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TIEU CHUAN QUGC GIA TCVN 6404:2008

Xuat ban 14n 3

Vi sinh vat trong thuc pham va thiuc 3n chin nudi -
Yéu cdu chung va huéng dan kiém tra vi sinh vat

Microbiofogy of food and animal feeding stuffs -

General requirements and guidance for microbiclogical examinations

1 Pham vi ap dung

Tiéu chun nay dua ra cac yéu cdu chung va cac hudng dan/iya chon cho ba muc dich sit dung chinh
sau day:

- &p dung céac tiéu chudn cla cac Ban ky thuat tiéu chudn quéc gia cb lién quan dé phat hién hoic
dinh Iugng vi sinh vat, sau day dudc goi la "cac tiéu chudn cu thé":

~ thuc hanh phong thir nghiém tét di vdi cac phong thir nghiém vi sinh vat trong thuc phdm (c6 sn
cac tai liéu cho muc dich nay nhung khéng néu chi tiét chung trong tiéu chuin nay);

- huéng dan cong nhan cac phong thif nghiém vi sinh trong thuc phdm (tiéu chudn nay mé ta cac yéu
cdu ky thuat theo Phu luc B clia TCVN ISO/IEC 17025 vé cong nhan phong thif nghiém vi sinh bdi cac
t8 chitc quéc gia).

Céc yéu cdu cla tiéu chudn nay thay thé cac yéu cdu tuong (ng clia cac tiéu chudn cu thé hién hanh.
Céc huéng dan b8 sung trong finh vuc kiém tra sinh hoc phan t&f dugc quy dinh trong ISO 22174.

Tiéu chudn nay bao gém viéc kiém tra vi khudn, n&m men va ndm méc va cé thé duoc st dung néu
dugc b8 sung huéng dan cu thé vé prion (cac phdn tif Iy nhiém cé protein), ky sinh triing va virut. Tiéu
chudn nay khéng bao gém viéc kiém tra cac déc t6 hoc cac chat chuyén hoa khac (vi du: cac amin) tir

vi sinh vat.
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Tiéu chudn nay ap dung cho vi sinh vét trong thuc phdm, thitc &n chan nudi va mdi trudng san xudt thye
ph&m va méi trudng sin xuét ban dau.

Muc dich clia tiéu chudn nay 1a giip dam bao tinh hop thifc clia cong viéc kiém tra nhdm xac dinh tinh
déng nhat clia cac ky thuat chung sif dung trong kiém tra & tat ca cac phong thlf nghiém, giGp dat dugc
cac két qua déng nhat tai cac phong thif nghiém khac nhau va bao vé sifc khoé clia nhan vién phong
thit nghiém béng cach ngén ngifa c4c nguy cd truyén nhiém.

2 Tailiéu vién dan

Cac tai libu vién dan sau |a rat cin thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. B6i vdi cac tai liéu vién dan
ghi nam cong bd thi ap dung phién ban dugc néu. DSi véi c4c tai lidu vién dan khong ghi nam cbng bé
thi 4p dung phién ban mdi nhét, bao gém ca céc slfa 3.

TCVN 7150 (ISO 835) (t4t ca cac phdn), Dung cu thi nghiém bing thuy tinh — Pipet chia 6.

TCVN 6507 (ISO 6887) (t4t ca cac phan), Vi sinh vat hoc — Hudng dan chung vé viéc chudn bi cac
dung dich pha loang dé kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6263 (ISO 8261), Sifa va san phdm sifa — Huéng dan chung vé chudn bi mAu thr, huyén phi
ban d4u va dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat.

ISO 8199, Water quality - General guidance on the enumeration of micro-organisms by culture (Chat
Itgng nuéc - Hudng dan chung vé dinh lugng vi sinh vat bing cach nudi céy).

ISO 8655-1, Piston-operated volumetric apparatus - Part 1: Terminology, general requirements and
user recommendations (Dung cu pittong dinh mic — Phdn 1: Thuét ngit, yéu cdu chung va khuyén céo
stf dung).

ISO/TS 11133 (t&t cA cac phén), Microbiology of food and animal feeding stuffs - Guidelines on
preparation and production of culture media (Vi sinh vat trong thuc ph&m va thitc #n chan nudi — Huéng
dan chuin bi méi trudng nudi ciy).

1ISO16140, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Protocol for validation of alternative
methods (Vi sinh vat trong thut phdm va thifc 3n chan nudi -~ Qui trinh danh gia c4c phuong phap thay thé).

ISO/TS 19036, Microbiology of food and animal feeding stuffs - Guidelines for the estimation of
measurement uncertainty for quantitative determinations (Vi sinh vat trong thuc phdm va thirc an chin
nudi — Huéng dan danh gia d6 khéng dam bao do déi véi phép dinh lugng).
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ISO 22174, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction (PCR) for the
detection of food-borne pathogens — General requirements and definitions (Vi sinh véat trong thuc phdm
va thitc &n chin nudi - Phan ing chudi polymeraza (PCR) d& phat hién cac sinh vat gay bénh tif thuc
phdm - Yéu cdu chung va dinh nghia).

3 Cd sd thi nghiém
3.1 Yéau cfu chung

Didu nay dua ra cac yéu cdu chung, vi du: cac nguyén tic thiét ké va t8 chirc dé thuc hién cla phong
th{r nghiém vi sinh.

Viéc kiém tra cac mau giai doan trong san xuét ban ddu (dc biét dsi vai viéc tiép nhan mau va chuin
bi méu) phai dugc tach riéng khdi khu vuc kim tra cac miu khac d8 gidm nguy co nhidm b4n chéo.

3.2 Céc vin dé vé an toan

Thiét k& phang thr nghiém phai tuan thd cac yéu cdu vé an toan tuy thudc vao timg loai vi sinh vat. Cac
vi sinh vét dugc phan thanh b8n cdp nguy cd sau day:

— Nguy cd cdp 1 (khéng cé hodic c¢d nguy co rit thdp déi vai ca thé va cong déng).
Vi sinh véat khéng gy bénh cho ngudi hodc dong vat.
- Nguy co cip 2 (nguy co vifa phai a6i véi ca thé, nguy co thap d6i v6i cong ddng)

Nguén bénh c6 thé gay bé&nh cho ngudi hodc ddng vat nhung khong tao mdi nguy cho nhan vién phong
thif nghiém, cong déng ho#c mdi trudng. Phong thit nghiém phoi nhiém cé thé lam Iay nhidm nghiém
trong t6i con ngudi, nhung viéc x ly ¢ hidu qud va cac bién phap phong ngtfa la ¢ sdn va nguy co
phat tan sy lay nhiém 1a han ché.

- Nguy co cidp 3 (nguy cd cao ddi véi c4 thé, nguy co thdp d8i véi cong déng)

Ngudn bénh thuding gay bénh cho ngudi ho#ic ddng vat nhung khdng phét tan tir ngudi nay sang ngudi
khac. Viéc x{r ly ¢6 hidu qua va cac bién phap phdng ngifa 1a c6 sén.

- Nguy co cap 4 (nguy co cao d6i v&i ca thé va ddi véi cdng dbng)

Nguén bénh thuéng lay nhim sang ngudi hodc ddng vat va cé thé tiép hoac gian tiép phat tan dé dang
tlr ngudi nay sang ngudii khac true, Thudng khéng cb s8in c4c bién phap xi Iy ¢b hidu qua va cac bién
phap phong ngifa thich hop.



TCVN 6404:2008
CANH BAO - Tham khao cic quy djnh qudc gia dé xic djnh cap nguy co d&i véi vi sinh vit.
3.3 Thiét ké phong thir nghigm

Cac huéng din d8i véi phong thir nghiém mé t3 dubi day bao gém viéc kiém tra d8 phat hién vi sinh vat
thudc nguy cd cip 1, 2 va 3 déi véi vi sinh vat trong thuc phdm.

Trong qui dinh ndi bd cé thé cb thém céc qui djnh vé bién phap an toan.
3.4 Khu vye thir nghigm
3.4.1 Yéu cdu chung

Phong thir nghiém gém c6 c4c khu vuc 18y miu va thir nghiém (xem 3.4.2) va céc khu vic chung (xem
3.4.3). Cac khu vie nay phdi tach biét nhau.

3.4.2 Khu vic ldy miu va thir nghigm

Phong thir nghiém thuc hanh t8t cin cb cac khu vuc tach biét ho#ic cac khu vuc duge khoanh viing
riéng sau day:

ndi nhan va bao quan miu,

]

noi chudn bi miu, @4c biét 1a trudng hop mAu nguyén lidu (vi du: cac san phdm dang bdt chifa lugng
vi sinh vét cao);

kiém tra m3u (tr mdu huyén phl ban ddu), gém ca viéc 0 vi sinh vat.

~ thao tac véi vi sinh vat gay bénh gia dinh;

- bdo quan chiing ddi ching va céc chiing khac;

- chuén bi va khir tring méi trudng nudi cdy va dung cy;
- bdo quan mdi trudng nudi céy va thuéc thir;

- kiém tra d6 vé triing clia thyc phdm;

khif nhiém;

lam sach dung cu thuy tinh va cac dung cu khac;

bao quan hoa chat ddc hai, t6t nhat Ia gilr trong ta, hdp, phong hoc kho chuyén dung.
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3.4.3 Khu vyc chung
Cac khu vuc thudc pham tril nay bao gom:

16i vao, hanh lang, cau thang, thang may;

khu vuc hanh chinh (vi du nhu: phong thu ky, van phong, phong tai liéu ..);

1

phong thay o va nha vé sinh;

phong van thut luu tri;

nha kho;

- phéng nghi.
3.5 BG tri va Iip dit nha xudng
3.5.1 Muc tidu

Muc tiéu 1a a8 d3m bao riing mai trudng ma & dé tién hanh phan tich vi sinh vat khéng dugc anh hudng
dén db tin cay cla phép phan tich.

Phai cha y i vi tri clia co s@ thif nghiém sao cho tranh nguy cd tap nhiém chéo. Céc cach dé dat dugc
muc tiéu dé la:

a) x4y dung phong thif nghiém theo nguyén tic "dudng mét chiéu”;

b) thuc hién cac quy trinh theo phudng thifc lién tiép vGi cac phong ngifa thich hop dé dam bao phép
thir va d6 nguyén ven clia mau (vi du: st dung cac hép chifa duge han kin);

¢) tach riéng cac hoat dong theo thdi gian hodc khdng gian;
Tranh cac didu kién vuct qua su cho phép nhut: nhiét dd, bui, @6 &m, hai nudc, tiéng 6n, d6 rung v.v...

M3t bing khu vyc phai dli rong 8 gir duge v sinh va ngén ndp, Cén co khong gian tuang xing véi
khéi lugng phan tich, x{r Iy va t8 chic bén trong clia phong thlr nghiém. Khéng gian dé cén theo qui
dinh clia quéc gia, khi cé.

3.5.2 Lip dit

Co sd thir nghiém phai dudc thiét ké va trang bi d& giam bét nguy co nhiém ban do bui kéo theo vi sinh
vat (d6i vai cac vi sinh vat nguy co cdp 3, xem quy dinh clia qudc gia) nhu sau:
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a) tudng, tran va san nha phai nhin, dé rifa va chiu duge cac chat tdy rifa va cac chat khi tring ding
trong phong thif nghiém.

b) san nha khéng dudc tron.

¢) khéng dé& cac dudng 8ng dan chat Idng trén mat d4t di ngang qua cd sd thir nghiém trir khi ching
dudc boc kin. Moi c4u tric ndi phia trén cin dugc boc kin hoic dé 1am vé sinh dinh ky.

d) cac clfa ra vao va clfa s8 cdn dugc déng kin khi dang tién hanh thir € ngan gié lia. Ngoai ra, chiing
phai dugc thiét ké sao cho chéng dudc bui bam va dé lau rira. Nhiét & méi trudng xung quanh (18 °C
dén 27 °C) va chat luong khong khi (mat dé vi sinh vat, té¢ do phat tan bui .v.v..) cdn tudng thich vdi
viéc thuc hién cac phép thir. D& thuc hién diéu nay nén ding hé thdng loc khéng khi di vao va dira.

e) l3p hé théng bao vé khdi bui tir khu vuc xf ly mdi truding nudi ciy khé, mau dang bui hoic dang bot.

f) khi phép thir dugc ti€n hanh trong mai trudng it bi nhiém bén, thi phong thit nghiém phai duoc trang
bi d4c biét, vai mot ti cdy thdi khong khi sach va fhodc mdt t an toan.

g) méi trudng phong thir nghiém cén dugc bdo vé chéng blc xa mét trdi & phia ngoai bing cach sl
dung cac clfa chdp ho3ic cac tdm thuy tinh d3 x{ ly thich hap. Khéng nén sif dung cac rém che phia
trong vi khé [am vé sinh va tré thanh ngudn tich bui.

3.5.3 Cac diém khac

Cac diém khac cin dugc xem xét 1a:

ngudn nudc, chat lugng nude thich hap cho muc dich sif dung;

nguén dién,

1

khi dét (dudng 6ng ho#c binh).

1

anh sang ddy du trong moi bd phén ctia phong thit nghiém;

mat ban va cac trang bi ctia phdng thif nghiém phai dugc ché tao bang vat liéu nhdn tron, khéng
tham, dé lam sach va khi tring;

- céc trang thiét bi cia phong thif nghiém phai dudc thiét k& sao d8 thuan tién cho viéc lau rifa san nha
(vi du, cac trang thiét bj thir nghiém c6 thé di chuyén dugc),

- céc trang thiét bi, cac tai lidu khéng sir dung thudng xuyén khéng dé trong khu vuc thif nghiém;

- tinh s8n ¢6 clia cac phuong tién bio quan tai liéu d€ sir dung khi thao tac véi mau, méi trudng nudi
cdy, hoa chat .v.v...

10
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- cung c4p bén rifa tay trong mi phong thif nghiém va cac khu vuc chung néu cdn, nén dé gén clfa;

~ tinh s&n c6 ciia dung cu hép 4p lyc 8 khir nhiém méi trudng nudi cdy va vat ligu thai, trir khi c6 sén
¢ hé théng loai bd vat lidu thai thich hgp bling cach ddt;

- c4c hé théng an toan phong chay, dién, thiét bj rifa mét va voi tim hoa sen;
- thiét bj phu tro.

3.6 Lam sach va khir trung

Céac diém dudi day can phai dugc kiém tra:

a) M4t san, tudng, trén, mat ban va cic trang thiét bj clia phong thir nghiém phdi dugc bao dudng
thubing xuyén va sifa chifa 88 tranh nit ran ddn dé&n bui bén co thé tich tu va gay ra nhidm bén.

b) Thudng xuyén lau rifa va khif tring a8 gilr cho cac phdng ludn trong trang théi thich hop dé tién
hanh thir nghiém. Cac b& mat bi nhim bén hoic c6 kha nang nhidm bdn cin dugc khir nhidm bang
chét tdy rira da biét c6 tinh diét ndm va diét khudn.

CHU THICH 1 Phong va thiét bi c6 thé dugc khif nhiém biing cach x6ng bling hoi formaldehyt, n&u luat cho phép.

c) Hé théng thong gié va cac bd loc clia chung cén duge bdo dudng thudng xuyén va thay cac bd loc
khi can.

d) Can kidm tra s& Iugng vi sinh vét dinh ky trén cac bé mat lam viéc clia phong thif nghiém, nhan vién
tiép xuc v&i cac bé mat va khong khi cdn dugc kiém tra dinh ky (tdn s8 phu thudc vao cac két qua thir
nghiém trudc do).

) DO nhidm ban bé mit cb thé dugc danh gia bing cach 4p truc tiép miéng I8y mau da tdm chét trung
hoa thich hop 1én b mat (vi dy: lexithin, natri thiosulfat). Cht lugng khong khi c6 thé dugc kiém tra
bing cach @3t mdt dia petri md ndp c6 ch(fa mdi trudng thach khéng chon loc (vi du: thach dém
dia-PAC) hotc thach chon loc thich hgp cho sinh vat dich (vi du: ndm méc) trong 15 min.

