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L&i gidi thiéu

Do tinh da dang cla thuc pham va thic &n chan nudi nén phuong phap nay cé thé khéng thich hap dén
tiing chi tiét cho tiing san pham cu thé. Trong trudng hop nay, c6 thé st dung cac phuong phap khac
dac trung cho tiing san phdm, néu hoan toan chi vi ly do ky thuat. Tuy nhién, can c6 gang ap dung

phuong phap nay khi c6 thé.

Khi tiéu chudn nay dudc soat xét thi can phai tinh d&n moi théng tin lién quan d&n pham vi ma phuong
phap dém dia nay phai tuan theo va cac nguyén nhan gay sai léch so véi phuang phap trong trudng

hdp cac san pham cu thé.

Viéc hai hoa cac phuong phap thlr cé thé khong thuc hién dudc ngay va ddi véi mot vai nhém san phadm
c6 thé t6n tai cac tiéu chuan qudc t& va/hodc tiéu chuan qudc gia ma khéng phu hop véi tiéu chuan
nay. Trong trudng hdp c6 san tiéu chudn quéc t& cho san pham can th{ nghiém thi phai tuan theo tiéu
chuén d6. Thong thudng khi cac tiéu chuan dé dudc soat xét, thi ching phai dudc slra ddi dé phu hop
véi tiéu chudn nay, sao cho cudi cling chi con cac sai léch véi phuong phap dém dia nay la vi cac ly do
ky thuat dugdc thura nhan.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 7903:2008

Xuat ban lan 1

Vi sinh vat trong thuc pham va thirc dn chin nudi -
Phuong phap xac dinh sé lugng nhé Bacillus cereus gia dinh —

Phuong phap phat hién va ky thuét tinh sd cé xac suat I6n nhat

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 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuong phap phat hién hoac dinh luong s6 ludng nho Bacillus cereus gia dinh

bang ky thuat tinh s6 c6 xac suét I16n nhat. Tiéu chudn nay cé thé ap dung cho:
— c4c san pham dung cho con ngudi va thiic an chan nuéi;

— c4c mau mdi trudng trong khu vuc ché bién va van chuyén thuc pham.

2 Tailiéu vién dan

CAc tai liéu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuén. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cong bé thi ap dung phién ban dudc néu. Déi v6i cac tai liéu vién dan khoéng ghi nam cong bé thi
ap dung phién ban méi nhat, bao gém ca céac stia déi.

TCVN 6507 (ISO 6887) (tat ca cac phan), Vi sinh vat trong thuc phdm va thic &n chan nuéi — Chuan bi
mau th, dung dich huyén phu ban dau va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat.
TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vat trong thuc pham va thiic &n chan nudi — Yéu ciu chung va huéng

dan kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6263 (ISO 8261), Sita va san pham sita — Hudng dan chung vé chuin bi mau thi, huyén phu

ban dau va dung dich pha loéng thap phan dé kiém tra vi sinh vat
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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 vat trong thuc pham va thic &n chdn nuédi — Huéng dan chuan bi
va tao moi truding cdy — Phan 1: Cac hudng dan chung vé dam bao chat luong cho viéc chudn bi moi
trudng cdy trong phong thir nghiém)

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 vat trong thuc pham va thiic &n chan nudi — Huéng dan chuén bi va tao méi trudng cdy — Phan 2:

Céc huéng dan thuc hanh vé thir tinh nang clia méi trudng cay).

3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay sl dung cac thuat ngir va dinh nghia sau day:

3.1

Bacillus cereus gia dinh (presumptive Bacillus cereus)

Vi sinh vat hinh thanh cac khuan lac dién hinh hodc khéng dién hinh trén bé mat moéi trudng cay chon

loc va cho phan (ing khang dinh duong tinh dudi cac diéu kién dudc qui dinh trong tiéu chudn nay.

CHU THICH Béi v6i muc dich thir nghiém thuc té&, thi dinh nghia vé Bacillus cereus gia dinh dudc dung 1am co sd
cho quy trinh, khéng mé ta riéng cac chlng Bacillus cereus. Cu thé, phép thir khéng dinh & khéng d0 dé phan
biét gilra Bacillus cereus va cac loai clia Bacillus khac c6 lién quan gan gii nhung thudng it gap nhu Bacillus

weihenstephanensis, Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides va Bacillus pseudomycoides.
4 Nguyén tic

4.1 Phuong phap dinh lugng

4.1.1 Cay mét luong qui dinh dung dich pha lodng ban dau (huyén phu ban d4u) vao ba ng nghiém
dung mai trudng tang sinh 16ng chon loc néng dé kép [5.3.1.1 a)].

