i tr−êng ®Æc chän läc  (5.4 hoÆc 5.5). 

ñ trong tñ Êm (6.3) ë 37 0C (PEMBA) hoÆc 30 0C (MYP) trong 18 h ®Õn 24 h. Tõ mçi ®Üa chän Ýt nhÊt 

mét khuÈn l¹c t¸ch biÖt tèt. Kh¼ng ®Þnh c¸c khuÈn l¹c nµy theo 9.1.5.3 hoÆc 9.1.5.4. 

9.1.5.3   Kh¼ng ®Þnh b»ng phÐp thö tan m¸u trªn th¹ch m¸u cõu (MYP hoÆc PEMBA) 

CÊy v¹ch c¸c khuÈn l¹c ®· chän (9.1.4.2 hoÆc 9.1.4.3) tõ MYP hoÆc PEMBA lªn bÒ mÆt th¹ch m¸u cõu 

(5.7) theo c¸ch sao cho c¸c khuÈn l¹c mäc t¸ch biÖt tèt ph¸t triÓn. 

ñ ë 30 0C trong 24 h vµ ®äc ph¶n øng thö tan m¸u. 

Mçi khuÈn l¹c ®−îc bao quanh bëi quÇng s¸ng ®−îc coi lµ d−¬ng tÝnh víi thö tan m¸u. 

9.1.5.4   Kh¼ng ®Þnh b»ng kiÓm tra qua kÝnh hiÓn vi (PEMBA) 

9.1.5.4.1   Nhuém mµu 

ChuyÓn mét sè phÇn tõ t©m cña khuÈn l¹c trong tr−êng hîp c¸c dÞch cÊy ®−îc 24 h hoÆc tõ phÝa ngoµi 

nÕu c¸c khuÈn l¹c ®−îc cÊy l©u h¬n, sö dông vßng que cÊy (6.5) sang phiÕn kÝnh hiÓn vi ®· tÈy nhên 

(6.12) vµ nghiÒn trong mét giät n−íc nhá. §Ó kh« trong kh«ng khÝ vµ cè ®Þnh b»ng nhiÖt nãng. Sau ®ã 

nhuém mµu c¸c bµo tö trªn nåi n−íc s«i cã dung dÞch xanh malachit (5.6.1). Sau 2 min, tr¸ng röa l−îng 

thuèc nhuém d− b»ng n−íc, lµm kh« phiÕn kÝnh vµ phñ lªn mét líp Sudan ®en B (5.6.2) ®Ó nhuém chÊt 

bÐo trong tÕ bµo. §Ó ph¶n øng x¶y tra trong 15 min, råi röa b»ng xylen (5.6.3), lµm kh« b»ng giÊy läc 

(6.13) vµ nhuém l¹i b»ng dung dÞch safranin (5.6.4) ®Ó nhuém c¸c tói bµo tö. Sau 20 s, ®æ l−îng thuèc 

nhuém d−, tr¸ng b»ng n−íc vµ ®Ó kh« trong kh«ng khÝ. 

9.1.5.4.2   KiÓm tra b»ng kinh hiÓn vi 

KiÓm tra phiÕn kÝnh d−íi kÝnh hiÓn vi (6.11) sö dông dÇu. Th«ng th−êng c¸c tÕ bµo d¹ng trùc khuÈn lín 

cña Bacillus cereus gi¶ ®Þnh ®−îc s¾p xÕp theo chuçi vµ cã chiÒu dµi tõ 4 µm ®Õn 5 µm, réng tõ 1 µm 

®Õn 1,5 µm vµ chøa c¸c l−îng lín chÊt bÐo trong tÕ bµo ®−îc nhuém mµu ®en. C¸c bµo tö mµu xanh 

cã thÓ ë trung t©m hoÆc ë gÇn cuèi, nh−ng chóng kh«ng bao giê lµm ph×nh c¸c tói bµo tö mµu ®á. 

9.2   Ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn 

9.2.1   PhÇn mÉu thö vµ huyÒn phï ban ®Çu  
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Xem phÇn thÝch hîp cña TCVN 6507 (ISO 6887) tïy thuéc vµo s¶n phÈm cã liªn quan, hoÆc         

TCVN 6263 (ISO 8261). 

9.2.2   CÊy vµ ñ 

Cho 1 ml huyÒn phï ban ®Çu vµo 9 ml canh thang nång ®é ®¬n TSPB (5.3) (nghÜa lµ 0,1 g hoÆc 0,1 ml 

mÉu thö) hoÆc 10 ml huyÒn phï ban ®Çu vµo 10 ml canh thang nång ®é kÐp (5.3) (nghÜa lµ 1 g hoÆc       

1 ml mÉu thö . §èi víi c¸c thÓ tÝch lín h¬n cña phÇn mÉu thö, th× chuÈn bÞ huyÒn phï ban ®Çu b»ng 

c¸ch cho xml hoÆc xg vµo 9x ml dÞch pha lo·ng [xem phÇn t−¬ng øng cña TCVN 6507 (ISO 6887) hoÆc 

TCVN 6263 (ISO 8261)] råi thªm toµn bé huyÒn phï ban ®Çu vµo 90x ml canh thang nång ®é ®¬n 

TSPB (5.3) (nghÜa lµ thªm 5 ml hoÆc 5 g mÉu vµo 45 ml dÞch pha lo·ng, vµ cho toµn bé huyÒn phï ban 

®Çu nµy vµo 450 ml canh thang nång ®é ®¬n TSPB). 