CHU THICH 2 C6 thé ding c4c phuong phédp khac dé xac dinh 46 nhidm bdn b& mat va khong khi.
Xem I1SO 18593,

4 Nhan sy
4.1 Yéu cdu chung

Céc yéu cdu chung vé nang luc clia nhan sy, xem TCVN ISO/IEC 17025.

1
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4.2 Ning hye

DGi v6i mbi phuong phap hodc mdi ki thuat, cac chugn muc phéi duge x4c dinh d8 danh gia ning Iuc
thich hop lic ban d3u va khi tién hanh.

Nang Iuc cé thé thiét 1ap trong phong thif nghiém bing kiém soat chét lugng ndi bd (xem 15.1.2).

CHU THICH M@t trong nhimg nguyén nhan gdy sai léch k&t qua d&m khuén lac (hit biing pipet, d6 khéng déng
nh4t ctia huy8n phii ban d4u, d8m .v.v...) khi dinh lvgng khusn lac bling phuong phap d8m trong ISO 14461-1.

4.3 Kiém tra ning lyc thyc hign cla nhin vién

Viéc kiém tra nang luc thuc hign clia nhan vién cdn dudc danh gia dinh ky theo cac théng s8 muc tiéu.
Diéu nay bao gdm viéc tham gia vao cac chuong trinh ddm bdo chét lugng ndi bd, cac thlr nghiém
thanh thao [xem TCVN 7777-1 (ISO/IEC Guide 43-1)], st dung vt lidu chudn, ho¥ic cac phép thi ty
danh gia vé dinh lugng vi sinh vat nhu md ta trong ISO 14461-2.

4.4 Vé@sinh

Vé linh vuc vé sinh ca nhan, phai tuan thi cac Iwu y sau day d& tranh 1am nhiém b&n miu thlr va méi
trudng nubdi cdy, ddng thai cling dé tranh nguy cd |4y nhiém sang con ngudsi:

a) Phai mic do choang thif nghiém sach va trong trang thai t&t, dudc sin xuét tir loai soi han ché ducc
nguy co chéy. Khdng mang 4o choang ra khdi khu vuc 1am viéc va phong thay 48.
b) Mang trang bi bio vé téc va rau, néu cén,

¢) Gill méng tay that sach, 18t nh4t la cit ngin.

d) Rua tay sach bdng nuSc &m, t6t hon nén rlfa dudi voi khéng diéu khién bang tay trudc va sau khi
kiém tra vi sinh vt va ngay sau khi di v& sinh. S{r dung xa phong nubc hodic xa phong bdt, hosic néu ¢
thé biing nudc rlta sat tring c4p tir dung cu phan phéi & trang thai sach. Lau kho tay blng gidy hodc
b3ng khan tay st dung mdt 14n. Nhing Iuu ¥ ndy 4p dung cho ci nhan vién phong thir nghiém 1an
khach tham quan.

e) Khi tiép xuc v6i méu trén, dich cy, moi truding va khi nudi c&y mau khdng néi chuyén, ho, v.v...

f) Déc biét luu y khi ngudi bi nhidm tring da hosic dang bi 8m cé thé gay nhidm sang mau thir va cb
thé 1am sai léch két qua.

g) Khéng #n ho¥ic udng trong céc khu vuc thi nghiém va khong dé thitc An ctia nhan vién trong cac tl
lanh ho#c &l lanh déng khi t& dung d8 thir nghiém.

h) Khéng ding miéng dé hut pipet.

12
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5 Thiét bj va dung cu

5.1 Yéu cdu chung

Theo thiic hanh phang thir nghiém tét thi tét ca cac thiét bi, dung cu phai dudc gilr sach va lubn & trang
thai tét. Trudc khi sif dung, dung cu phai dugc xac nhéan theo dung muc dich sif dung va hiu qua sl
dung phai dugc kiém tra trong sudt qué trinh sir dung, khi thich hgp.

Khi cdn, thiét bi va cac dung cy kim tra phai dugc hiéu chudn theo chudn quéc gia va hiéu chudn lai va
cac I4n kiém tra trung gian phai dugc thuc hién, quy trinh kiém tra va két qua phai duac ghi lai.

T4t cA may méc va thiét bi phai dugc kiém tra dinh ky va duy tri 48 ddm bdo tinh an toan va phli hop

cho muc dich st dung. Dung cu cdn dugce kiém tra theo cac didu kién lam viéc va dd chinh xac yéu céu
adi voi két qua.

T&n suft hidu chufn va ki8m tra xac nhan d&i véi timg hang muc cta thiét bi ma trong nhidu trudng hap
khong quy dinh trong tiéu chudn nay, vi né dugc xac dinh bdi timg phong thlr nghiém, tuy thudc vao loai
thiét bi va mirc d6 hoat dong clia phong thlf nghiém, va phi hop véi chi dan cla nha san xuét. Trong
mét s6 trudng hop nhét dinh, ¢6 quy dinh tén sust vi van dé d6 duoc coi la cén thiét.

Thiét bi va dung cu phai dugc thiét ké va I3p dat thich hgp cho thao tac va dé bao duBng, lam sach khit
nhiém va hiéu chusn.

Sur khdng dam bao do dua ra trong diéu ndy lién quan d&n thiét bi, dung cu ¢ lién quan va khéng cho
toan bd phuong phap phén tich.

Xuyén sut c3 didu nay, cac yéu cdu vé dd chinh xé4c clia phép do cla thiét bi do da quy dinh. Diéu nay
dua vao dung sai thuc té yéu cdu dé chimg minh viéc kiém soat thich hgp cla thiét bi khi st dung hang
ngay. D9 chinh x4c d4 néu lién quan dén d% khong dam bao do Iudng clia thiét b (xem 1SO guide 99).

D& vSi thiét bi kidm soat nhidt do thi kiém tra dd 8n dinh va tinh d8ng nhét clia nhiét dd trubc khi bat
d4u st dung va sau khi sifa chifa holic thay d8i ma c6 thé 1am anh huding dén viéc kiém soét nhiét do.

5.2 Tabdové
521 Mota

Td bdo vé 12 vi trf 1am viéc dugc trang bi ludng khi thdi, thdi theo chidu ngang hoic chiéu doc dé loai bd
bui va cac chat hat khac nhu céc vi khudn tir khang khf. '

S6 Iuong hat cho phép t5i da trén mét khéi ¢ cd I8 bang hoac 16n hon 0,5 um thé hién c&p loai clia ta
an toan. BSi vdi cac t& ding cho vi sinh vat trong thuc phdm, thi s8 lugng chét hat khong duge qua
4000 trén mét khéi.

13
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TG diing cho vi sinh vat trong thuc phdm cb bén loai:

a) TUan toan loai | 1a cac tl bio vé clfa mé trudc dung dé bao vé ngudi thuc hién va méi trudng nhung
khéng bao vé dugc san phdm khdi sy nhim ban bén ngoai. Khd nang bi nhidm sol khi s& xay ra trong
budng va giil lai trén bd loc. Khéng khi @3 loc thuding thai ra mdi trudng; néu khéng thute hién dudc didu
a6 thi khéng khi phai cho di qua hai bd loc HEPA dugc treo thanh day. Ching khéng nén ding cho cac
sinh vat gay bénh nguy co cip 3 vi khé duy tri va bdo v& dutc ngudi thue hidn.

b) T an toan loai |l bo vé dugc san phdm, ngudi thuc hién va mai trudng. Quay vong dude mét lugng
khéng khi da loc, dua mét lugng khi ra méi truding va thay khang khi qua 18 héng lam viéc, do d6 bio vé
ducc ngudi thuc hién. Ching thich hop cho viée thuc hién véi vi sinh vat gdy bénh nguy co cép 3.

c) Cac ti thdi ady khdng khi ngang bdo vé noi lam viéc khdi bj nhidm bén, nhung thdi hét sol khi vao
mat ngudi thue hién. Do d6, ching khdng thich hop cho viée xit ly dich cdy hodic nudi cdy mé.

d) Céc ti th8i dfy khdng khi doc bao vé san phdm bing cach sif dung dong khdng khi da loc bang
HEPA. Chiing ciing bio vé ngudi thuc hién qua viéc sif dung khong khi quay vong bén trong. Céc loai
t0 nay dac bidt thich hop dé cb mdi truting vo triing d& xr Iy sin phdm v tring va bdo vé ngudi thuc
hién khi xf ly v&i san phdm dang bdt.

S( dung cac ti bio va cho t4t ca cac cong viéc lién quan dén xif ly cac vi sinh vat gy bénh va céc san
phdm dang bét bi nhiém, néu quy dinh quéc gia cho phép.

Viéc s dung d4u a6t bing khl ho#c 16 nung khdng dudc dung trong cac th bdo vé. N&u cén thi ddu st
biing khi cin phai cé ngon Iffa nhd sao cho khéng 1am nhidu loan déng khdng khf. Cach khéc, c6 thé sir
dung dung cu ding mét 14n (vong céy, pipet.v.v...).

5.2.2 Sirdyng
Céc t khéng nén luu gilr dung cu.

Khi c6 th8, dit t4t ca nhiing thir cdn thiét vao trong tl truc khi bit ddu lam viéc dé gidm thidu cac ddng
tac ra vao I8 hd 1am viée. BS trf dung cu va vat liéu sao cho t8i thidu hoa sif nhidu loan clia dong khéng
khi tai I8 hd lam viéc.

Ngudi thuc hién cdn duge dao tao sif dung ti ding cach dé didm bao an toan cho ngudi thuc hién va
d3m bao sy nguyén ven ciia san phdm hoéc dich cdy.

§.2.3 Lam sach va khir tring

Lam sach va khi tring khu vire lam viéc sau khi sif dung, dung chét tdy rita khéng an mon thich hop

theo chi dén clia nha san xu#t. Thudng xuyén kiém tra Iusi bdo v& clia bd loc sd bd va Iam sach biing
khan vai ngam dung dich tdy rira.
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D6i véi cac td thdi khdng khi theo 18p thi bé mat clia bd loc phdi thudng xuyén lam sach bing chan
khéng, chii y khdng lam hdng mdi trudng clia bd loc.

Cac i an toan cb thd dudc xdéng hoi truée khi thay hodic sifa chira bd loc.

Sau khi 1am sach td, c6 thé sif dung dén UV @& khr tring. Bén UV cén dugc lam sach va thay thé
thuding xuyén theo chi d&n clia nha san xuét.

5.2.4 Béo dubng va kiém tra
Céc tli an toan duoc sl dung thich hgp véi muc dich va didu kién mdi trudng trong phong thif nghiém.

Hiéu qua ciia td bdo vé phai dugc mét nhan vién co chuyén mén kiém tra thudng xuyén theo chi din
clia nha san xuét, clng nhu sau khi sifa chifa hosic thay d8i.

Viéc kiém tra dinh ky v sy khong bi nhidm bén vi sinh vat cn dugc tién hanh bing cach kidm tra bé
mat lam viéc va thanh td. '

Viéc kiém tra dinh ky s& Iugng vi sinh vat gdy bénh c6 mat cén dugc thuc hién trong subt qua trinh thuc
hién clia bd loc s dung dung cu thong thuding. Vi du, trong mdi td a3t vai dia petri md nép @4 chita mit
méi trudng nudi cdy thach khdng chon loc (vi du PCA) trong 30 min. Ciing c6 thé dung cac phuong
phap khac.

5.3 Can va dung cy pha lodng djnh lugng
5.3.1 Sirdyng va d§ khdng dam bdo do

Can thudng dudc ding d8 xac dinh khéi lugng phdn mAu thif va c4c thanh phén clia mdi trudng nudi
c4y va thudc thir. Ngoai ra, chuing cling ¢ thé duoc ding a8 do céc thé tich dung dich pha loding theo
kh&i luong.

Dung cu pha lodng dinh lugng Ia cac dung cu dién tir gdm cb can va bd phan phan phdi dung dich idng
cb cai d&t chuong trinh va dugc st dung trong qua trinh chudn bi cac huyén phi ban ddu clia mdu;
chiing thuc hién bing cach thém dich pha lodng vao miu con theo mét ty 18 da dinh trube. Miu con sau
d6 dugc can dén dung sai cho phép va bd phan dinh lugng cai dat dé phan phéi dii lugng dich pha
lodng theo ty 1& yéu cdu (vi du: 9:1 d6i véi cac dung dich pha lodng thap phan).

Phong thir nghidm vi sinh vat trong thuc phdm phi duoc trang bi cac can c6 déi do va d khdng dém
bao do quy dinh d&i véi cac san phdm khéc nhau cin phai can.

Khi can mau thi, sai s 15i da cho phép phai bing 1 % holic t&t hon, trir khi cé quy dinh khéc.
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D4t dung cy lén mat phing nim ngang vimg chic, diéu chinh khi cdn dé d3m bao thang bing va chéng
rung va chéng truot.

5.3.2 Lam sach va khir tring

Lam sach dung cu va khir tring sau mi I4n s dung hoc bi a8 ra trong khi can biing chat tdy rifa thich
hgp va khéng an mon.

5.3.3 Kiém tra higu qua va higu chudn

Hiéu qua cla hé thdng can cén kiém tra x4c nhan thudng xuyén trong qua trinh sif dung va sau khi lam
sach bang cach kiém tra khéi lugng do ngudi c chuyén mén thuc hién. Viéc hiéu chudn cin dugc kiém
tra théng qua toan bd dai do phu thudc vao tdn suft sir dung.

Viéc kiém tra khéi lugng cling c6 thé dugc xac nhan ngay sau khi hidu chudn can.
5.4 Thiét bj déng hod, bd trdn va may trdn

541 Mota
Thiét bi nay dugc ding d8 chudn bi huyén phi ban ddu tir mau thif ciia sdn phdm khéng & dang 1dng.
C6 thé duing cac thiét bj sau day:

- thiét bi d8ng hoa kiu nhu d6ng (dang tui) vai cac tii chét déo vo tring, ¢ thé kém bd didu chinh t&c
db va thdi gian; ho#c

— thiét bi d8ng hod kiéu quay (bd trdn), cb téc @5 quay tir 8 000 r/min d&n 45 000 r/min, kém theo binh
chifa bing kim loai hoic thuy tinh c6 ndp va cb thé khif triing dugc, hoc

- may tron kiéu rung (may tao xung) cd cac tii vd triing; hosic

— hé th8ng ddng hoa khac ¢b hiéu qua tuong ty.

Trong céc trudng hop cu thé, c6 thé thyrc hién viéc trdn bling tay sif dung cac vién bi thuy tinh cb dudng
kinh thich hop [khodng 6 mm, xem TCVN 8507-2 (ISO 6887-2) d6n TCVN 65074 (ISO 6884-4) va
TCVN 6263 (ISO 8261)]

5.4.2 Sidyng

Thai gian hoat déng théng thudng chia thiét bi déng hoa kiéu nhu ddng khoadng 1 min d&n 3 min [xem
TCVN 6507-2 (ISO 6887-2) d&n TCVN 6507-4 (ISO 6887-4) va TCVN 6263 (ISO 8261) d8i véi cac loai
thuc phdm cu thé).

Loai thiét bi nay khéng diing dugc cho mét s& thuc phdm nhur:

16



TCVN 6404:2008
— céc sin phdm c6 thé 1am thiing tdi (cb cac hat nhon sic, cimg, khd);

~ céc sin phdm khé d8ng hoa do c4u tric clia ching (vi du: xuc xich loai salami).

Thiét bi @8ng hoa kiéu quay c6 thé van hanh trong mét khoang théi gian véi téc @6 tir 15000 r/min dén
20000 r/min. Nhung vdi thiét bi ddng hoa cé t8c d6 cham nhdt thi thoi gian van hanh cling khéng dugc
vugt qua 2,5 min.

May trdn rung ¢ thé dugc diing cho hdu hét cac loai thuc phdm, ké ci loai ciing hodic sén phdm kho.
Théi gian trén thudng tif 0,5 min dén 1 min. N&u c4c vi sinh vt ndm sau trong céc cu tric thi cdn cat
mAu thanh cac manh nhd truée khi thyc hién.