4.1.2 Cay mét lugng qui dinh dung dich pha lodng ban dau (huyén phu ban dau) vao ba éng nghiém
dung moi trudng tang sinh 16ng chon loc néng d6 don [5.3.1.1 b)]. Sau db, trong cling diéu kién, cay cac
lugng qui dinh cac dung dich pha loang thap phan cla dung dich pha loang ban dau (huyén phu ban
dau) vao ba éng nghiém khac dung mai trudng tang sinh chon loc néng dé don [5.3.1.1 b)].

4.1.3 U am cac 6ng mdi trudng tang sinh 1dng chon loc ndng dd don va ndng dd kép (5.3) & 30 °C
trong 48 h.

4.1.4 Nubi cdy méi trudng dac chon loc (5.4 hoadc 5.5) tir méi trudng tang sinh 16ng chon loc (5.3).
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4.1.5 U dm mai trudng dac chon loc (5.4 hodc 5.5) tir 18 h dén 48 h & 37 °C (5.4) hozc & 30 °C (5.5) va

kiém tra cac dia vé su c6 mat clia cac khuan lac cho thdy cé cac dic trung cla Bacillus cereus gia dinh.

4.1.6 Khing dinh cac khun lac nghi ngd bang phép thi tan mau (9.1.5.3) hoac kiém tra bang kinh
hién vi (9.1.5.4).

4.1.7 Tinh s6 c6 xac suét 16n nhat ctia Bacillus cereus gia dinh trén gam hoac mililit mau tif cac dung

dich pha loang da chon bang cach ddi chiing véi cac bang s6 c6 xac suat I6n nhat.
4.2 Phuong phap phat hién

4.21 Cd&y mét lugng qui dinh huyén phlu ban dau clia mau tht vao méi trudng tang sinh 1dng chon
loc (5.3).

4.2.2 U 8ng nghiém 4 30 °C trong 48 h.
4.2.3 Nubdi cdy moi trudng dac chon loc (5.4 hodc 5.5) tir moéi trudng tang sinh 16ng chon loc (5.3).

4.2.4 U dm mai trudng dac chon loc (5.4 hodc 5.5) trong 18 h dén 48 h & 37 °C (5.4) hoac & 30 °C (5.5)

va kiém tra cac dia vé su c6 mét clia cac khuan lac cho thay cac dac trung clia Bacillus cereus gia dinh.

4.2.5 Khang dinh cac khuan lac nghi ngd bang phép thlr tan mau (9.1.5.3) ho#c kiém tra hinh thé bang
kinh hién vi (9.1.5.4).

4.2.6 K&t qua ghila "co mat" hoac "khdng cé mat" Bacillus cereus gia dinh trén gam hozc mililit san phdm.

5 Dich pha lodng, mai trudng nudi cay va thudc thir
5.1 Yéu cau chung

Vé thuc hanh cac phong thr nghiém hién hanh, xem TCVN 6404 (ISO 7218), ISO/TS 11133-1 va
ISO/TS 11133-2.

5.2 Dich pha loang

Xem tat c& cac phan clia TCVN 6507 (ISO 6887), TCVN 6263 (ISO 8261) va bat ky tiéu chuan cu thé

nao khac lién quan dén san pham can kiém tra.
5.3 Mbi trudng ting sinh chon loc 16ng: Canh thang polymyxin dau tuong trypton (TSPB) (xem [1])

5.3.1 M@i trudng co ban
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5.3.1.1 Thanh phan

a)

Mbi trudng ndng do kép

b)
Mbi trudng ndng dé don

San phdm thuy phan casein bing enzym 34,09 1709
San phdm thuy phan d4u tuong bang enzym 6,09 30¢g
Natri clorua (NaCl) 10,0 g 50¢9
Glucoza 504 25¢g
Dikali hydro phosphat [K,HPO,] 509 25¢
Nuéc 1000 ml 1000 ml

5.3.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng co ban hoan chinh trong nudc bang cach dun néng va lac.
Chinh pH sao cho sau khi khir tring 1& 7,3 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Phan phéi méi trudng theo céc lugng 10 ml [méi trudng ndng dd kép (5.3.1.1 a)] va 9 ml [mdi trudng

nong dé don (5.3.1.1 b)] vao cac 6ng nghiém c6 dung tich thich hdp [vi du: 16 mm x 160 mm (6.7)]

Kh(r tring trong néi hdp ap luc (6.1) 15 min & nhiét do 121 °C.

5.3.2 Dung dich polymyxin B sulfat

5.3.2.1 Thanh phan

Polymyxin B sulfat

Nuéc

(tuong duang véi khoang 0,05 g)

500 000 dan vi

50 mi

5.3.2.2 Chuan bj

Hoa tan polymyxin B sulfat trong nuéc. Loc dé kher tring.