ñ èng ®· cÊy (6.7) hoÆc b×nh cÇu (6.14) trong tñ Êm (6.3) ë 30 0C trong 48 h ± 4 h. 

9.2.3   CÊy truyÒn  

Sau khi trén kü, nÕu cã thÓ th× sö dông m¸y trén Vortex (6.8), dïng que cÊy vßng (6.5) cÊy v¹ch dÞch 

cÊy tõ èng hoÆc b×nh lªn bÒ mÆt th¹ch xanh bromothymol mannitol lßng ®á trøng pyruvat polymyxin 

(PEMBA) (5.4) hoÆc th¹ch polymyxin lßng ®á trøng mannitol (MYP) (5.5). Sau ®ã tiÕn hµnh theo 9.1.3, 

tõ ®o¹n thø hai. 

9.2.4   Chän c¸c ®Üa 

TiÕn hµnh theo 9.1.4. 

9.2.5   Kh¼ng ®Þnh 

TiÕn hµnh theo 9.1.5. 

10   TÝnh vµ biÓu thÞ kÕt qu¶ 

10.1    Ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng ®Ó x¸c ®Þnh sè cã x¸c suÊt lín nhÊt (MPN)  

§èi víi mçi ®é pha lo·ng m«i tr−êng t¨ng sinh láng chän läc ®· ®−îc cÊy (9.1.2), ghi l¹i sè l−îng èng 

nghiÖm cã mÆt Bacillus cereus gi¶ ®Þnh ®· ®−îc kh¼ng ®Þnh (9.1.5). ChØ râ c¸c èng nµy lµ c¸c èng 

d−¬ng tÝnh. 

Xem TCVN 6404 (ISO 7218) vÒ x¸c ®Þnh sè cã x¸c suÊt lín nhÊt (MPN) vµ c¸ch biÓu thÞ kÕt qu¶. 

10.2   Ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn 

Theo phÇn diÔn gi¶i kÕt qu¶, b¸o c¸o cã mÆt hay kh«ng cã mÆt Bacillus cereus gi¶ ®Þnh trong phÇn 

mÉu thö, nªu râ tÝnh theo gam hay mililit mÉu thö. 
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11   B¸o c¸o thö nghiÖm  

B¸o c¸o thö nghiÖm ph¶i ghi râ ph−¬ng ph¸p thö nghiÖm ®· sö dông (ph¸t hiÖn hay ®Þnh l−îng, m«i 

tr−êng ®· dïng) vµ kÕt qu¶ thö nghiÖm thu ®−îc; nªu râ ph−¬ng ph¸p biÓu thÞ kÕt qu¶. B¸o c¸o thö 

nghiÖm còng ®Ò cËp ®Õn mäi chi tiÕt thao t¸c kh¸c víi quy ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy hoÆc nh÷ng ®iÒu 

®−îc coi lµ tuú ý còng nh− c¸c sù cè bÊt kú mµ cã thÓ ¶nh h−ëng ®Õn kÕt qu¶. 

B¸o c¸o thö nghiÖm ph¶i bao gåm mäi th«ng tin cÇn thiÕt ®Ó nhËn biÕt ®Çy ®ñ vÒ mÉu thö. 
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         Phô lôc A 

(qui ®Þnh) 

S¬ ®å quy tr×nh ®Þnh l−îng 

 

 

 

ñ Êm ë 30 0C trong 48 h ± 4 h (9.1.2) 

Ph©n lËp trªn (9.1.3): 
−   PEMBA ë 37 0C trong 18 h ®Õn 24 h vµ ñ 

tiÕp 24 h, nÕu cÇn 
−   MYP ë 30 0C trong 18 h ®Õn 24 h vµ ñ tiÕp 

24 h, nÕu cÇn 

Chän 3 khuÈn l¹c nghi ngê (9.1.5.1, 9.1.5.2) 

 
10 ml huyÒn phï ban ®Çu cho vµo 3 èng ®ùng 

canh thang nång ®é kÐp TSPB (9.1.2) 
 

1 ml huyÒn phï ban ®Çu cho vµo 3 èng 
®ùng canh thang nång ®é ®¬n TSPB hoÆc 1 
ml mçi dung dÞch pha lo·ng tiÕp theo vµo 3 
èng ®ùng canh thang nång ®é ®¬n TSPB 

(9.1.2) 
 

Kh¼ng ®Þnh c¸c khuÈn l¹c t¸ch biÖt râ tõ PEMBA: 
− PhÐp thö tan m¸u (9.1.5.3) hoÆc kiÓm tra 

b»ng kÝnh hiÓn vi (9.1.5.4) 
Kh¼ng ®Þnh c¸c khuÈn l¹c t¸ch biÖt râ tõ MYP: 

− PhÐp thö tan m¸u (9.1.5.3) 
 

TÝnh to¸n MPN (10.1) 
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