Céc bi thuy tinh ¢6 thé dugc dung d8 chusin bj cic huyén phi ban dfu biing cach I4c san phdm cb 0o
nhét hodc sin phdm dic nhét dinh, dic bit 1a d&i v6i sin phdm sifa (xem cac tiéu chusn cu thé).

5.4.3 Lam sach va khir tring

Dinh ky lam sach va khir triing cac bd ddng hoa ki€u nhu ddng va cac bd trén kiéu rung va sau khi i
dung bi tran hodc ro ri.

DGi v6i cac bd déng hoa kiéu quay, sau mdi i4n sir dung, lam sach va khif tring cac vién bi thuy tinh va
bat kim loai.

5.4.4 Bdio dudng

Kiém tra va duy tri dung cu theo chi dén ctia nha san xuét.
5.5 Méy do pH

551 Moti

Méy do pH dung @& do hiéu thé giia dién cyc do va dién cyc d8i chidu & nhiét d6 xac dinh, ca hai dién
cuc déu dugc dua vao san phdm. Méy do pH nay cb thé do chinh x4c dén + 0,05 don vi pH va cb do
phan gidi 12 0,01 don vi pH. May do pH cé b can béing nhiét baing tay hodic ty dong.

CHU THICH Dién cut do va dién cuc d8i chifu thudng duge gén v6i nhau thanh hé thdng didn cyc két hop.
552 Sudyng

Méy do pH dugc ding & do gia tri pH clia mdi trudng nudi cy va thudc thir d€ kiém tra xem trong qua
trinh chudn bi cé cin diéu chinh hay khdng va dé kim tra chat lugng sau khi khif triing.
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May do pH ciing cé thé dudc sir dung @€ do gia tri pH cla mAu thir va cac huyén phi clia mau. Viéc sl
dung may do pH s& duoc thao ludn trong tiéu chuin cu thé vé san phdm cin phan tich, trong d6 cac
diéu kién xac dinh pH va diéu chinh pH dugc qui dinh. '

Chinh may do pH theo chi din clia nha sin xu&t dé do gi4 tri pH & nhiét dd chudn, vi du & 25 °C. Boc
gia tri pH sau khi da &n dinh. Ghi lai gia tri pH dén hai chir s& thap phan.

CHU THICH & doc dugc coi la ¢a 8n dinh khi gi4 trj pH do dugc trong 5 s dao ddng khong qué 0,02 don vj pH.
Str dung céc dién cuc trong tinh trang tét, trang théi cAn bing dat dugc trong khodng 30 s.

5.5.3 Kim tra x4c nhan va danh gis

Hang ngay truéc mdi 18n sir dung, kiém tra may do pH theo chi ddn clia nha sén xu#t, sif dung it nhét
hai ho3c ba dung dich d8m chu&n. X4c dinh céc sai s& t8i da cho phép ddi vdi viéc kiém tra x4c nhan
nay tuy thudc vao viéc sif dung.

Cac dung dich chudn cb cac gia tri pH biét trudc chinh xac t6i hai s8 thap phan & nhiét 46 do (ndi
chung, pH bing 4,00, pH béng 7,00 va/hodc pH bling 9,00 & nhiét 4 25 °C, theo chi din clia nha san
xu&t). Cac dung dich chun nay phai phdi bao trim céc gia tri pH cén do.

Sau khi ki€m tra xac nhdn may do pH véi hai dung dich d8m chudn, thi pH phéi dugc kiém tra béng
cach sif dung dung dich dém thir ba, dugc goi 14 dung dich dém ki€m ching, vi du pH bang 5 hodc
bing 8.

Danh gia may do pH khi viéc kiém tra cho cac két qud ndm ngoai dai sai s& cho phép t8i da va thuc
hién theo chi d&n clia nha san xuét.

Viéc danh gia nay cb thé thuc hién blng cach higu chuén cho phép ubc tinh d¢ khéng dam bao do clia
may do pH.

5.5.4 Bio dudng

Kiém tra va bio duBng cac dién cuc theo chi din cla nha san xuét. Trong trudng hop cy thé, cin phai
kiém tra thuding xuyén, néu cin:

- tinh trang cAc dian cuc v8 mic 86 bin va 3o héa; va
— thdi gian cho k&t qua va @6 én dinh.

Sau méi I4n sir dung, trang d4u do clia céc dién cuc trong nubc c4t hodic nudc da loai ion. D& danh gia
mifc b&n va mitc 46 1ao hoa clia cac dién cuc do, phai thuding xuyén rifa céc dién cut that sach theo chi
dan cla nha san xust. i

Bao quan céc dién cuc theo chi dén clia nha san xust.
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5.6 N&i hip ap lyc.
56.1 Mata
Ndi hp ap Iuc 1a thiét bi dat dugc nhiét 3o clia hai nudc bao hod va dudc diing dé diét cac vi sinh vat.
Néi hdp ap lve cdn dugc trang bi kém theo:
— it nh&t mdt van an toan,
- vanxa,

~ bd phan duy tri nhiét dd quy dinh trong buéng véi khoang + 3 °C clia nhiét dd dich (cb tinh d&n &0
khéng dam bdo do lién quan d&n cap nhiét didn); va

~ d4u do nhiét dd ho3c cip nhiét dién tu ghi.
N&i h&p ap Iuc cling dugc gén véi bd doc thdi gian va doc nhiét dd.
5.6.2 Sudung

Véi phuong phap khif triing b&ing hdi, t4t c3 khéng khi duge dudi ra trudc khi tao ap Iuc. N&u nhu ndi
hédp ap Iuc khong dude gin vdi mdt thiét bi hit chan khong tu ddng, thi cdn phai dudi khong khi cho dé&n
khi 6ng phun luéng hai nuéc lién tuc phat ra.

P& diét cac vi sinh vat, hoi bao hoa trong budng phai cé nhiét a6 it nhét la 121 °C.

Trong cling mét chu ky khi triing, ndi hdp 4p luc khdng dugc sl dung d& khir tring cac dung cuy sach
(va/hodic mdi trudng nudi cdy) cling véi khir bdn cac dung cu da sif dung (va/hodc mdi trudng nudi cy
da s dung).

T6t nhét 1a sir dung cac ndi hdp ap Iuc riéng biét cho hai qua trinh nay. Sau khi hdp ap luc, tat ca vat
lidu va dung cu phai dugc lam ngudi trong néi hap trudc khi Iy ra.

Vi ly do an toan, khong |8y a8 ra khdi ndi hdp p Iuc khi nhiét dd chua gidm d&n dudi 80 °C.
5.6.3 Bdo dudng

Dinh ky 1am sach khoang chifa, bd loc xa va cifa kin. Kiém tra d¢ kin clia cfa. Tién hanh xa va cao
sach can, néu cén, trong cac khodng thdi gian nhét dinh. Tién hanh theo chi dan cla nha sin xudt.

5.6.4 Kiém tra x4c nhin va higu chudn

Phai gilr ndi h&p 4p Iuc & didu kién lam viéc t6t va phai kiém tra thudng xuyén dudc cac bd phan cb
nang lyc kiém tra theo chi dan clia nha san xuét.
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T4t ¢ cac dung cu kiém tra phai gill trong trang thi 1am viéc 6t va do b phan c6 thdm quyén kiém tra
dinh ky.

Viéc kiém tra danh gia ban d4u c4n bao gdm cac nghién c(u hiéu quéa clia mi chu ky thyc hién va méi
ki€u nap san phdm dugc sir dung trong thue t&. Qué trinh nay cén dugc 1p lai sau khi slfa chifa hodc
thay d8i. Cac b cim bién nhidt cin dugc bé tri trong sin phdm dé cho biét nhiét da dugc truyén vao tat
ca céc vi tri. Viéc ki€m tra va kiém tra lai cdn dugc xem xét sy phis hop clia thdi gian nang nhiét va ha
nhiét cGng nhu nhiét dd khir tring.

P& kiém tra qua trinh nhiét khi khéng c6 sin cac dir ligu danh gia hidu qué qua trinh, thi ddi véi mdi mé
san phdm, cin a4t & tam san phdm t&i thi€u mét chi thi qua trinh.

5.7 Thiét bj chudn bj méi truéing
571 Matd

Thiét bi chudn bi mdi truding duoc thiét k& theo nguyén tic dé khir tring mét Iugng I6n mai trudng
(> 11). B& phan nay bao gdm mét b8 1am néng, tui nude va dung cu khudy lién tyc. Thiét bj nay ciing
duoc 13p bd phan do nhiét d, bd phan do ap sudt, do thdi gian va van an toan.

Ngoai ra, bd phan nay cin cb khoa an toan @8 khdng md khi nhiét 46 chua xudng dén < 80 °C.
5.7.2 Surdung
Thuc hién theo chi din clia nha sén xuét.

Toan bd qua trinh chun bi dugc thic hién ngay trong thiét bi. Sau khi b8 sung t&t c cac thanh phén,
khudy va lam néng dé hoa tan rdi dem khi triing.

5.7.3 Bdo dudng
R thiét b chudn bi mdi truiing va trang ky bing nutic ¢4t sau khi chudn bj m&i mé méi trudng.
5.7.4 Ki&m tra xdc nhan

Phi giir thiét bi chufn bi méi trudng & diu kién 1am viéc t&t va phai dugc bd phan cb nang luc kiém tra
thutng xuyén theo chi din clia nha san xust.

T4t cA cac dung cu kiém tra phai gilf trong trang thai lam viéc 6t va kiém tra djnh ky hiéu qua clia
ching.

Viéc kiém tra danh gia ban ddu cén bao gdm céc nghién ciu hidu qua clia mi chu ky thyc hién va mdi
kiéu nap san phdm dugc st dung trong thut té. Qua trinh nay cdn dugc Iap lai sau khi sifa chifa hodc
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thay d8i. C6 th8 sif dung hai d4u dd nhiét, mdt 6& sat véi ddu do d6i ching va mdt aé cach xa hin dé
biét nhiét da d&u hay chua.

Cén kiém tra nhiét do va thai gian cla mdi chu ky.

58 Tddm

58.1 Mdta

T4 &m bao gdm mét budng gilt nhiét c6 nhiét dd 8n dinh va phan phdi déu, vai sai s6 nhiét do téi da
cho phép quy dinh trong tiéu chuén nay.

5.8.2 Sirdyng

Cac ti §m cén dudc trang bi cac hé théng diéu chinh dé gilr dugc nhiét 36 hodic cac thong s6 khac déu
va 8n dinh trong khip ving lam viéc. Xac dinh thé tich lam viéc d8 ddm béo réing didu d6 da dat dugc.

N&u nhiét @& mdi truding gén bing holc cao hon nhiét 46 clia ti &m, thi cn phai bd tri mot hé théng
1am mat.

Bao vé cac thanh clia ti &m tranh anh sang mét tréi chiéu thing.

N&u c6 thé, khi sl dung bat ky loai ti &m nao (d6i luu khong khi bit budc hosic khong), cac ti &m
khéng nén a8 ddy qué bdi vi mdi trudng nudi cly sé& cén nhiéu thai gian hon dé can biing nhiét db.
Tranh md td 8m nhiéu |4n trong thai gian dai.

Khi x&p mAu vao ti m phai chu y tdi sy luu thong khéng khi (xem 10.2.4).

5.8.3 Lam sach va khir tring

Pinh ky lam sach va khif tring thanh trong va ngoai clia ti &m, néu thich hop, lau sach bui hg théng
thong gié.

5.8.4 Ki@m tra xac nhan
Su 8n dinh nhiét 48 va sy phan b nhiét ddng déu trong khoang lam vigc cla th &m phai dugc kiém tra
bang nhiét k& hosic biing c2p nhiét dién biét trudc dd chinh xac va dai nhiét thich hop.

Diing théng tin 8 x4c dinh dai lam viéc c6 thé chdp nhan dugc clia th &m va vi tri t8i wu cla nhiét k& st
dung d8 kiém tra nhiét dd lam viéc.

Vi dy, a8 dat dugc nhidt o dich 14 37 °C + 1 °C khi nhiét 86 trong ti dao déng tif 36,8 °C dén 37,3 °C,
thi cn dugc gidm dén 36,2 °C dén 37,7 °C a8 dam béo riing tat ca cac phén clia td &m da dat duge
nhiét 46 quy dinh la 37 °C.

Lap lai quy trinh nay sau m&i 14n sifa chifa hoac thay d6i.
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Phéi kiém tra tinh &n dinh ca nhiét dd, vi du, bAng mét hodic nhiéu nhiét k& c6 gia tri I6n nhét va nhd
nhat ho#c cac cap nhiét dién tu ghi.

Nhiét k& va c2p nhiét dién tu ghi dugc dung d€ kiém tra td m hang ngay, dugc gén & mét vi tri c8 dinh
dé dat dugc nhiét db dich.

D& kiém tra nhiét a6 td 4m hang ngay, mdi ti &m can dudc gén v6i it nh&t 14 mot nhidt k&, c6 biu chét
do dude ngam trong glyxerol (hodic bé nhidt thich hap khéc) dutse dyng trong chai gén xi kin.

Cac hé théng kiém tra khac c6 tinh naing tuong tu c6 thé dugc sit dung.

5.9 Tdlanh va phéng bdo quan lanh

591 Motad

Céc td nay la cac budng c6 thé duy tri duoc ché dd bao quan lanh. Khi khéng ¢b qui dinh khéc, nhiét dé
bao quan thuc phdm phai 1a 3 °C + 2 °C (sai s6 t8i da cho phép). DSi véi cac muc dich bdo quén khéc,
thi nhiét @6 phai 12 5 °C + 3 °C, trif khi c6 quy dinh khac.

5.9.2 Surdyng

P& tranh nhim bén chéo, thi sif dung cac budng khac nhau hoc ft nhét 1a cac vat chira khac nhau ¢é
bao quan tach riéng:

— mobi trudng cAy chua cdy va thudc thi,
- mauthl, va
~ cac chling vi sinh vat va cac méi trudng d3 ciy.

Céc th lanh, cac ngan lanh va phong bio quan lanh cdn dugc sip x&p sao cho dam bdo dugc sy luu
théng khong khi va gidm thiéu kha ning gy nhiém bén chéo.

5.9.3 Kiém tra xéc nhan

M&i ngay lam viéc phai kiém tra nhiét d6 cla timg budng bing mot nhiét k& hodc béing ddu do dudc dat
¢6 dinh. B chinh x4c yéu cu cla thiét bj kiém tra nhiét dd phu thudc vao muc dich st dung.

5.9.4 Bao dudng va lam sach

Phai thudng xuyén thuc hién cc cong viéc bio duBng sau day:

- lau bui & cac canh quat hodc & cac t&m trao ddi nhiét phia ngoai;
- lam tan bang;

- |am sach va khir trting mét trong cla tu.
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5.10 Ta ddng lanh va td dong Ianh sdu

5.10.1 Mota

TG déng lanh ¢b cac budng lanh cho phép duy tri ch€ d& bdo quan déng lanh. Trir khi cb qui dinh khéc,
nhiét 48 nay phai nhd hon — 15 °C, tt nhét 1a - 18 °C d6i v6i cac mau thue phim.

Tl déng sau cb cac budng lanh cho phép duy tri ché do bdo quan ddng lanh sau. Trir khi c6 qui dinh
khéc, nhiét d6 nay phai nhé hon - 70 °C.

5.10.2 Sirdyng

5.10.2.1 Tua déng lanh

C4n cb cac ngin lanh khac nhau holic it nhét ta c6 cc vat chita khac nhau d& bao quén tach riéng:
- thuéc thir chua céy,

- cac miu phén tich, va

- céc chiing sinh vat.

X&p aat trong th déng lanh sao cho duy tri duge nhiét 6 a0 thdp, dic biét la khi dua cac san phdm
chua déng lanh vao.

5.10.2.2 T ddng Ianh siu
Nguyén tic sif dung 1a d8 bdo quén vi sinh vét, chling 8i chimg va/hoic dich cdly 1am viéc va thudc thi.

Xé&p azt trong ti dong lanh sao cho duy tri dugc nhiét dd Al th&p va tranh nhiém bdn chéo gilra cac vi
sinh vét va thudc thi.