5.3.3 M0i trudng hoan chinh

Ngay truéc khi s&r dung, cho 200 pl (m6i trudng néng dd kép) hoac 100 pl (mbi trudng nong dd don)

dung dich polymyxin B sulfat (5.3.2) vao méi 6ng dung méi trudng co ban (5.3.1).

5.3.4 Kiém tra hiéu ning cta viéc dam bao chit lugng méi trudng nudi cay

V& dinh nghia tinh chon loc va kha nang phat trién, xem ISO/TS 11133-2. D&i vdi viéc kiém tra hiéu qua

cla canh thang polymyxin dau tuang trypton xem Bang 1.
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Bang 1 - Kiém tra hiéu ning cua canh thang polymyxin dau tuong trypton (TSPB)

Churc néng Uam Chiing kiém Phuang phap Tiéu chi Phan ng dac
chirng kiém ching trung
Kha nang phat | 48 h 4 30°C B.cereus ATCC | Ban dinh lugng > 10 cfu trén Cac khuén lac
trién 11778 hoac PEMBA hoac dac trung trén
chling giébng nhu MYP PEMBA hoac
da dang ky trong MYP (xem 5.4.5
cac bd suu tap hoac 5.5.6)
khac
Tinh chon loc 48h §30°C E.coliATCC Ban dinh luong Uc ché toan bd -

25922 hoac 8739
hozc chling
giéng nhu da
dang ky trong
cac bd suu tap
khac

5.4 Mbi truong dic chon loc: Thach xanh bromothymol mannitol long dé tring pyruvat

polymyxin (PEMBA) (xem [2])

5.4.1 Mai trudng co ban

5.4.1.1 Thanh phan

D-Mannitol

Thach

Nuéc

Natri pyruvat

Natri clorua

Magie sulfat, MgS0O,.7H,0

Dinatri hydro phosphat (Na,HPO,)
Dikali hydro phosphat (K,HPO,)

Xanh bromothymol

San phdm thuy phan casein bing enzym

9 gdén 18 g°

940 ml

25¢
0,25¢g

012¢g

& Tuy thudc vao siic déng clia thach.

5.4.1.2 Chuan bj

Hoa tan céac thanh phan hodc mai trudng cad ban hoan chinh khé trong nuéc bang cach dun néng va lc.

Chinh pH sao cho sau khi khir tring 1& 7,2 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Kht tring trong ndi hdp ap luc (6.1) 15 min & nhiét @6 121 °C.
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5.4.2 Dung dich polymyxin B sulfat
Chuén bj theo 5.3.2.

5.4.3 Dung dich nhii tuong léng do trimng

S dung cac qud tring ga tuoi, sach cé vé nguyén ven. Rlra sach qua tring bang ban chai va dung
dich chat tay rlra. Trang rita dui voi nudc, ngam 30 s trong dung dich etanol 70 % phan thé tich réi dé
khé. St dung quy trinh vé tring lam v& qua triing, tach riéng long db va long trang bang cach chuyén
qua chuyén lai long d6 triing tir nlra vé qua nay sang nita vo khac. Cho long dé triing vao éng dong vo

tring va cho thém bén phan thé tich nudc vé triing. Chuyén vao binh cau v triing (6.7) va trén manh.

Lam néng hén hdp 2 h trén ndi cach thuy (6.4) 6 47 °C. R6i dé yén tir 18 h dén 24 h 6 3 °C + 2 °C dé
hinh thanh két tda.

Thu I8y phan nhii tuong néi phia trén mét cach vé tring.
Nhii tuong cé thé dudc bdo quan 6 3 °C + 2 °C khéng qua 72 h.

C4 hai méi trudng dic chon loc trong tiéu chudn nay dudc chuan bi trudc tir 20 % nhii tuong long do
tring nhu mé ta trong [3]. Nhi tuong ldng dd triing san dé sl dung c6 ban trén thi trudng, trong mot sé
trudng hop c6 néng dd khac nhau. Cé thé sl dung cac nhii tuong d6. Tuy nhién, can theo chi dan clia
nha san xuat, dac biét 1a han s dung. Ngoai ra, cin tuan theo cac budc d& dam bao rang nhii tuong dé

la thich hop cho viéc st dung lam méi trudng nudi cdy trong 5.4 va 5.5.
5.4.4 Méi trudng hoan chinh (thach PEMBA)

5.4.41 Thanh phan

M®éi trudng co ban (5.4.1) 940 ml
Dung dich polymyxin B sulfat (5.4.2) 10 ml
Nhi tuong long do trimg (5.4.3) 50 ml

5.4.4.2 Chuan bj

Lam tan chady va lam ngudi méi trudng cd ban trén ndi cach thuy (6.4) & 47 °C.

Lam néng cac thanh phan khac dén cung nhiét do va sau dé thém timg phan mét trong khi van khuay.
5.4.4.3 Chuan bj cac dia thach

Chuyén vao cac dia Petri (6.9) cac luong khoang 12,5 ml méi trudng hoan chinh va dé cho déng dic.
CHU THICH Ludgng thudng dung la 15 ml nhung vi cac Iy do k§ thuat [2] ma thay bang 12,5 ml.

Céc dia nay trudc khi dé kho, c6 thé bao quan & 3 °C + 2 °C dén 4 ngay.

10



TCVN 7903:2008

Ngay trudc khi st dung, lam khé céc dia, t6t nhat thdo bd nép ra va Up bé mat thach xudng, dat trong tl
say hoac tl 4m (6.2) dé 6 25 °C dén 50 °C cho dén khi bé mét thach kho.

5.4.5 Kiém tra hiéu ning clia viéc dam bao chat lugng méi trudng nudi cay

Vé dinh nghia tinh chon loc va kha nang phat trién, xem ISO/TS 11133-2. D&i v6i viéc kiém tra hiéu

nang clia thach xanh bromothymol mannitol Idbng dé triing pyruvat polymixin (PEMBA) xem Bang 2.

Bang 2 - Kiém tra hiéu niang cla thach xanh bromothymol mannitol l6ng d6 trimg pyruvat
polymixin (PEMBA)

Chirc ning Uam Chung kiém ching Phuong phap Tiéu chi Phan (ng dac
kiém chirng trung
Kha nang 18 h dén 48 h | B.cereus ATCC 11778 Binh lugng Phat trién tot Cac khuan lac
phat trién d37°C hoac chiing giéng nhu mau hdng cb
da dang ky trong céac vong két tda
bd suu tap khac
Tinh chon loc | 18 h dén 48 h E.coli ATCC 25922 Dinh lugng Uc ché toan -
337°C hoac 8739 ho&c chling bod
giéng nhu da dang ky '
trong cac bd suu tap
khac

5.5 Moi trudng dic chon loc: Thach polymixin Iong dé tring mannitol (MYP) (xem [4])
5.5.1 MJi trudng co ban

5.5.1.1 Thanh phan

Dich chiét thit 109
San phdm thuy phan casein bang enzym 10,09
D-Mannitol 10,0 g
Natri clorua (NaCl) 10,09
D6 phenol 0,025¢g
Thach 9 gdén 18 g
Nuéc 900 ml
& Tuy thudc vao siic déng clia thach.

5.5.1.2 Chuan bij

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng hoan chinh khé trong nudc bang cach dun néng va lac.
Chinh pH sao cho sau khi khir tring 1& 7,2 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Phan phéi cac lugng méi trudng 90 ml vao cac binh cau (6.7) ¢ dung tich thich hop.

Kh(r triing 15 min trong n6i hap ap luc (6.1) & nhiét d6 121 °C.

11
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5.5.2 Dung dich polymyxin B sulfat

Chuén bj theo 5.3.2.

5.5.3 Dung dich nhii tuong léng do trimng

Chuén bj theo 5.4.3.

5.5.4 Moi trudng hoan chinh (thach MYP)

5.5.4.1 Thanh phan

M@éi trudng co ban (5.5.1) 90,0 ml
Dung dich polymyxin B sulfat (5.5.2) 1,0 ml
Dung dich nhii tuong long dé trimg (5.5.3) 10,0 mi

5.5.4.2 Chuan bj
Lam tan chdy va lam ngudi méi trudng cd ban trén ndi cach thuy (6.4) & 47 °C.

Lam néng cac thanh phan khac dén cling nhiét d6 va sau dé thém tiing phan mét trong khi van khuay.

5.5.5 Chuan bi cac dia thach

ROt vao cac dia Petri vo tring (6.9) cac lugng khoang 15 ml dén 20 ml méi trudng hoan chinh (5.5.4) va

dé cho déng dic.
Cac dia nay trudc khi dé kho, c6 thé bao quan & 3 °C + 2 °C dén 4 ngay.

Ngay trudc khi st dung, 1am kho cac dia, t6t nhat thdo bd ndp ra va Up bé mat thach xudng, dat trong td
sdy hoac ti dm (6.2) dé G 25 °C dén 60 °C cho dén khi bé mat thach khé.

5.5.6 Kiém tra hiéu niang cta viéc dam bao chat ludng méi trudng nudi cay

Vé dinh nghia tinh chon loc va kha n#ng phat trién, xem ISO/TS 11133-2. D&i v6i viéc kiém tra hiéu

nang cla thach polymixin ldong do triing mannitol (MYP) xem Bang 3.