5.10.3 Kiém tra xéic nhin

Dinh ky kiém tra nhiét 46 clia timg budng duing dung cu kiém tra nhiét 34 thich hop.
5.104 Bdo dudng

Phai thudng xuyén thuc hién céc cdng viéc bdo duBng sau day:

- lau bui & canh quat hoic & t4m trao d8i nhiét phia ngoai (néu cb thé);

- |am tan bang;

— lam sach va sét tring mat trong cla td.
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5.11 Bé diéu nhidt
5111 Mota

Bé diéu nhiét dugc lam ddy bang chét 1dng (nubc, etylen glycol .v.v...) cd hodc khong c6 ndp day hoic
dung cu khac & han ché su bay hoi, c4n thiét d& duy tri nhiét dd quy dinh. Kiém soat nhiét d6 thudng
chinh xac hon so véi ti &m blng khéng khi, cac sai s& t8i da cho phép + 0,5 °C hoc tdt hon. Nhiét dé

lam viéc va cac sai s8 t6i da cho phép dudc quy dinh trong timg phudng phap cu thé. H8 théng lam
lanh 12 c4n thiét a€ duy tri nhiét d6 gén bling hoic thdp hon nhiét d6 méi truding.

5.11.2 Sddung

Cac muc dich sif dung chinh nhu sau:

U méi trudng nudi cdy & nhiét dd quy dinh;
- duy tri mdi trudng thach tan chdy vé triing trong khi chudn bi méi trudng;

trdn mdi truding thach tan chay vé triing sif dung cac phuong phap cu thé;

1

chudn bi cac huyén pht ban ddu hoc cac dung dich pha loang & nhiét dé qui dinh;

|

x{ ly nhiét cac huyén phi mdu ban ddu & nhiét dd qui dinh (vi du nhu thanh tring).

D€ kiém tra nhiét d6 chinh xac, bé diéu nhiét cin dugc trang bi mdt bom nudce tudn hoan va mét hé
thdng diéu nhiét tu déng. Viéc khudy trén chét Idng khéng dudc 1am phan tan.

Cac bé cb ndp day thich hgp hon d6i véi dd chinh xac ho3c sif dung nhiét dd cao. Nén sir dung nip day
cho phép thoat phin nudc ngung tu.

D& (i mdi trudng da c&y, duy tri mic chit 1dng sao cho dinh clia méi truding thir th&p hon mitc chét Idng
trong bé it nh&t 1a 2 cm trong suét qua trinh 0.

Cac vat chira khac cdn dugc dit trong b8 sao cho mife trong vat chifa thap hon mirc chét 1dng.
D6 ngap sau phai ngan ngifa nuéc vao qua vidc déng kin.

Cé thé can dén bd phan duy tri sy 8n dinh clia vat chia, vi du: gia da.

T4t ca cac vat chita cn dugc lam khd sau khi 14y ra khdi bé va trudc khi sl dung tiép.

5.11.3 Kiém tra xéc nhan

Kiém tra su 8n dinh va sy phan b8 ddng déu nhiét 4o trong khoang Iam viéc clia bé trudc khi sit dung
18n déu va sau khi sita chita hodc thay ddi c6 &nh hudng dén viéc kiém soat nhiét d6.
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Kiém tra m&i b8 bing nhidt k&, cap nhiét dién hozc thiét bj ghi nhiét 5 tu dong cb a6 khong dam bao
do 16i thiéu thich hop (xem 5.28.2) va phu thudc vao hé thdng didu nhiét tu ddng.

C6 thé sif dung dung cu k¥ thuat 8, véi diéu kién I3 da kiém tra a0 phan gidi va 4 chinh xac.
Trong méi Ian sif dung, kiém tra nhiét do clia bé va it nhét 1a hang ngay trong giai doan G thém.
5.11.4 Bao dudng

B8& duoc 38 ddy chét 1dng theo khuyén céo clia nha sin xust. D& 0 dich céy, t8t nhét la sir dung nudc
cét ho#ic nudc da loai khoang.

Kiém tra thudng xuy8n mirc cht 1dng trong bé @8 dim bio ding chitc ning clia bé va dap (ng dugc
yéu ciu clia san phim cédn ngam trong bé. Mirc chét Idng phai ludn ngap phl bd phén gia nhiét.

Béeénduc_:lcthaynu&c,vesinhtht.l':ngxwénv&ténwétphulhu@c#&oviécsﬁ'dgnghoﬁcsaukhi bi tran.
5.12 N8l hol, ké ci ndi cach thuy
5121 Mdtd

N&i hoi hodc ndi cach thuy gém cb bd phan 1am néng dugc nudc bao quanh trong binh ¢ ndp day kin.
Trong ndi hai, bd phan nay tao hoi & 4p suét khi quyén; trong ndi cach thuy thi bé phén nay lam néng
nudc d8n nhiét @6 gan hoic biing nhiét o clia diém sdi, c6 hodc khdng tao ra hoi.

5122 Siudyng

Muc dich sif dung chinh la:

- lam tan chdy méi trudng thach;

- chudn bi mdi trudng d& phan huy nhiét;

— gidm lay nhiém clia cac bd phan nhd clia thiét bi trong khi st dung.

M(fc an toan va dd ctia nudc trong binh phai 83m bio dé ngap cac bd phan lam néng.
C6 thé sir dung néi h&p &p Iuc khdng tao hai.

5.12.3 Bio dudng

Giif sach cac ndi hdi va cac ndi cach thuy.

Dinh ky cao sach céin, tan sust phu thudc vao dd cing clia nudc, néu cén.
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5.13 T khirtring
513.1 Motd

T khir tring 13 mét budng c6 thé duy tri dugc nhiét b tir 160 °C dén 180 °C dé diét cac vi sinh vt
béng nhiét kho.

5.13.2 St dung

Chi khir triing thiét bi biing kim loai hoc biing thuy tinh trong td khir tring; khéng ding dé khir triing
dung cu bang ch4t déo va cao su.

Trudc khi khif trling, 1am sach dung cu thuy tinh va kim loai trong td s&y.

N&u khi tring c4c dung cy thuy tinh ding d& dinh mic thi phai dinh ky kiém tra dé chinh xac clia cac
thé tich d& danh diu.

Nhiét d6 cin phan b& déu trong budng sdy. T s&y phai dugc trang bj bé 8n nhidt va mét nhiét k& hodc
dung cu do nhiét tu ghi cé d6 chinh xac thich hop.

Ta sdy cén duge gan véi d8ng hd hodic bd phan dat chuong trinh hodc thai gian.

Khi nhiét 46 yéu ciu a4 dat duoc, thi quy trinh khir tring phai dugc kéo dai it nh&t 12 1 h & 170 °C hodc
két hop tuong duong cla thdi gian/nhidt dy.

Sau khi khir triing, @8 tranh bi ran nit, dung cu thuy tinh cdn duge & ngudi trong th trudc khi I8y ra.
5.13.3 Kiém tra x&c nhdn

Kiém tra do 8n dinh va tinh d8ng nhét clia nhiét 48 trong khép ti trudc khi st dung va sau khi sifa chifa
hoac thay d8i ma o6 th8 anh huding dén viéc kiém soét nhit dd.

TG dugc gén mot nhiét k& @3 hiéu chusn, dung cu do nhiét tu ghi c6 dd chinh xac thich hgp phu thube
vao hé théng diéu nhiét ty ddng. Dung cu kiém soat nhiét cin cé dd phan gidi 1a 1 °C hodc tét hon &
nhiét 3 sif dung. '

Nhiét dd clia t cén dugc thudng xuyén kiém tra va ghi lai trong mdi 18n sif dung.
5.13.4 Bao dudng

Lam vé sinh bé& mit phia trong khi cin.
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5.14 Lo viséng

5.14.1 Mo td

L& vi séng 13 thiét bi diing s6ng cuc ngén dé 1am nong san phdm & ap sudt khi quyén.
5.14.2 Siudyung

Hién tai chl cé thiét bi d& 1am néng chét Idng hoc lam tan chdy mai truding thach nudi cay.

CANH BAO - Khong lam néng méi truéng cé chira cac thanh phén dé bj héng do nhigt trong 16
vi séng trir khi da danh gid dugc cach lam néng nay khéng anh hudng dén higu qua ctia méi
trudng. Chua cé danh gia nao vé hipu qua cia 18 vi séng d8& khir tring mdi truiing cdly va 10 vi
séng khoéng dugc ding cho muc dich nay.

Lo vi séng phai lam néng dudc chét 1dng va mdi trudng nubi cdy biing chu ky phét séng cuc ngdn kiém
soat duge. Viéc phan b8 séng cuc ngdn phai déng déu trong sin phdm d8 tranh c6 nhing vung bi qua
nhiét. D& phan b& nhiét dugc t6t hon, nén st dung thiét bi c6 gén bé xoay.

Khéng s dung dung cu bing kim loai, k& ca nip day bing kim loai. N&i Idng nép hodic nit trudc khi
lam néng.

Lam néng trong mdt khodng thdi gian dai & nang lugng thdp hon cb6 thé cho két qud phan bd nhiét
t8t hon.

CANH BAO - Than trong khi si dyng céc dyng cy da dét néng. Vit chira trong 13 vi séng c6 thé
trd nén qua néng va sdi hodc chai cé thé bj nd.

Khi lam tan chdy méi truing thach, nén dat & mirc nang Iugng thap (vi du: chu ky lam tan bang) va bé
dun nudc (vi du: tir 50 mi d&n 100 ml nudc trong c8c dung cho 16 vi séng) A8 hd trg viéc kiém soat nhiét.

Thdi gian sau khi gia nhiét va trudc khi 14y ra khdi 16 vi séng nén kéo dai 5 min.
5.14.3 Kiém tra xéc nhan

Théi gian gia nhiét thich hdp va cai dit ning luong phai dugc thiét 1ap trudc khi bt ddu dua vao hoat
d6ng di vai cac thé tich chat 1dng khac nhau va méi trudng cdy dugc xU ly hang ngay, dé dam bao hiéu
qua 18i uu va tranh qua nhiét cho sin phdm dé bi hdng do nhiét.

5.14.4 Bao dudng

Lam sach 1 ngay khi bi d8 tran, cing nhu lam sach dinh ky tuy thugc vao viéc sif dung.
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D6 kin clia clfa 16 cin duoc kiém tra va 10 Sugic kiém tra vé sy rd rf phong xa & cac khoding thai gian déu dan.
5.15 May rifa dyng cy thuy tinh

5151 Mota

May rifa dung cu thuy tinh clia phong thir nghiém 1a cac loai may dugc diéu khién baing dién tir ding aé
rifa dung cu thuy tinh cia phong thir nghiém, c6 thé cai diit chuong trinh cho céc chu ky tréng, rifa khac
nhau (vi du: diing nuéc cat hodc nudc da loai khodng hodéc axit).

Dung cu rita pipet thuy tinh Ia loai may rifa dc biét a8 rita c4c |6 hep cla pipet.

5.15.2 Sirdung

Hién c6 s8n nhiéu loai may rifa dung cy thuy tinh, dugc ip 4t va sif dung theo chi dan clia nha san xuét.
5.15.3 Kiém tra xdc nhan

Kiém tra hiéu qua rifa bing mét thuiing va trong mét s8 (ing dung cén qua cac phép thir dé dim bao
réing c4c dung cu thuy tinh khdng con chifa cac chat gy Uc ché.

C6 thé ding dung dich chi thi pH aé kiém tra lugng axit hogic kiém du, pH nén d khodng tir 6,5 dén 7,3.
5.15.4 Bao dudng
Chudng trinh bio duBng dinh ky do nha san xust quy dinh theo mét tin suét thich hap.

Co thé cdn dén tdn sust bo dudng nhidu d&i véi thist bi s dung nhiéu hodc & nhing khu vuc ding
nudc cing.

5.16 Kinh hién vi quang hoc
5.16.1 Mot

Cé nhiéu loai kinh hién vi khac nhau nhu: monocular, biocular, c6 VDU, camera ho#c dung cu phat
huynh quang, v.v..va c6 ngudn sang bén ngoai holic bén trong. D& kiém tra vi sinh vat, cc vat kinh c6
6 khuéch dai tir 10 14n (th&u kinh kh) dén 100 I&n (nhiing trong déu cb thap dat tai trén Id xo) dugc sir
dung a8 thu dugc dd khuéch dai trén 100 1&n d8n 1000 1n. Kinh hién vi d6i pha Ia thich hgp nhat aé
kiém tra "cac méu dang ust".

5.16.2 Sirdung

Dat mat nhin vao kinh hién vi theo chi din clia nha san xust. Truc quang clia 4nh sang tir bong dén
cuding do cao phai di qua tam cla tAm tu quang, tiéu ban va vat kinh dé&n thj kinh.
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5.16.3 Bao dudng

Thyc hién theo chi diin clia nha sdn xu&t lin quan dén viéc bdo quan, lam sach va bao duBng. Tranh
ngung tu 4m ma co thé din dén suy gidm chét Iugng cla th&u kinh.

Hang ngay holic sau khi sif dung, lau sach th&u kinh sao cho khdng lam anh hudng dén chét lugng
quang hoc, d€ loai bd hét ddu con dinh. S dung dung méi do nha san xust khuy&n céo. Dinh ky ldy
déu ra khdi thdu kinh cla thi kinh.

Hé théng quang hoc cb thé rét dé bi hu hdng va t8t nhét la bdo dudng theo chi din clia nha san xuét.
5.17 ©#u d5t biing ga hojc 16 d&t néng bing dign tré
517.1 Mota

Piu a6t bing ga (Bunsen) dugc diing dé tao ra ngon I hep tif khi ga déng chai hodic dudng 8ng din
chinh. Su dao déng Iugng khdng khi trdn 1n véi khi ga khdng ché mitc d nhiét tao thanh.

D6t néng bing dién trd sif dung khi ga hoic dién dé dat dugc nhiét dd 1a khdng phat ra ngon I0ra dé khit
tring vong cAy va que cdy thing dung dé cay dich céy.

5.17.2 Sirdyng

Déu A6t biing ga dudc diing chinh cho viéc khir triing vong céy va que cdy thing béing kim loai bing
céach d6t va dé khir tring ngon Ila cac dung cu nhé khac.

D6t néng bing dién trd sit dung A€ khir tring véng cdy va que cdy thang bing kim loai va thich hdp khi
x{ ly céc vi sinh vat gay bénh vi né cb thé ngan ngifa dugc viéc ban tung toé va tranh dugc nguy cd
nhiém b&n chéo.

D4u 46t biing ga c6 thé tao ra nhiéu nhidt va suf xéo trdn trong phdng thif nghiém.

Ky thuat vé triing khac c6 thé diing ma khong cdn dén ddu ddt bang ga b&ing cach sif dung céc vat liéu
diing mot 1n. '

Trong ti bao vé nén tranh sif dung ddu a6t bang ga, vi ching c6 th& 1am xao tron dong khéng khi. Khi
d6 nén dung dung cu vé tring sif dung mét 14n.

5.17.3 Bao dudng

Dinh ky lam sach va khi triing cc ddu ddt va ndp déy cla thiét bi a6t néng bang dién trd, d3c biét néu
dich c&y vi khuén da bj rdi rét ra thiét bi.
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5.18 Dyng cy phan phdi mdi truding nudi ciy va thudc thir

5.18.1 Mo td

Dung cu phan phéi 12 mét dung cu hay thiét bi diing @8 phan ph&i mdi trudng nudi cy va thuéc thif vao
cac 6ng nghiém, cac lo holic vao céc dia petri. Cac dung cy d6 1a 8ng dong, pipet hodc xyranh thao tac
bling tay, tif xyranh tu ddng va bom nhu ddng d&n dung cu kiém soét dién tif co dt chuong trinh véi
cac lugng phan phéi ty ddng khac nhau.

5.18.2 Sirdyng

Dung cu sach duge ding 88 phan ph&i mdi truding cdy va thudc thlr khdng dugc chifa cac chét gy (c
ché. Sir dung cAc duding 8ng riéng biét cho mdi truding chon loc d8 gidm thidu viéc loc/mang sang clia
c4c chét nhu thé.

Néu yéu c4u phan phéi vd triing méi truing cy v triing va thudc thl, thi t4t ca cac bd phén cla dung
cu, thiét bi tigp xic véi san phdm phan phdi phai vé triing.

5.18.3 Kiém tra xdc nhan

D6 khdng dam bo do clia dung cy hay thiét bj phai phii hop i sai s& t6i da cho phép clia thé tich can
phan phéi, théng thuding khéng dudc vuat qua + 5 %. Sai s& t8i da cho phép ddi v6i cac thé tich chat
pha lodng dung dé pha lodng thap phan 1a + 2 %.

Kiém tra cac thé tich c4n phan phdi trutc khi sif dung. sau 46 dinh ky kiém tra theo quy dinh va sau cac
1&n didu chinh ma anh hudng dén thé tich cin phan phéi.

5.18.4 Lam sach va bdo dudng

Lam sach b& mat ngodi clia bd phan phan phéi sau mdi I4n sif dung. Rifa va trang ky t4t ca cac bd
phan clia bd phan phan ph&i 4 tiép xuc véi sin phdm va khif triing céc bd phan nay néu cdn dé phan
phéi ch4t 1dng v triing. Khdng diing cac chét tdy rifa trén cac bé mit tiép xac véi san phdm cén phan
phi vi ching c6 thé truyén céc chét gay dc ché.

T4t cA céc thiét bj phan phSi tv ddng phai duoc gill trong trang thai t&t bing cach bdo dudng dinh ky
theo chi din clia nha san xuét.

15.19 May trén Vortex
519.1 Mo ta
May khudy nay ding dé trén déu cac méi trudng Idng (vi du: dich pha lodng thap phan va mau thir dang

1dng) hodic huyén phti clia cac t€ bao vi sinh vat trong chét Iéng.
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Viéc trdn dua trén nguyén Iy 1a 1am cho chét dung trong 6ng nghiém chuyén ddng xoay léch tam (Vortex).

5.19.2 Siurdyng

An day 8ng nghiém hodc vat chita chét Idng cdn tron trén ddu may trdn. T8c 40 trdn duge kiém soat
béing cac téc 4 khac nhau clia méto hodic goc ti€p xuc véi ddu may trén. '

Ngudi thuc hién cin chi y a8 ¢am bdo réing trong qué trinh trdn khdng 1am tran chét 1dng ra ngoai khi
cén thiét phdi didu chinh t8c @9 va giifa  khodng cach mét phén ba tinh tir dinh ng dé giir Sng dugc tét
hon va tranh dugc viéc ch4t 1ong dang qué cao trong 8ng.

Cén chi y d& gidm thiéu sy gidi phéng sol khi khi mé &ng chifa trdn.

5.19.3 Kiém tra xéc nhin

Viée trén thich hop dugce bidu hién theo dong xody cla chét Idng trong qua trinh tron.
5.19.4 Bao dudng

Giit thiét bi sach. N&u san phdm bi roi rét thi phai khir nhidm thiét bi bang chét tdy rlra thich hgp cla
phong thir nghiém.

5.20 Thiét bj dém khuin lac
5.20.1 Mota

Céc thiét bi d8m khusn lac thi cdng sit dung dung cu d8m sif dung &p Itc va s& hién thi 1 téng s8 d&m
cac khuén lac. Ching c6 th§ don gian 1a dung cu gidng nhu bit hodc ¢ thé gém mot ban roi sang cb 6
da hiéu chudn cho dia va man khusch dai dé phat hién khusn lac. Cac may d&m khusn lac bling dién ti
ty dong, k&t hop v6i may phan tich hinh &nh, thuc hién biing viéc két hop clia cac hé théng phdn mém
va phin cimg sir dung camera va bd diéu khién.

5.20.2 Sirdung

SUr dyng theo chi déin cla nha san xu&t. Chinh d9 nhay clia méy d8m ty ddng dé dém duge tat ca cac
khusn lac muc tidu. Cac may dém khuén lac bing dién tif tv ddng cdn c6 chuong trinh riéng biét khi sif
dung cac loai thach va ch&t nén khac nhau va d6i voi cac s& d6m bé mat va s& dém dia 8 dam bao
phan biét dung cac khudn lac muc tidu.

5.20.3 Kiém tra xdc nh@n

Cén thuc hién viéc kiém tra bling tay théng thung d& ddm bio riing thu dugc cac s& d&m chinh xac khi
s(r dung may d&m khun lac.
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Ngoai ra, cac may dém khudn lac ty ddng cin duoc kiém tra hang ngdy sif dung dia hidu chuén chifa
s6 luong da biét vé chat hat hoac khusn lac c6 thd dém duoc.

5.20.4 Bao dudng

Giir thiét bi sach va khéng bui; tranh vach I1&n cac bé mat dém. Chuong trinh bio dudng dinh ky cic
may dém dién 1t ¢ phan tich hinh &nh theo quy dinh clia nha sin xuét va véi tin sust thich hop.

5.21 Thiét bj ciy trong didu kién khdng khi thay ddi
5.21.1 Mota

D6 1a binh c6 th8 gén kin hodic bat ky thiét bi nao khac cb thé thay d8i mdi trudng nudi cdy (vi du, dang
sinh trudng yém khi) duoc duy tri trong subt thai gian U §m modi trudng cdy. C6 thé dling c4c hé thng
khac véi tinh n&ng tuong duong, vi du budng y&m khi.

Tuén thii cac hudng din cilia nha san xudt trong viéc 14p @4t va bio dudng.
5.21.2 Sidyng

Thanh phan clia mdi trudng khi thu dudc bing cach b8 sung hdn hap khi (vi du tir binh khi) hodc sau khi
tao chan khong tir binh khif, bing céch thay khdng khi trong budng hodc b&ng cach khéc thich hap (vi
du, gbi tao khi ban s&n).

Nhin chung, diéu kién 0 ky khf yéu cdu mdi trudng khi chifa it hon 1 % oxy, tir 9 % d&n 13 % cacbon
dioxit; didu kién vi hiéu khi (capnaerobic) yéu cdu khdng khi chifa tir 5 % d&n 7 % oxy, va khodng 10 %
cacbon dioxit.

Céc didu kién cin thay d8i phu thudc vao ydu ciu clia tilmg loai vi sinh vat cy thé.
5.21.3 Kiém tra xdc nhjn

D3t cac dung cu chi thi sinh hoc va hoa hoc d8 kiém tra ban ch4t clia mdi truding khi trong timg budng
mdi khi sif dung. Viéc phat trién cac chling kiém so4t hosic thay d8i mau cla chi thi hod hoc cho thdy
réing cac diéu kién U thich hgp da dat dugc.

5.21.4 Bdo dudng

Néu c6 cht xuc tac, cdn phai thudng xuyén phuc héi theo huting din ciia nha sin xuét. N&u cb 13p cac
van thi phai 1am sach v tra ddu & ddm bao hoat déng dling va thay khi cén.

Thiét bi ndy phai thusng xuyén dugc lam sach va khif triing.
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5.22 May ly tam

5.221 Mot

May ly tam Ia thiét bj co hoc hodc dién tir sif dung luc ly tdm dé tach cac hat huyén phi, ké ca vi sinh
vat ra khdi chét ldng.

5.22.2 Sirdung

Trong mét s& {mg dung, cd dic vi sinh vat muc tiéu thu dugc bling cach cho ly tam cac mau dang Iéng
dé thu 14y phén 18ng ma c6 thé hoa tan trong chét Idng va cdn cho kiém tra tiép theo.

Cén chu y d8 tranh tao ra sol khi va nhim bén chéo blng cach s dung thiét bi dung cach va sif dung
céc 6ng hodic cac binh ly tam gén kin va vo triing.

5.22.3 Ki#ém tra xdc nhin

Khi tc do ly tam dat t6i han hodic d8n mic quy dinh thi chi thi téc dd hoic cai g4t theo méay do tc do tu
do @3 hiéu chugn can dugc kiém tra dinh ky va sau nhimg I4n sifa chifa va thay d8i 16n.

5.22.4 Bao dudng

Lam sach va khif triing cac méy ly tam dinh ky va sau khi bj rai rét cac chiing vi khudn hosic c6 kha
nang bi nhiém b&n mau.

Céc may ly tam cén dugc bao duBng dinh ky.
5.23 Bép dign va 16 nung
5231 Mota

Bép dién va 16 nung Ia cac thiét b a8t néng khdng ché nhiét @6 6n dinh. Mot s6 bép dién va 16 nung cé
gén hé thdng khudy tir.

5.23.2 Sudyng

Bép dién va 1d nung cb6 gin hé théng khusy tir dugc st dung dé 1am néng cac thé tich tuong déi lon cla
chét I6ng nhu méi trudng.

Khéng sif dung b&p dién va 16 nung khdng c6 hé théng khudy tir d8 chudn bi mdi trudng.
5.23.3 Bao dudng

Lam sach hét cac cht bi roi rét ngay khi thiét bj nguéi.

33



TCVN 6404:2008

5.24 B phan phdi dang xodn
5241 Mota

B phan ph&i dang xodn Ia dung cu phan phdi dé phan chia thé tich d4 dinh cGa chat 1déng lén khip bé
mat clia dfa thach quay. Voi phan phdi chuyén dong tir tdm dia dén mép ngoai theo hinh xodn &c
Archimedean. Thé tich dugc phan ph&i gidm dén theo kim phan phéi chuyén ddng tir tam dén mép dia,
sao cho a8 c6 méi tuong quan nghich d3o gilfa thé tich IAng xuéng va ban kinh vong xoin. Thé tich clia
mau phan phéi trén bat ky doan cu thé nao déu dugc biét va khong d8i. Tao chan khong dé nap va
phan ph&i chét I6ng.

5.24.2 Sudung

Thiét bi nay duoc diing & phan ph&i miu dang 1dng, miu d8ng nhét hoc dung dich pha lodng Ién trén
dfa thach thich hop 88 d€m khuén lac. Sau khi 0, cac khu#n lac phét trién theo cac duding ma chét Idng
d3 1ing. S6 luong khudn lac trong viing d3 biét dugc dém bing c4c o trén dung cy dém va tinh s
dém dugc.

Bé& mat cac dia thach dugc sif dung véi bd phan phéi dang xodn phai bing phdng va khong cb bot khi.
Céc dia phdi dugc 1am kho so bd trutc khi sir dung d& d3m bdo riing cac dia khong bi qua 4m.

Hé thng phan phdi cdn dugc khif tring va trang rifa bang nudc vé triing trude khi 18y mau va sau khi
s(rdung.

5.24.3 Kiém tra x4c nhan

Hang ngay, kiém tra dé nghiéng clia ddu kim phan ph&i bng cach sif dung chan khéng d8 cho nip
trugt sat véi bé mat kim phan phéi. Ndp truot cin phai song song va cach bé mit thach 1 mm.

Kiéu phan phi cin dugc kiém tra bling cach phan phsi muc in b thé nifa sach dugc. Kiéu phan phdi
dang xodn cén phan phdi day d4c nhét gén tAm dia khi s Idng dong bit d4u va trd nén it dAm didc hon
& diém nh&c ra clia kim phan phéi. Phén rd nh&t clia dia phai Ia tam va c6 dubng kinh khodng 2,0 cm.

Hang ngay kiém tra dé ddm béo ring ddu kim phan phéi & dd nghiéng dung so v&i bé mit thach biing
céch sif dung ndp truot va bd phan dinh mitc duge cung cp cling véi thiét bi.

D6 v6 triing ciia bd phan phdi dang xodn cén dugc kiém tra bing nubc vo tring d8i véi mdi day mau
cén kiém tra.

Kiém tra khi lugng clia thé tich phan phéi cdn duge tién hanh dinh ky sif dung nudc c4t. Khéi luong thu
dugc cdn ndm trong sai s t&i da cho phép + 5 % khéi lugng dy kién di véi thé tich phan phéi.
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5.24.4 Bdo dudng

Khir tring duding 8ng phan phdi va kim phan phéi béing cach cho dung dich chifa tif 0,5 % d8n 1 % clo
chdy qua. Sau dé cho nuc v tring hosic nudc da loai khoang chay qua dudng 6ng.

Cé thé ngan ngifa vén cuc bing cach cho cac hat Iing xudng truéc khi nap huyén phi miu va sif dung
phén chét 1dng ndi phia trén.

Cac cuc vén cdn dugc loai bd ngay va lam sach dung cu.
Dung cu cén dugc bao dudng va kiém tra theo sif dung.
5.25 Thiét bj chung cat, loai ion va thidm thiu ngugc
5.25.1 Mbta

Céc thiét bi nay dudc dung a8 tao nudc cat hodic nuSc da loai ionfloai khoang ¢b chét lugng yéu cdu
(xem ISO/TS 11133) vé chudn bi mbi trudng nuéi cdy vi sinh ho#ic thudc thir va cho cac (mg dung
phong thir nghiém khac.

5.25.2 Sirduyng

Lap dit, van hanh va sif dung thiét bi theo chi din clia nha san xudt, ding theo vi tri clia nudc sif dung,
nudc thai va hé théng didn cGa phong thr nghiém.

5.25.3 Kiém tra xdc nhan

Nuéc phéi dugc kiém tra dinh ky ho#c khi da dung sau khi tich luy tinh dan dién va khang dugc in hon
25 pS/cm (tuong duong véi sudt dién trd > 40000 Q.cm) d6i véi viéc chudn bi méi truding va thudc thi.

N&u nusc duoc bdo quan trudc khi sif dung hodic dudc tao ra qua viéc trao déi ion thi c4n tién hanh
kiém tra sy nhiém bdn vi khuén theo ISO/TS 11133.

5.25.4 Bio dudng

Thiét bi chung c&t cén dugc lam sach va cao sach dinh ky véi tdn sust phu thudce vao dd cing clia nubc
sl dung. My loai ion va thdm th4u ngugc cin dugc duy tri theo chi d&n clia nha san xuét.

5.26 Thiét bj hen gid va tinh gio
5261 Mota

Thiét bi hen gid va tinh gi¢s ddy A 1a cac dung cu cb thé chinh chinh x4c thdi gian duoc sif dung cho
céc phang thir nghiém khi théi gian dugc quy dinh va quyét dinh.
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5.26.2 St dyng

Céc loai déng hé méc chun holic hidn s& dugc dung d8 kiém soét thdi gian thao tac (vi du: dua cac
chilng vao mang vi khuin, 88ng hoa mAu) phai trong tinh trang Iam viéc t6t va cb thé c6 d¢ chinh xéc
yéu ciu.

Van hanh céc thiét bi tinh thai gian trén thiét bi phong thif nghidm (vi du: ndi hdp 4p luc, may ly tam, bd
dbng hoa) theo chi din clia nha san xust. Cac thiét bi tinh thasi gian phéi c6 49 chinh xéc yéu cdu.

5.26.3 Kiém tra xdc nhan

Kiém tra t4t cd déng hé diing trong phdng thir nghiém khi cé ddu hiéu sai so véi chuin quéc gia va sau
khi sifa chifa.

5.26.4 Bdo dudng

Dinh ky 1am sach va kiém tra thiét bi tinh thdi gian vé hoat ddng dung.
Thiét bi tinh thasi gian phai dugc kiém tra theo quy trinh bio dudng thiét bi.
5.27 Pipet va pipet ty dong

5.27.1 Mo ta

Pipet 1a dung cu biing thuy tinh hozic chét déo sir dung mét I&n duoc dung d8 phan phdi cac thé tich
chét 1dng hoac vat lidu sanh; pipet chia d6 phan phdi cac thé tich da dinh véi 6 chinh xac phu thuéc
vao quy dinh.

Pipet ty ddng (ca hoc) dugic gén dAu tip bling chat déo dé phan phdi céc thé tich ¢& dinh holic c6 thé
diéu chinh dugc cia chét 1dng, hut bing tay hosic co hoc.

5.27.2 Sirdyng
Loai bd cic pipet da bi vd hoic bi hdng.

Pipet Pasteur hodc pipet chia dé va d4u tip clia pipet c4n dugc ddy bling bdng khong hép thu dé tranh
nhiém bdn khi diing d& phan phdi dich cy vi khuén.