12
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Bang 3 - Kiém tra hiéu niing cuta thach polymixin ldng dé tring mannitol (MYP)

8739 hoac chiing giéng
nhu da dang ky trong cac
bd suu tap khac

Chirc nang Uam Chung kiém chimng Phuang phap Tiéu chi Phan ung dic
kiém chirng trung
Kha nang 24 h dén 48 h B.cereus ATCC 11778 Binh luong Phat trién tot Cac khuan lac
phat trién d30°C hoac chlng giéng nhu da mau ngoc lam
dang ky trong cac b6 suu c6 vong két
tap khac tha
Tinh chonloc | 48h330°C | E.coli ATCC 25922 hoic Dinh luong Uc ché toan bo —

5.6 Dung dich nhuém mau dé nhan dang bing kinh hién vi

5.6.1 Dung dich oxalat xanh malachit

5.6.1.1 Thanh phan
Oxalat xanh malachit 5049
Nuéc 100 ml
5.6.1.2 Chuan bj
Hoa tan oxalat xanh malachit trong nuéc.
5.6.2 Dung dich Sudan den B
5.6.2.1 Thanh phan
Sudan den B 0,3¢g
Etanol, 70 % (phan thé tich) 100 ml

5.6.2.2

Chuan bij

Hoa tan Sudan den B trong etanol.

5.6.3 Xylen.

5.6.4 Dung dich safranin

5.6.4.1 Thanh phan

Nuéc

Safranin

0,59

100 ml

13
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5.6.4.2 Chuan bj

Hoa tan safranin trong nuéc.
5.7 Thach mau ctru
5.7.1 Mai trudng co ban

5.7.1.1 Thanh phan

San phdm thuy phan casein béng enzym 15 ¢
San phdm thuy phan dau tuong bang enzym 5¢
Natri clorua (NaCl) 5¢
Thach tr9gdén 18g?
Nuéc 1 000 ml
a Tuy thudc vao slic dong cla thach.

5.7.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng hoan chinh khé trong nuéc bang cach dun soi.
Chinh pH sao cho sau khi kh{r tring 14 7,3 +£ 0,2 6 25 °C, néu can.

Phan phéi vao cac binh cau (6.7) va khit truing 15 min trong néi hap ap luc (6.1) & 121 °C.
5.7.2 Mau clru da khir sgi mau

5.7.3 Mdi trudng hoan chinh

5.7.3.1 Thanh phan

M@i trudng co ban (5.7.1) 100 ml

Mau clu da khit sgi mau (5.7.2) 5 ml dén 7 ml

5.7.3.2 Chuan bj
Sau khi ngudi dén 47 °C, b6 sung mau ciiu da khir soi mau (5.7.2) vao mdi truding cd ban (5.7.1). Tron déu.

R6t cac phan khoang 15 ml méi trudng hoan chinh (5.7.3) vao céac dia Petri vo tring (6.9) va dé cho

dong dac.

14
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6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

SUr dung cac thiét bi, dung cu cla phong th nghiém phan tich vi sinh thdng thudng [xem TCVN 6404
(ISO 7218)], cu thé nhu sau:

6.1 Thiét bi dé khir tring khé (0 sdy) hoac khir tring uét (néi hép ap Iuc)
Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

6.2 Tu say hoac td am, dudc théng gié ddi luu dé 1am kho cac dia thach, cé thé duy tri & nhiét do tur
25 °C dén 50 °C.

6.3 T4 am, co thé duy tri 6 nhiét d6 & 30 °C + 1 °C ho#c 37 °C + 1 °C.

6.4 NOoi cach thuy, c6 kha nang duy tri 6 47 °C + 2 °C va khoang 80 °C.

6.5 Que cdy vong, bang platin/iridi hodc niken/crom hodc bang chét déo cé dudng kinh khoang 3 mm.
6.6 May do pH, chinh xac dén + 0,1 don vi pH 6 25 °C.

6.7 Cac dng nghiém, c6 cac kich thudc véi dung tich thich hop trén 20 ml (vi du: 16 mm x 160 mm),

va céac binh cay dé kh(r triing va bao quan méi trudng nudi cay.

6.8 May tron vortex.

6.9 Dia Petri, bang thuy tinh hodc chat déo, dudng kinh tir 90 mm dén 100 mm ho&c 140 mm, néu can.
6.10 Pipet chia vach, dung tich danh dinh 10 ml va 1 ml, dugc chia vach tuong ng 0,5 ml va 0,1 ml.
6.11 Kinh hién vi, c6 vat kinh dau.