Khéng diing miéng a8 hut pipet trong cac thiét bj diing cho vi sinh, trir dich 1dng khdng bi nhiém bén.

Céc bau dudc sif dung véi pipet Pasteur hosic chia 86 va cac ddu tip phai dugc chinh kich ¢d d8 tranh bi
rd ri va ddm bdo lam viéc cb hidu qua.
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5.27.3 Ki#m tra xéc nhan

Ki8m tra cac pipet chia d6 8 dam bao phan phéi ding cac thé tich néu nhu nha san xudt khong xac
nhan dé dang clia ching (dd dung va dé chym).

Hiéu chun pipet theo TCVN 7150 (ISO 835) (t4t ca cac phén) va ISO 8655-1.

Kiém tra c4c pipet mdi trudc khi st dung va dinh ky kiém tra tuy thudc vao tin sust va cach sif dung dé
chéc chén cac sai s6 t6i da cho phép nhu trong ISO 8655-1. Tién hanh kiém tra kh&i Iugng trung gian
sir dung nuéc ct holic nubc da loai khoang dé dam béo réing cac thé tich dugc phan phdi ndm trong
khoang sai s8 t8i da cho phép.

Kiém tra cac day pipet méi dugc hidu chudn.
5.27.4 Bao dudng

Khit nhidm va/hodic khi tring cac pipet sif dung nhidu I3n va cc pipet ty ddng mét cach thich hgp'sau
khi s dung.

Né&u cac 6ng hosc pittdng clia pipet ty ddng bi nhiém bén khi sir dung thi thao rdi chung dé khif nhiém
va lam sach. Sau khi I4p rép lai, ¢dn thuc hién hiéu chugn. Khi trong phong thir nghiém khéng thuc hién
dudc didu nay thi gl cac pipet tu ddng lai cho nha sén xust d 14p rap lai va hiéu chudn lai.

5.28 Nhijt ké va dyng cy kidm soat nhigt d3, ké ci cic may ghi ty déng
528.1 Mota

Nhiét ké 1a cac dung cu thuy tinh c6 chira thuy ngén hodc dang thuy tinh chira cdn dugc dung dé kiém
tra nhiét 80 trong sudt pham vi hoat dong clia phong thir nghiém.

Céc dung cu kiém soét nhiét dd khac bao gém cac nhigt dién trd platin va cac thiét bi sir dung cZp nhiét
dién dé do nhidt dd va doc sy dao dong nhiét dd theo thdi gian va in ra gidy ho#c ghi bang dién tir.

Céc nhiét k& d6i chimg va dung cu kiém soét nhigt db khac phai dugc hiu chuén theo chudn quéc gia
hoic chufn quéc t8 va dugc xac nhan diéu d6. Chung chi duge dung cho muc dich d&i chimg va khéng
duoc dung cho viéc kiém soét hang ngay.

C4c nhiét k& lam viéc va cac dung cu do nhiét dd khac phai dugc hidu chudn theo cach sao cho ¢6 thé
lién k&t véi chusn quéc gia hodic chudn quéc té. .

Cac dung cu ¢6 dd chinh xé&c thich hgp phi hop véi chuén qudc gia hodc chusn quéc t& cb thé dugc st
dung a8 Iam nhiét k& 1am viéc sau khi da kiém tra hiéu qua clia ching.
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5.28.2 Sirdung

Céc nhiét k& 1am viéc va céc dung cu do nhidt dd khéc cb thé do dugc nhiét dd yéu ciu trong dai sai s§
t6i da cho phép da dugc quy dinh.

D6 khéng dAm blo do clia dung cu kiém soat nhiét do cén phdi nhd hon b&n 14n dai sai s& t6i da cho
phép. Vi du: di v&i sai s8 t&i da cho phép muc dich Ia + 1 °C thi 46 khéng ddm bdo do phdi la + 0,25 °C;
d6i véi sai s6 18i da cho phép 1a + 0,5 °C thi 48 khéng dim bio do phai 12 + 0,125 °C. DS khdng d3m
bao do clia viéc hiéu chudn nhiét k& d6i chimg cdn dugc tinh dén khi xac dinh nhiét 46 hoat dong.

Cé4c nhiét k& ho3c cap nhiét dién dudc a4t trong méi trudng khdng khi cla ti 4m cén dugc gilf trong cac
vét chifa thich hgp duge d8 ddy glyxerol, parafin Idng ho#c glycol polypropylen d& dém ch&ng mét nhiét
khi m& clfa va c6 s8 doc thich hgp.

S dung céac nhiét ké c6 bdu ngadm ngap hoan toan trong dung dich.

Cac nhiét ké dugc dat trong ndi cach thuy cdn duge ngap trong nuc theo cac quy dinh riéng, vi du: cac
nhiét k& ngap mét phan cin dugc d€ ngap & dd sdu quy dinh cho loai nhiét k& d6, vi du 76 mm hoic
100 mm.

Khéng sif dung cac nhiét k& cé cot thuy ngan hosic cén da va.

Céc nhiét k& thuy ngan r4t dé va, do 46 néu ¢ nguy co bj va thi ching phai duge a4t trong cac hdp bao
vé ma khong 1am anh hudng d&n phép do nhidt dd.

CANH BAO - Thuy ngén rit ddc ddi véi con ngudi. Loai bd theo quy dinh clia qudc gia.
5.28.3 Kiém tra xdc nhin

Céc nhiét k& d6i chimg phdi dugc hidu chudn thdng qua toan bd dai chuén quéc gia hosic quéc t& truéc
khi s dung I&n d4u va it nh&t 5 nam mét i4n. Hidu chufn mdt didm trung gian (v du: diém bang) cin
dugc thue hién dé kiém tra hiéu qua thyc hién.

Céc cip nhiét dién d6i chimg phdi dugc hiéu chudn toan bd theo chuén qudc gia hodic qudc t& trudc khi
sif dung I4n ddu va thyc hién theo chi diin clia nha san xu&t. Viéc kiém tra trung gian phai dugc thuc
hién theo nhiét k& d&i chimg d& kiém tra hidu qua thuc hién.

Cac dung cu do nhiét 46 khac (vi du: bd ti&p nhan séng radio) cdn dugc hiéu chudn theo chudn quéc
gia ho3c quéc té& trude theo chi din clia nha san xuét.

Cac nhiét k& 1am vigc va cp nhiét dién duoc kiém tra tai diém déng bang va/hodc theo nhiét ké ddi
chimg trong dai nhiét 4o lam viéc.
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5.28.4 Bdo dudng
Duy tri cac nhiét k& va cac cép nhiét dién sach va trong tinh trang tét.
Duy tri cac dung cu do nhiét 45 khac theo chi ddn clia nha san xust.
5.29 May tach tir mién djch
5.29.1 Mota

Thiét bi nay dudc sif dung dé tach va cd déc cac vi sinh vat muc tiéu trong cac dich cdy Iéng béng cac
hat thuéin tir dugc phli bdi khang thé thich hop.

May tach thii cong gdm cb may trén quay vdi téc dd tir 12 r/min d&n 20 r/min va mét b co dic hat véi
thanh tir co thé thao réi.

Bo tach tu ddng sl dung céc dan Iuge clia cac que tif va cac mang dé 8ng. Cac hat tir dugc chuyén
dong tir 6ng nay dén 6ng khac va cho phép qua trinh tach toan bd, gbm cac giai doan rifa, cin dugc
thuc hién tu ddng trong moi trudng kin.

5.29.2 Sirdyng va kiém tra

St dung theo chi din clia nha san xuét va theo cac chi din trong cac tiéu chudn cu thé (vl du: d8i v6i
E_coli 0157).

DGi voi cac hé théng thi cdng thi kiém tra t6c 8 clia may tron.

D3i vai cac hé thdng thli cdng va ty ddng, kiém tra réing hé théng da co thé phan lap cac mic thip cla
vi sinh vat muc tiéu hay chua truéce khi dua vao sif dung binh thudng.

Piéu quan trong 1a danh gia kha nang nhiém bdn chéo trong sudt qua trinh thao tac tach th cong va
thue hién cac bubc thich hdp dé tranh xay ra sy nhiém bén chéo.

5.29.3 Bao dudng

Kiém tra va duy tri thiét bi theo chi d&n clia nha sin xu#t.
5.30 Hé thong loc

S dung hé théng loc theo 1SO 8199.

5.31 Céc thiét bj khac va phin mém

Céc thiét bj khac va phdn mém di kém phai c6 th8 dat dugc 9 chinh xac yéu cdu va phai phi hgp vai
cac quy dinh lién quan dén cac phép thir c6 lién quan. Cac chuong trinh hiéu chuén phai dugc thiét 1ap
cho cac lugng va cac gia tri chinh khi cac d4c tinh nay ¢6 dnh hudng dén két qua. Trude khi sif dung
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théng thuding, hidu chudn va kiém tra thiét bi d& chimg minh réing thiét bj 3 dap (ng dugc cac yéu cdu
clia phong thif nghidém va dap (ng cac yéu cdu clia tiéu chudn cb lién quan. Moi thay d8i hoc c4u hinh
lai vé phan mém clia phong thir nghiém phai dugc kiém tra x4c nhan dé€ 3m bio phdn mém d3 sita d6i
cho két qua dung.

6 Chudn bj dung cy thuy tinh va cic vat ligu clia phdng thir nghiém
6.1 Chuin bj

Dung cu thuy tinh va cac vt liéu khac dé sif dung trong thif nghiém vi sinh phai c6 thiét k& phii hop,
dudc str dung dung va duge chudn bi dm blo duge 9 sach vashosic vo triing cho dén khi st dung.

Dung cu thuy tinh va cac vét lidu khac dugc thiét k& ngan ngifa holic han ché suyf tidp xuc gilta ngudi
thuc hién va vat liéu lay nhiém.

Céc 6ng nghiém va chai lo phai ddy kin duge bing céach thich hgp. Néu cin, dung cu cén khir triing (Vi
du nhu pipet) cdn dudc dit trong cac hdp chuyén dung hodc dugc gbi trong chét lidu thich hop (gidy
chuyén dung, gify nhém...). Dung cu thuy tinh cin h&p phai hd sao cho ludng hoi nubc c6 thé xuyén
qua dé dat dugc hiéu qua khir triing.

6.2 Khirtrung/khir nhiém
6.2.1 Yéu c4u chung

Nhiét dd va thdi gian khir tring/khlt nhiém cn dugc ghi lai. Cac chi thi khir tring ¢ thé dugc sif dung
dé phan biét gilta cac vat lidu a3 khir tring va chua khif triing.

6.2.2 Khirtrung bling nhigt khd
Dt cac dung cu thuy tinh v.v... trong ti khir tring it nh4t 1 h & nhiét 46 170 °C ho#ic tuong duong.
6.2.3 Khirtrung bing nhi§t &m (hoi nudc)

Hoi &m chiu ap Iy 1a phuong phéap hidu qué nh&t d8 khir tring dung cu thuy tinh va vat lidu cla phong
thir nghiém. Nhiét dd budng 4p Iuc phai dugc duy tri & 121 °C it nhat 15 min (xem 5.6).

6.2.4 Khirnhi&m bling ho4a chit

SUf dung cac hgp chét hoa hoc (vi du: cac san phdm chifa clo, c8n, cac muéi amoni bac bdn) véi cac
néng dd thich hop va trong mét khoang thdi gian tidp xuc thich hop.

Dam bao riing c4c du lugng hod chét khéng Anh huding d&n sur thu hdi vi sinh vat.
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6.3 Duyng cy sif dung mjt Ién

C6 thé diing dung cu st dung médt 1dn thay cho dung cu thuy tinh st dung nhiéu I&n (dung cu thuy tinh,
dia petri, pipet, chai lo, 8ng nghiém, que dan mau ...), néu cb chét lugng tuong duong.

N&n kiém tra xac nhan tinh phi hdp clia cac dung cy d6é cho muc dich vi sinh vat (dac biét 1a 46 vo
tring) va ring nguyén lidu dé khéng chifa cac chét c ché sy phat tridn ca vi sinh vat (xem ISO 9998).

6.4 Bio quan dyung cy thuy tinh sach va vit ligu
Trong suét qua trinh bao quén, dung cu sach phi dugce bdo vé tranh bui, @dm bao dugc dd sach.
6.5 Quan ly dyng cy thuy tinh vd tring va vit li¢u

Dung cu thuy tinh va vat lidu phai dugc bdo quan trong c4c diéu kién gilt dugc d6 vo tring. Dung cu
thuy tinh sif dung mét 18n phai dugc bao quan theo hudng dan clia nha sé&n xudt, khdng dugc lam héng
bao bl. Dung cy a4 chusn bj cho thir nghiém phéi dugc bao quan trong céc vat chifa sach.

Khi khir tring c4c dung cuy cho vi sinh, théi han sif dung (hodc ngay san xust) phai ghi ngay trén moi
bao bi.

6.6 Khir nhiém va khir triung
6.6.1 Khi{r nhiém dyng cy sir dyng mét Ifn
Khir nhi@ém cac dung cu stf dung mdt I8n trudc khi loai bo.

Bén canh cac phuong phap quy dinh trong diéu nay, c6 thé ding phuong phap nung. Néu khéng c6 san
16 nung thi viéc khir nhidm va loai bd c6 thé thuc hién riéng ré.

6.6.2 Khir nhiém dyng cy sir dyng mdt I&n
Thong thudng, dung cu dugc khr tring bling nhigt &m (xem 6.2.3) ho#c nhiét khd (xem 6.2.2).

Trong cac trudng hop cy thé (vi du nhu ISy m&u ngoai rudng), thi khir nhidm bing héa cht c6 thé thich
hop. Sau khi xf Iy nhu thé, dung cu khdng duc chita cAc chét gy (e ché.

6.6.3 Khir nhidm dyng cy thuy tinh va vét li¢u sau khi sir dung

VAt liéu cdn khir nhiém va loai bd phai duoc dit trong cac vét chi, vi du nhu tai chat déo c6 thé hap ap
Iuc dudc. Hap ap Iuc 1a phudng phép t8t cho moi qué trinh khif nhiém (it nh&t 30 min & 121 °C). Néi hédp
ap Iyc phai dudc nap san phm sao cho nhiét c6 thé phan b8 déu (vi du: khéng qua ddy) va chu y ndi
16ng ndp/day va md tui.
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C6 thé st dung cac phuong phép thay thé cho cac ndi hdp 4p lyc néu quy dinh qudc gia cho phép.

H&p 4p Iyc t4t ci cac dung cy da tiép xtc véi dich c&y vi sinh (mdi trudng nudi cdy 1dng hodc dic) gém
¢4 vat chira sir dung nhiéu 18n trudce khi nlfa.

Trong qué trinh kiém tra, khif nhidm bling cach ngam trong chét tdy rifa pha loang mdi chuén bi cac
dung cu chdng #n mon va cb kich thude nhé (vi du nhu pipet).

Céc pipet Pasteur chi dugc sif dung mét 1an.

Phan 16n cac ch&t tdy rita (xem Phu luc A) déu cb cac anh hudng x&u d&n ngudi thuc hién. Mang gang
tay va kinh b3o vé mét khi xi ly véi thudc thi dam déc.

6.7 Quan Iy cht thai

Thai bd ding cac vat lidu @3 bi nhidm bén khong 1am anh huing tnuc tigp dén chét lugng phan tich
mau, d6 |a v&n dé quén ly phong thir nghiém tét.

Cén tuan thii cac quy dinh quéc gia vé an toan va sitc khod hodic mdi trudng.
Ha théng nhan dang va tch riéng vt lidu a2 nhidm ban va cAc vat chita clia chiing phai dugc thiét lap cho:

— VAt liu khéng bi nhiém bén (vi dy: cic mau thuc phdm chua cdy) ma c6 thé dugc thai bd véi chét
thai thong thudng,

- dao m8, kim c8y, dao, thuy tinh bi v8,
- vt lidu bi nhiém bdn cin hdp 4p luc va quay véng va

— vat lidu bi nhidm b4n cdn hdp 4p luc hodic dé thai bd néu vt liu d6 phai nung (tuy nhién, xem cac
yéu ciu dic biét ddi véi vi sinh vt thudc nguy co c8p 3 dubi day).

Viéc nung vat lidu @3 bi nhidm bdn va cac vat chifta clia chiing cdn dugc thyc hién theo quy dinh quéc
gia vé an toan va sic khoé hodic mdi trnuong.

Céc vAt lidu bi nhidm bn véi vi sinh vat thudc nguy co cép 3 va cc vat chira clia ching phéi duge hdp
4p Iuc trudc khi dua vao nung.

Chi rifa dung cu st dung nhiéu 14n sau khi 83 khir nhidm. Sau khi rifa, trang t4t ca dung cu biing nuéc
da loai ion.

Céac dung cu chuyén dung c6 thé dugc dung dé hé trg viéc 1am sach (vi du: may rira pipet, may rifa dia,
may siéu am).
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Sau khi rifa, dung cu s dung nhiéu 1dn khdng dugc chifa cac du lugng ma cb thé anh hudng dén su
phat trién ti&p theo clia vi sinh vat.

7 Chudn bj va khir tring mdi trudng nudi cdy

Chu&n bi va khr triing méi trudng nudi cdy theo ISO/TS 11133-1 va ISO/TS 11133-2.

8 Maiu phong thir nghigm
8.1 Liy mau
8.1.1 Yaéu cfu chung

Viéc &y mAu [a r&t quan trong, nhung viéc 1§y m&u va cac phuong an I8y mau khong phdi la mdt phén
clia tidu chuén nay. Diu quan trong Ia phong thir nghiém phai nhan dugc ding mau dai dién cla sén
ph3m va khéng bi hu hdng holc bi thay di trong suét qua trinh van chuyén va bao quan.

Miu phai duge bao vé tranh bi nhidm bén tir b&n ngoai nhu khdng khi, vat chifa mau, dung cu Idy mau
dugc diing va xi Iy dang cach. VAt chifa mau khéng dugc ddy qua ba phdn tur d& tranh rd ri va @& trén
dugc dé dang trong phong thir nghiém.

Nhan dang cac mau ré rang va toan dién, ghi lai thong tin vé mau.

Thudng xuyén ghi lai nhidt do tai thoi diém thu thap m3u va nhan mau, viéc nay giup cho phéng thir
nghiém trong viéc didn giai k&t qua.

MZu cdn dugc gif trong vat chifa nguyén ven chua md.

Néu san phim & dang dé rdi hoac dung trong vat chifa Ian gif dén phong thir nghiém, thi chuyén timg
phén mdt cach vo triing sang vét chita mau vé triing.

Vat chifa m&u vé tring c4n dugc md chi trong mét khoding thasi gian at dé chuyén méu va duge dong lai
ngay sau dé.

8.1.2 Phuong 4n Iy miu

L&y mAu khong phai 13 mét phdn cla tiéu chudn nay. Xem tiéu chudn cu thé d&i voi san phdm lién
quan, néu co sin.

8.2 Vin chuyén

Viéc van chuyén mAu tGi phong thif nghiém phéi dam bao gilr dugc méu khong bj bién d8i do sy c6 mat
cac vi sinh vat.
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T&t nhat 12 nén van chuyén mAu téi phong thir nghiém biing phudng phép nhanh nhét.
M&u dugc bao géi sao cho tranh dugc rd il hodic va.
Trén nhan sin ph&m phai chi rd c6 c&n bao quén lanh hay khdng.

Cac mau khéng cin bio quan lanh hoc ddng lanh cin dugc déng géi trong vat chira s dung vt lidu
bao gdi thich hop dé tranh bj va.

Khéng sit dung d4 vun vi ¢6 th§ 1am nhiém bdn san phdm néu vt chia bj v3 hoac bi rd ri.

N&u khéng duoc quy dinh trong cac tidu chudn cy thé, thi nhidt do trong qua trinh van chuyén dugc
khuyén céo nhu sau, [vi du: TCVN 6507 (ISO 6887) va TCVN 6263 (ISO 8261)):

san phdm “khéng dé phan huy": nhiét do phong (dudi 40 °C);

san ph4m ddng lanh va ddng lanh sau: dudi —15 °C, t6t nhat 1a dusi -18 °C;

|

cac sAn phdm khac d& phan huy & nhiét dd mdi trudng: tir 1 °C dén 8 °C;

- cac mau tam bong, xem ISO 18593 va ISO 17604.

Khi khéng quy dinh cac didu kién thi céc bén nén thod thuan vé thdi gian va nhiét d6 van chuyén.
8.3 Tiép nhan

Kiém tra trang thai ciia mAu khi ti&p nhan.

N&u trang thai khdng dam bao hoic néu mAu khdng dl, théng thudng phong thir nghiém khéng dugc
nhan miu d6.

Trong trudng hop d&c bist, nhan vién phdng thir nghiém cb thé phan tich sau khi & thod thuan va
théng nhit véi khach hang.

Tuy nhién, bao céo thi nghidm phai bao gém dif doan truc vé tinh higu iy clia cac két qua.

MAu duge nhan vao phong thif nghiém phai duoc ghi chép ddy dii sao cho c6 thé kiém soat dudc sudt
qué trinh cho dé&n khi viét bao cdo thit nghiém. Viéc nhan dang va ma hoa cac mau va bso cdo phai
dAm bao viéc truy nguyén cho t4t ca cac giai doan trong phong thf nghiém.

B& mat bén ngoai vat chifa cin dugc khif triing bing chét tdy rifa thich hgp, néu cén.

Kiém tra cac vat chifa m3u v& cac khuyét tat vat ly.
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Céc thdng tin sau cdn phai ghi:

- ngay (va thdi gian, néu lién quan) nhan miu;
—~chi tiét viéc 18y mdu (ngay va thdi gian I8y mau, cac diéu kién 18y miu);
- tén va dia chi clia bén yéu cdu;

Khi tiép nhan cac mau d& hdng, thi ghi lai nhiét 35 van chuyé&n hodc nhiét 4 miu mé phong ding cho
muc dich nay.

Kiém tra miu cang sdm cang tét sau khi nhan duge, t6t nhat 13 trong vong 24 h, holdic theo su thoa
thuan cla céc bén cb lién quan.

D6i véi cac san phdm rat dé bj hdng (nhu ddng vat cb vd), thi kiém tra trong vong 24 h sau khi 14y miu.
D3i véi cac mAu dé hdng (nhu ¢4, sifa nguyén lidu) thi kidm tra trong vong 36 h.

Né&u thdi han cu6i cling thif nghiém dé cap & trén khdng thuc hién dugc thi lam dbng lanh miu & nhiét
dd dudi —15 °C, tét nhat 1a -18 °C, vdi diéu kién la cac vi sinh vat muc tiéu khdng thay ddi nhiéu so vdi
chét nén clia miu cb lién quan.,

8.4 Bio quan

Céac mAu chés kidm tra phai duge bdo quan & cac didu kién khéng lam thay d8i s6 Iugng vi sinh vat cb
trong mau.

Nhiét 46 bao quan dugc khuyén céo nhu sau:
~ s&n ph&m khong dé phan huy: nhiét 46 mdi trudng (tir 18 °C dén 27 °C);
- san phdm ddng lanh va @éng lanh sau: dudi —15 °C, t5t nhat la dudi -18 °C;

- c4c san phdm khac d& phan huy & nhiét dd méi trudng, ké ca thuc phdm bi hdng: tir 3 °C + 2°C
[xem TCVN 6507-2 (ISO 6887-2) dén TCVN 6507-4 (I1SO 6887-4) hozic TCVN 6263 (ISO 8261)];

- cac mau tam bdng, xem ISO 18593 va TCVN 7925:2008 (ISO 17604:2003).

8.5 Phén miu thir
8.5.1 Nguyén tic cy thd dé Idy cac phdn miu thir
Xem c4c phén lién quan clia TCVN 6507 (ISO 6887) hoéic TCVN 6263 (ISO 8261) v& cac nguyén tic

cu thé vé 18y phdn miu thif va chudn bi huyén phi ban ddu.

45



TCVN 6404:2008

8.5.2 Bao quan va phan huy cac mau phdng thir nghiém

Ngoai trif cac trudng hop d4c biét, gilt cac miu phong thir nghidm cho d&n khi thu dugc tét ca cac két
qua, ho#c lau hon, déng gbi miu trong cac vat chifa vd triing (vi du, bao gbi bdng ch&t déo) va bdo
quan chang & nhiét dé bao quan ban d4u.

Céac mau dé bi hdng c4n duoc lam déng lanh.

CHU THICH Thudng khdng ch&p nhan viée thi¥ lai mAu, v céc khé niing thay d8i trang thai clia vi khudn.

9 Kiém tra

9.1 Céc bign phap dé phdng vé mit v sinh trong qua trinh kiém tra

D8 tranh bi nhidm b4n mai trudng va cac phdn miu thr, viéc xif Iy cac sdn ph&m dang bt (khd) cin
tién hanh trong phong riéng biét hodc nai riéng biét hoic trong ti bao vé.

Trutc khi m@ cac mAu, lau sach quanh viing dinh md bing cn 70 % (phén thé tich) (hoic san phdm
tuong ty khac) va d& cho bay hai dén khé. Trudc khi md bao géi vé trling, ngdm viing dinh md trong
dung dich chifa 100 ppm d&n 200 ppm clo t do (hodic chét tdy triing thich hgp khac) it nhat 10 min aé
diét vi sinh vat c6 thé 1am nhiém b&n mAu.

T4t ca cac dung cu ding dé m& bao géi va I8y t&t c& miu hodc timg phdn mau (cai md bang thiéc,
kéo, thia, kep, pipet v.v...) phai vb triing.

Xung quanh viing lam viéc phai duge 1am sach va duge lau bang dung dich tdy rira thich hgp trutsc khi
thir nghiém.

Cén rifa tay ngay trudc khi bt d4u thir nghiém va trong qua trinh thif nghiém néu bi nhiém bén.

T4t ¢ cac dung cu dugc sif dung phai vé triing va duge bo vé khdi sy nhidm bén truéc va trong khi sif
dung.

T4t c3 céc thiét bi va dung cu dugc sir dung cin dit trong vat chifa thich hgp dé loai bd ho#c khif triing.
Chu ¥ tién hanh céng viéc trong cac diéu kién vé tring, vi du nhu':

a) dam béo riing khu vuc lam viéc sach, t4t ca cac ngudn cb kha nang gay nhiém bén phai duoc loai
bd hoic gidm dé&n mirc t&i thidu va khong cb gio lla (clfa chinh va clta s8 phai déng lai) va tranh ngudi
qua lai trong khi thif nghiém;

b) trudc va sau khi lam viéc, khlr nhiém bé mit thao tac béing chét sat triing thich hop;
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c) dam bdo réing trudc khi bdt ddu ti€n hanh cdng viéc 14t ci cac thir cdn thiét da dugc chudn bi sdn;

d) thyc hién phan tich ngay;

@) tach riéng cac hoat déng "sach” va "bén" theo thdi gian hosic vi tri (diéu nay rét quan trong véi cac
miu c6 nguy o cao nhut thit nguyén ligu va trimg nguyan ligu);

f) dung dung cu st dung mét Ian;

g) néu toan bd Iugng chifa trong bao g6i dugc 18y béing pipet sl dung mét Ian, dia petri v.v...khdng
duoc sif dung trong qué trinh kiém tra thi d3m bao riing bao gbi dugc dong kin sau khi [dy mét luong
cén thiét;

h) lau sach ngay moi rd i bing khin bdng hoic vt ligu thich hap khac tdm cén 70 % (thé tich) hodc
ch4t tdy tring " thich hop khéc rdi lam sach va khif nhidm b8 mit lam viéc trude khi tiép tuc;

i) sirdung th an toan &8 xr ly cac san phdm chlra céc vi khudn gay bénh, néu quy dinh quéc gia yéu ciu;’

j) khi I8y pipet vé trung ra khdi hdp, khéng dé ddu tip cham vao cac b8 mét bén ngoai clia céc pipet
cdn lai trong hdp vi cac bé mit d6 sé gay nhiém bén;

k) khong dé pipet ti€p xtc véi ndp hodc c8 clia chai dung dung dich;

Sol khi c6 thé Ia nguyén nhan chinh gy nhidm b&n mdi truting va 1ay nhiém. Sol khi ¢ thé hinh thanh
qua viéc:

- khi mé cac dia petri, 8ng nghiém va chai;

khi sif dung bd I&c, xyranh, may ly tam .v.v...;

khi lam réng pipet;

khi khf triing vong c&y ho#c kim cdy udt;

khi m& 6ng ch(fa dich ciy déng khd.

Do @6 phai t6i thidu ho viéc hinh thanh sol khi.

DGi v6i cac phuong phap phan ti, cdn luu ¥ téi cac phong nglfa theo ISO 22174.

" Khi khif nhim si dung c8n qua 70 % (thé tich) thi c&n c6 thai gian tiép xdc thich hap thee chi dén cla nha san xudt, aé dat
dudc hidu qud khif nhidm.
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9.2 Chuin bj huyén phi ban ddu va cic dung dich pha lodng
9.21 Yéu cdu chung

Chusn bi huyén phi ban ddu va cic dung dich pha lodng theo phédn tuong ing clia TCVN 6507
(ISO 6887) hoac TCVN 6263 (ISO 8261). Thasi gian tit khi két thuc viéc chudn bi dén khi cdy vao méi
trudng nudi cdy khdng duc vudt qué 45 min, trif khi c6 qui dinh riéng trong tidu chun tuong (mg.

Céc bubc chudn bi huyén phii ban d4u va cic dung dich pha losing c6 thé c4n trdi qua butc tang sinh
theo quy dinh trong tiéu chudn cu thé.

9.2.2 Codic
9.2,.2.1 Ly tam ho¥c lgc ming

N&u cin dinh Iugng s6 lugng nhd céc vi sinh vat thi cb th8 ci tién viéc dinh lugng v8 do nhay va db
chum bing c4ch tao ra budc cd dic phdn mau thir. C6 thé thyc hidn budc nay béng cach ly tdm hoic
loc mang.

Né&u diing may ly tdm thi hoa tan chét Idng da ly tam trong mét thé tich xac dinh clia dich pha loéng va
tiép tuc budc phan tich.

D6i véi mi t8 hop (thuc phdm véi vi sinh vat) dugc xem xét, cin nghién citu (xem [23]) trudc d8 ching
minh riing budc tang sinh co can thiét hay khdng va danh gia hiéu luc clia bubc nay. Kha ning loc clia
huyén phu thue phdm ciing phai dugc dédnh gia.

Hiéu qua t8ng thé clia phuong phap ndi vé dd nhay, tinh chon loc, @8 tuyén tinh va do Iap lai cdn dugc
kiém tra. Néu mifc dd nhidm chua dugc biét thi c4n thyc hién ddng thai phuong phéap chusn (khong loc).

9.2.2.2 Tach mién djch

Néu trong mAu c6 mat mét s& lugng nhd céc vi sinh vat myc tidu, thi tach va cd déc cac vi sinh vat nay
bing c4c hat tir min dich cé phli cac khang thé dc hidu.

Dan déu cac hat cling véi cac vi sinh vat muc tidu bét dugc, trye tiép Ién thach déc dic hidu theo cac
tidu chufn d@c thi. Tuy nhién, kim tra x4c nhan cho thdy ring c4c hat tir mién dich da dugc phi céc
khang thé d3c hidu cho buSc cb dic nay la thich hgp, nhu duge danh gia bing c4c nghién cltu d3 xust
ban trong tai lidu khoa hoc quéc &, lién quan dén vi sinh vat trong thuc phdm. Viéc kiém tra nay rét
quan trong néu quy trinh nay chua dugc danh gia theo ISO 16140,
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10 ®jnh lugng

10.1 Yéu cfu chung

Khi c4n danh gia chét lugng vi sinh vat va/hodic d6 an toan clia thuc phdm va thirc &n chan nudi, thong
thuiing khong dii chi dé biét nhiimg vi sinh vat ndo c6 mét. Trong nhiéu trung hgp, vige dinh lugng rat
quan trong, diéu nay cdn phai d8m cac vi sinh vat c6 mét. Cé thé thyc hién dinh Iugng bing nhidu cach:
phuong phép truc tiép (ding kinh hién vi), bling cach cdy Ién mdi tnudng dac hogc I6ng, dém Iuu Iuong
1& bao, phin (g chudi polymeraza tlc thdi v.v.. Tuy nhién, tiéu chuén nay s& chi bao gém viéc dinh
luong s dung mdi trudng dac va 1dng.