6.12 Phién kinh hién vi bing thuy tinh, khodng 76 mm x 26 mm.

6.13 Giay loc 16 nhd, vi du: loai Whatman No.41®".

6.14 Binh cau, co kich thudc thich hdp dung cho phuong phap phat hién néu can kiém tra cac thé tich
mau th{r 16n hon (xem 9.2.2).

D Whatman No.41 [a mét vi du vé san pham thich hdp c6 ban san. Thong tin nay dua ra tao thuan tién cho ngudi st dung tiéu

chuén, con ISO khéng an dinh phai st dung ching.
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7 Lay mau

Mau gli d&n phong thir nghiém phai la mau dai dién. Mau khéng bi hu héng hoac bién déi trong suét

qua trinh van chuyén hoac bao quan.

Viéc 1ay mau khong qui dinh trong tiéu chudn nay. Néu chua c6 tiéu chudn cu thé cho san pham lién

quan thi cac bén c6 lién quan nén thod thuan véi nhau vé van dé nay.

8 Chuan bi mau thi

Chuén bi mau th{r theo phan tuong (ing ctia TCVN 6507 (ISO 6887) hodc TCVN 6263 (ISO 8261) hoac
tiéu chuén cu thé thich hap déi véi san pham cé lién quan. Néu khong cé tiéu chuan cu thé thi cac bén

lién quan nén thod thuan vé van dé nay.
9 Cach tién hanh
9.1 Phuong phap dinh lugng

9.1.1 Phan mau th{, huyén phu ban diu va cac dung dich pha loang

Xem phan thich hop clia TCVN 6507 (ISO 6887) tuy thudc vao san phdm co6 lién quan, hoic
TCVN 6263 (ISO 8261).

CHU THICH Dé dinh ludng cac bao t& Baclillus cereus gia dinh, can lam néng dung dich pha lodng ban dau &
80 °C trong 10 min trén ndi cach thuy (6.4).

9.1.2 Cayvadu

Cay vao mét day ba 6ng nghiém chira méi trudng néng dd kép [5.3.1.1 a)] mbi 6ng 10 ml dung dich pha
lodng ban dau (huyén phl ban d4u) va trén cac phdn mau thlr véi méi trudng sir dung dung cu trén 6ng

thr nghiém (6.8). Cac phan mau th{r nay tuong (ng v6i 1 g mau trén éng.

Cay vao mét day ba 6ng nghiém chira méi trudng néng dé don [5.3.1.1 b)] méi 6ng 1 ml dung dich pha
lo&ng ban dau (huyén phu ban diu) (bang 0,1 g mau trén éng) hoac cla cac dung dich pha loang thap
phan tiép theo (bang 0,01 g, 0,001 g, ...mAu thi trén 6ng) va trdn cac phan mau thd v6i méi trudng sl
dung dung cu trén 6ng thr nghiém (6.8).

U cac dia da cdy trong tG 8m (6.3) & 30 °C trong 48 h + 4 h.

16



TCVN 7903:2008

9.1.3 Cay truyén

Sau khi trén k§ 8ng nghiém bang dung cu trén éng (6.8) dung vong que cdy (6.5) cdy vach dich cay tu
mbi 6ng Ién bé mat thach xanh bromothymol mannitol ldng d triing pyruvat polymyxin (PEMBA) (5.4)
hoac thach polymyxin long dé triing mannitol (MYP) (5.5).

U cac dia da cdy cling véi ndp day & 37 °C (PEMBA) hosc & 30 °C (MYP) trong 18 h dén 24 h. Néu cac
khudn lac chua dudc rd rang thi U ti€p cac dia nay thém 24 h. Néu st dung PEMBA thi viéc G thém c6
thé tién hanh & nhiét do6 phong.

9.1.4 Chon cac dia

9.1.4.1 Yéu cau chung

Sau khi G xong, kiém tra cac dia vé su c6 mat clia cac khuén lac dién hinh hodc khéng dién hinh.

9.1.4.2 Khuan lac dién hinh

Trén PEMBA, cac khuén lac dién hinh clia Bacillus cereus gia dinh c6 kich thudc tir 2 mm dén 5 mm,
c6 vién ngoai khéng déu, rdi rac va giéng hinh ré c6 bé méat phan chiéu, c6 mau xanh ngoc lam dén
xanh biéc, co6 thé c6 tam khuén lac mau xam trén nén xanh va c6 quang két tla (phan (ing cla long d6

triing) rong dén 5 mm.

Trén MYP, cac khuén lac dién hinh ctia Bacillus cereus gia dinh c6 kich thudc tir 2 mm dé&n 5 mm va rdi
rac. Ching c6 mau héng trén nén dd thdm va cé quang két tla bao quanh (phan Gng cla long do

triing) rong dén 5 mm.

9.1.4.3 Khuan lac khéng dién hinh

Néu cac dia cé6 mét lugng I6n hé vi sinh nén ma lén men mannitol, thi d mau dic trung cla cac khuén
lac va clia nén c6 thé bi gidm hodc khéng nhin thdy dudc. Ngoai ra, mét s6 chlng Bacillus cereus gia
dinh chi phan (ng nhe ldng dé trimg hodc hoan toan khéng phan (ing. Trong cac trudng hop dé va
trong moi trudng hdp nghi ngd, thi cac khuan lac nay can dudc gui di dé khéng dinh.

9.1.5 Khing dinh

9.1.5.1 Yéu cau chung

Cac khuan lac dién hinh (9.1.4.2) va cac khuan lac khéng dién hinh (9.1.4.3) trén PEMBA hoic MYP
phai dugc khéng dinh bang phép thlr tan mau trén thach mau cliu. Cach khac, cac khuin lac dién
hinh(9.1.4.2) va cac khuén lac khong dién hinh (9.1.4.3) trén PEMBA (nhung khéng trén MYP) c6 thé
dudc khang dinh bang kiém tra qua kinh hién vi.
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9.1.5.2 Chon va tinh sach cac khuan lac dé khang dinh

Tu méi dia da chon trong 9.1.4 chon 14y ba khuén lac. Néu trén dia cé it hon ba khu&n lac thi Iay tat ca

cac khudn lac c6 mat. Khang dinh cac khuén lac nay theo quy dinh trong 9.1.5.3 hoac 9.1.5.4.

Néu trén cac dia c6 cac khuan lac moc qua day va khong thé chon dudc khuan lac tach biét rd, thi 1ay
ting phan khuén lac tir ba diém va cay vach lén cac dia chira méi trudng d&c chon loc (5.4 hoac 5.5).
U trong tG &m (6.3) & 37 °C (PEMBA) hoc 30 °C (MYP) trong 18 h dén 24 h. T mdi dia chon it nhat
mot khudn lac tach biét t6t. Khang dinh cac khuén lac nay theo 9.1.5.3 hosc 9.1.5.4.

9.1.5.3 Khang dinh bing phép thir tan mau trén thach mau ctru (MYP hoac PEMBA)

Cay vach cac khuén lac da chon (9.1.4.2 hoéc 9.1.4.3) tf MYP hoic PEMBA |én bé mat thach mau ctiu
(5.7) theo cach sao cho cac khuén lac moc tach biét tét phat trién.
U & 30 °C trong 24 h va doc phan (g th{r tan mau.

Mbi khuén lac dudc bao quanh bdi quang sang dudc coi la duong tinh véi th tan mau.
9.1.5.4 Khang dinh bing kiém tra qua kinh hién vi (PEMBA)

9.1.5.4.1 Nhuém mau

Chuyén mét s phan tir tdm cla khuan lac trong trudng hop céc dich cdy dudc 24 h hodc tif phia ngoai
néu cac khuén lac dugdc cay lau hon, st dung vong que cay (6.5) sang phién kinh hién vi da tdy nhon
(6.12) va nghién trong mét giot nuéc nhd. DEé khé trong khéng khi va ¢d dinh bang nhiét néng. Sau dé
nhudm mau cac bao tl trén ndi nudc s6i cé dung dich xanh malachit (5.6.1). Sau 2 min, trang rita luong
thuéc nhuém du bang nuéc, 1am khoé phién kinh va phd 1én mét 16p Sudan den B (5.6.2) d& nhuém chat
béo trong té bao. D& phan (ng xay tra trong 15 min, rdi rita bang xylen (5.6.3), 1am khé béng gidy loc
(6.13) va nhudém lai bang dung dich safranin (5.6.4) d& nhudém cac tui bao t. Sau 20 s, d6 ludng thudc
nhudm du, trang bang nuéc va dé kho trong khong khi.

9.1.5.4.2 Kiém tra biing kinh hién vi

Kiém tra phién kinh dudi kinh hién vi (6.11) s dung d4u. Thong thudng cac t& bao dang truc khuén I6n
cla Bacillus cereus gia dinh dudc sap x&p theo chudi va c6 chiéu dai tr 4 um dén 5 um, réng tor 1 pm
dén 1,5 um va chlra cac lugng 16n chét béo trong té€ bao dudc nhudm mau den. Cac bao t& mau xanh

c6 thé & trung tam ho#c & gan cudi, nhung chiing khéng bao gid 1am phinh cac tui bao tir mau do.
9.2 Phuong phap phat hién

9.2.1 Phan mau thir va huyén phu ban dau
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Xem phan thich hop clia TCVN 6507 (ISO 6887) tly thudc vao sadn phdm co lién quan, hodc
TCVN 6263 (ISO 8261).

9.2.2 Ciayvau

Cho 1 ml huyén phu ban dau vao 9 ml canh thang néng dé don TSPB (5.3) (nghia la 0,1 g ho&c 0,1 ml
mau th{) hoic 10 ml huyén phl ban dau vao 10 ml canh thang néng dd kép (5.3) (nghia la 1 g hoac
1 ml mau thit . D8i v6i cac thé tich I6n hon clia phan mau thd, thi chudn bi huyén pht ban diu bang
cach cho xml ho&c xg vao 9x ml dich pha loang [xem phan tuong (ng ctia TCVN 6507 (ISO 6887) hoac
TCVN 6263 (ISO 8261)] rdi thém toan bd huyén phl ban dau vao 90x ml canh thang néong do don
TSPB (5.3) (nghia la thém 5 ml hodc 5 g mau vao 45 ml dich pha loang, va cho toan bd huyén pht ban
dau nay vao 450 ml canh thang néng dé don TSPB).

U 6ng da cay (6.7) hoac binh cau (6.14) trong td 8m (6.3) & 30 °C trong 48 h + 4 h.
9.2.3 Ca&y truyén

Sau khi trén ky, néu cé thé thi sir dung may trén Vortex (6.8), dung que cdy vong (6.5) cdy vach dich
cay tir 6ng hodc binh Ién bé mat thach xanh bromothymol mannitol long dd triing pyruvat polymyxin
(PEMBA) (5.4) hoac thach polymyxin Idng d6 tring mannitol (MYP) (5.5). Sau d6 tién hanh theo 9.1.3,
tur doan th(r hai.

9.2.4 Chon cac dia
Tién hanh theo 9.1.4.
9.2.5 Khang dinh

Tién hanh theo 9.1.5.

10 Tinh va biéu thi két qua

10.1 Phuong phap dinh lugng dé xac dinh s& c6 xac suat I6n nhat (MPN)

Daéi v6i mbi dd pha lodng méi trudng tang sinh 16ng chon loc da dudc cay (9.1.2), ghi lai s6 luong 6ng
nghiém c6 mat Bacillus cereus gia dinh da dudc khang dinh (9.1.5). Chi rd cac 6ng nay la cac 6ng
duong tinh.

Xem TCVN 6404 (ISO 7218) vé xac dinh s8 c6 xac suat 16n nhat (MPN) va cach biéu thi két qua.

10.2 Phuong phap phat hién

Theo phan dién giai k&t qua, bao cao c6 mat hay khéng c6 mét Bacillus cereus gid dinh trong phan

mau th{, néu rd tinh theo gam hay mililit mau th.
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11 Bao céao thir nghiém

B&o cao thlr nghiém phai ghi ré phuong phap th nghiém da st dung (phat hién hay dinh lugng, moi
trudng da dung) va két qua thlr nghiém thu dudc; néu rd phuong phap biéu thi két qua. Bao céo thir
nghiém ciing dé cap dén moi chi tiét thao tac khac véi quy dinh trong tiéu chudn nay hodc nhiing diéu

dudc coi la tuy y cling nhu cac su ¢6 bat ky ma cé thé anh hudng dén két qua.

Bé&o céao thr nghiém phai bao gém moi thong tin can thiét d& nhan biét day dt vé mau th.

20



TCVN 7903:2008

Phu luc A
(qui dinh)

So dé quy trinh dinh lugng

1 ml huyén phu ban dau cho vao 3 ng
10 ml huyén phu ban dau cho vao 3 6ng dung dung canh thang néng dé don TSPB hoac 1
canh thang néng dé kép TSPB (9.1.2) ml méi dung dich pha lodng tiép theo vao 3
dng dung canh thang nong d6 don TSPB
(9.1.2)

— ——

U &m & 30 °C trong 48 h + 4 h (9.1.2)

v
Phan lap trén (9.1.3):
— PEMBA & 37 °C trong 18 h dén 24 hva 0
tiép 24 h, néu can
— MYP &30 °C trong 18 h dén 24 h va ( tiép
24 h, néu can

\ 4
Chon 3 khu&n lac nghi ngd (9.1.5.1, 9.1.5.2)

l

Khéng dinh cac khuén lac tach biét rd tir PEMBA:
~  Phép thlr tan mau (9.1.5.3) hodc kiém tra
. bang kinh hi7én vi (9.1.5.4)
Khang dinh cac khuan lac tach biét ro t MYP:
-~ Phép thdr tan mau (9.1.5.3)

\ 4
Tinh toan MPN (10.1)
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