Viéc dinh lugng sif dung méi trudng dic dugc dya trén kha naing clla nhiéu vi sinh vat sinh khugn lac
trong ho#c trén mai truding thach ma cb thé phat hién dugc bling mét thuding hodic béing kinh khuéch
dai. Tuy nhién, néu cac chét nén chifa nhiéu chét hat thi c6 khd néing gay nhiéu viéc phat hién céc
khudn lac, hoac nu méc khu4n lac 1a qué thép, thi khéng sif dung dugc nguyén tic nay ma khdng cb
budc tach trudc cac vi sinh vat myc tidu ra khdi chét nén (vi du bling cach loc hogic tach mién dich).
Trong cc truding hop dé, viéc dinh lugng diing mdi truding 1dng l1a phuong phap Iua chon thich hap.

10.2 Djnh lugng sir dyng méi trudng dic
10.2.1 Yéu cdu chung
Dia petri cin dudc dan nhan véi s& lugng mau, 66 pha lodng, ngdy thang va moi thong tin can thiét khac.

Céc dung dich pha loang phi dugc chon sao cho thu dugc céc dia chifa mét lugng thich hop cac khudn
lac (xem 10.3.1) va khéc phyc dugc moi fc ché.

Sir dung cac pipet vo triing riéng biét a8 chuyén tir mdi 46 pha lodng, ngoai trir néu thuc hién tir d6 pha
loang cao nh&t dén do pha loang thdp nhat.

10.2.2 S& lugng dia petri cho mdi dd pha loding

Déi véi cac ky thuat dinh Iugng vi sinh vét trong thuc phdm, phdi sif dung mét dia cho m&i 46 pha lodng
véi it nhat hai d pha lodng lién tiép, d&i véi cac phong thir nghiém c6 hé théng dam bao chét lugng
theo TCVN ISO 17025. Néu chi thyc hién trén mdt d¢ pha loang hoic néu phdng thi nghigm khng c6
hé théng dam bao chét lugng thi phdi sir dung hai dia theo ISO 8199.

10.2.3 Ky thuat d3 dia
10.2.3.1 Yéu cdu chung
Ly cac thé tich xac dinh clia dung dich pha loang, cham déu tip cla pipet vao thanh 8ng d& loai bd

Iugng ch4t 1dng du dinh vao phia ngodi. Nhéc nép dia Pipet chi dii cao dé dua pipet vao dé phan phéi
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cac Iuong cdn thiét. R6t mdi trubng thach tan chay & nhiét 6 44 °C dén 47 °C vao mdi dia petri 2. Tranh
r6t mdi truding thach tan chay trc tiép 18n chiing cy. Tron ngay mdi trudng tan chdy véi chiing cdy that
ky dé thu dugc sy phan b8 d8ng déu céc vi sinh vt trong mbi trutng. Pé ngudi va dé cho déng dic
bing cAch dit dia petri trén mét phdng nim ngang, mét (thdi gian dong diéc cla thach khdng duge qua
10 min).

Sau khi I8y mdi truing thach ra tif néi cach thuy, thdm khd chai béing khan sach dé ngin nglfa nudc
nhiém bén dia. Tranh lam d8 méi trung ra phia ngoai vat chifa ho¥c trén nip dia khi rét.

Dé Iam dugc diéu nay cén gilf chai 8 tuthé nm ngang hoac giif yén chai gilfa cac Ian rét.

N&u nghi ngd c6 mat cac khusn lac lan (vi du: Proteus spp.) trong san ph&m cén xéac dinh thi phd lén
cac dia thach @3 ddng dic mét 16p thach khdng dinh duBng vb tring hodc thach giéng nhu méi trudng
¢4y duoc dung trong phép thir ¥, a& ngan ngifa hodc han ché sy moc lan.

10.2.4 Cay bé mit
10.2.4.1 Yéu ciu chung

Cac phuong phap c&y bé mat dia dugc thiét k& dé tao ra chi cac khudn lac bé mat trén cac dia thach cb
cAc Wy diém nhét dinh so véi phuong phap a6 dia. Hinh thai clia cac khudn lac bé mat dude quan sat dé
dang, cai thién kha niing clia ngudi phan tich vé phan biét gilfa cac loai khusn lac khac nhau.

Céc vi sinh vat khéng tiép xdc véi nhiét clia méi truding thach tan chdy, nén cb thé thu dugc cac s8 d8m
cao hon.

St dung céc dia 84 rét trutc c6 do day mdi truding thach it nhét 1a 3 mm, béng phiing va khéng chita
c4c bot khi va khdng bi 4m bé mat.

Dé thuan tién cho viéc dan déu, bé mat mdi truding thach dong dic cin duge 1am khd theo 1ISO 11133
hodc theo quy dinh cla tiéu chufn cé lién quan sao cho dich cay h&p thu dugc trong vong 15 min.

10.2.4.2 Phuong phap dan biing que dan miu

Diing pipet vé tring, chuyén dich cdy (thubing |a 0,1 mi hodic 0,5 ml) mau thif dang 1dng hoc huyén
pht ban d4u néu san ph&m & dang khac, vao dia thach (duding kinh 90 mm hodc 140 mm, tuong ing).
Lap lai buc nay cho dung dich pha lodng thap phan tiép theo (cac khu#n lac cdn dém sé& c6 mét trong
dung dich 10" trong trudng hop mau & dang 1dng va dung dich 107 trong truding hgp mau & dang khac)
va 13p lai véi cac dung dich pha lo@ing thap phan tiép theo, néu can.

2 Thudng tir 18 ml d&n 20 mi cho dia petri 90 mm, a6 thu dugc dd day t3i thidu la 3 mm.

¥ Thudng la 5 mi cho dia petri 90 mm.
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Né&u cin phat hién cac s& 86m nhd cac vi khudn trong truding hop clia cac san phdm cu thé, thi giéi han
phat hién cb thé tang Ién 10 Idn bling cach phan tich 1,0 ml mau d6i véi san phdm & dang 1dng va 1,0 mi
huyén phii ban d4u d8i véi cac sin phdm & dang khac. DI véi muc dich nay, dan déu 1,0 mi dich cdy 1dn
khdp bé mat clia mét dia petri ¢d Idn (duding kinh 140 mm) hozic ba dia petri c3 nhd (dudng kinh 90 mm).

Dung que dan mau biing thuy tinh, chat déo hoZc thép (vi du 1am bang dTa thuy tinh va dugc tao hinh
giéng nhu gay danh hockey dudng kinh khoang 3,5 mm va dai 20 cm, mét ddu dugc un cong mét
doan dai khoang 3 cm va dugc lam det & ddu cudi bing cach a6t néng), dan dich cdy cang nhanh cang
18t trén khip b& mat thach ma khéng cham vao thanh clia dia petri. Day ndp dia va dé cho dich cdly hip
thu trong 15 min & nhiét dd phong.

Trong céc trudng hop cu thé (dugc néu trong tiéu chudn cb lién quan) thi dich cdy c6 thé iing dong trén
mang réi dan déu nhu md ta & trén.

10.2.4.3 Phuong phéap dé dia dang xodn
10.2.4.3.1 Yau cdu chung

Phuong phéap d8 dia dang xo4n dugc ding d€ xéac dinh mifc vi sinh vat da dugc xac dinh trong céc thir
nghiém lién phdng véi sifa va cac sin phdm sita va cac loai thuc phdm khac.

Thiét bi, dung cu dudc sif dung: bd phan d8 dia dang xo4n dugc mb ta trong 5.24.
10.2.4.3.2 Chuin bj dia thach

Diing bé phan phan phéi tyf ddng c6 hé théng phan phi vd tring dugc khuyén céo st dung aé chufn bj
céc dia thach, 08 dam bio riing c4c dfa thach da bing phéng.

Rt cling mot Iugng thach vao t4t ci cac dia sao cho chiéu cao thach nhu nhau sé cé trong kim clia bd
phan 48 dia dang xo4n aé duy tri gbc tiép xUc chinh xé&c.

Cach khéc, ¢ thé sif dung céc dia thach da chuén bi sén cb ban trén thj truding.
10.2.4.3.3 Quy trinh d3 dia va dém

Khir nhiém déu tip clia kim va dudng 8ng baing cach cho dung dich natri hypoclorit (xem 5.24.4) sau a6
cho nubc vé triing chay qua hé théng trude khi 18y mau dang 1dng vao kim.

Diit dia thach rét trutic vao dia petri trén ban xoay va ha thép kimi quay. Mau dugc phan phdi déu theo
d4u tip clia kim luét trén b8 mét dfa thach quay. Ly dia thach da céy ra va quay kim theo vi tri bat ddu
clia né. Khir nhiém kim va nap dich cdy cho dia khéc.

51



TCVN 6404:2008

Sau khi U &m, a4t 6 d&m dia dang xodn vao chinh gilfa. SU dung quy tic d&m 20 cho cac s dém. Chon
gbc bét ky va bit ddu dém khu#n lac tif canh ngoai clia doan thir nh&t hudng téi tam cho dén khi d&m
duc 20 khusn lac. Hoan thanh viéc dém cac khusn lac con lai trén doan chifa khun lac thir hai muoi.
D&m trén cac dién tich tuong (ng trén mét d8i dién clia dia va chia s8 khudn lac dém dugc trén hai mat
cho thé tich mAu da dugc @4t vao hai viing nay. Céc thé tich mAu lién quan dén mét phén cla & 4ém
dudc néu trong s& tay thao tac di kém theo mdi bd phan dé dia dang xodn.

10.25 Uam

Khi khong c6 qui dinh no khéc, |4t nguge ngay cac dia da cSy mu va dat that nhanh vao td &m da dat
nhiét @6 thich hop. N&u x3y ra sy mét nubc nhiéu (vi dy, & nhiét do 55 °C hodic luu thong khong khi
manh), géi cac dia vao c4c tii chat déo trudc khi nudi &m ho#ic sif dung hé thdng cb hiéu qua tuong duong.

Trong sudt qua trinh nudi 4m, kiém tra dao ddng nhiét do & ma khdng thé tranh dugc va cb thé chép
nhan dudc, vi du nhu céc thao tac binh thuding trong qua trinh dua vao hoac |4y ra khdi ti &m, quan
trong Ia cac qua trinh nay cin gilf ngén nhét. Théi gian cla cac dao dong nay cin duoc kiém tra dé
d3m bao réing chiing khdng anh hudng dang k& dén két qua.

CHU THICH Trong céc tnsdng hop nhét dinh, c6 thé 1am hai dia cdly dy phong bdo quén 3 °C + 2 °C dé so sénh
v6i chc dia cy nudi &m khi d&m khudn lac, 88 tranh nham IAn giifa cac hat san phdm kiém tra véi cac khuén lac.
Ciing c6 thé sir dung kinh khuéch dai binocular a8 phan biét cac hat clia sin phdm véi cac khuén lac.

Trong mot s& truing hop cu thé, dé t&t hon cho viéc t8 chifc thyc hidn trong cac phong thir nghiém cb
thé bdo quan lanh céc dia a3 cAy t6i da 24 h trubc khi G m. Néu vay, phong thir nghiém phai ddm béo
ring didu d6 khdng anh huding d&n két qua dém.

Nhin chung, d& O hiéu khi cac dia petri khdng dugc chdng cao qué sau dia va cdn dé cach xa nhau va
céch xa thanh td it nhat 13 25 mm. Tuy nhién, véi cac td &m c6 hé th8ng tudn hoan khéng khi thi cé thé
chéng cao han; trong trudng hop nay, c4n kiém tra su phan b nhiét 6.

Sau khi & &m, kiém tra ngay c4c dia néu cb thé. Tuy nhién c6 thé bao quan dén 48 h trong tl lanh, trit
khi ¢6 quy dinh trong c4c tidu chudin cu thé. Bdo quén lanh trong thdi gian dai hon chi c6 thé chdp nhan
duoc néu cho thdy khdng anh hudng dén s& Iuong, hinh dang bén ngoai hodc phép khing dinh tiép
theo clia cac khuén lac. V&i mdi trudng nhét dinh cb chita ch&t nhudém chi thi, cac dia bdo quén lanh
c4n dudc can bing dén nhiét 36 phong trudc khi kiém tra, 48 dm bao réng mau chinh xac da hoan lai.

10.3 Tinh va biéu thj két qua thu dugc véi méi trudng dic

10.3.1 D&m khudn lac

Tiép theo giai doan nudi 4m dugc hudng din trong tiéu chudn cu thé, tién hanh d&m khudn lac (sb
lugng khudn lac tdng sb, s68 Iugng khudn lac din hinh hoic s& Iugng khudn lac gi dinh) trén mdi dia c6
chifa it hon 300 khusn lac (ho#c bat ky s& lugng nao khac dudc ndu trong tiéu chudn cu thé).
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Khi @&m cac khudn lac dién hinh hodc gid dinh, viéc md tA cac khudn lac phai ging nhu trong tiéu
chuén cu thé.

Trong cac truding hop cu thé, cb thé rét khé dém cac khudn lac (vi du, khi c6 cac vi sinh vat moc lan).

Céc khudn lac moc lan dugc coi 1a mét khudn lac. N&u ¢b it hon mét phén tu dia moc day ddc bdi cac

khugn lac moc lan, thi d6m céc khu#n lac trén phdn khong bi &nh hudng cla dia va tinh 8 lugng cho

toan bd dfa. Khiu trir s§ 66m bing cach ngoai suy s& Iugng theo ly thuyét tuang (ng véi toan bd dia.

Néu c6 qua mdt phin tu dia moc day dic thi logi b dfa d6. Coi cac khugn lac moc lan thanh chudi la
&t khudn lac.

4c phuong phép tinh toan khac nhau dugc xac dinh trong 10.3.2 phdi tinh d8n cac dia khéng chisa
khudn lac nao, néu cb cac dia nhu thé.

Khi sif dung bd phan phéi dang xodn thi viéc dém khusn lac duge mé ta trong 10.2.4.3.3.
10.3.2 Bidu thj két qud

10.3.2.1 Trudng hgp chung

10.3.2.1.1 & day cb c4c trudng hop lién quan dén cAc trudng hop chung nhu sau:

~ ¢4y mét dia petri dudng kinh 90 mm cho méi d pha lodng;

- 88 Iuong t&i da cac khudn lac t8ng s8 cd mét: 300 trén mdi dia;

- 6 lugng t6i da t4t ca cac khudn lac (dién hinh va khéng dién hinh) c6 mat trén m&i dia khi dém
khudn lac dién hinh hoic gia dinh: 300 trén mdi dia;

- & luong t6i da cac khudn lac dién hinh va gid dinh: 150 trén méi dia;

~ 6 lugng khun lac gid dinh (10.3.2.3) 44 cfy @& nhan biét va khiing dinh tir m&i dia con lai: nhin
chung la 5;

Céc con s8 nay phi dudc xac dinh trong céc tidu chudn cy thé,

Khi sif dung c4c dia cb dudng kinh khac véi 90 mm, thi s8 lugng t6i da cac khuén lac phéi duoc tang
hoc gidm ty Ié thuan véi dién tich bé mét clia dia (hodic mang).

10.3.2.1.2 Céc phuong phép tinh todn dudi day da tinh d&n nhimg trudng hop thudng xuét hién khi cac
phép thif nghiém ducc ti€n hanh phil hop véi thue hanh phong thir nghiém tét. R4t hiém gap cac trudng
hop dc biét (vi dy: ty 18 rét khac nhau clia hé s6 pha loang gila céac dia clia hai d6 pha lodng lién tiép) va
do d6 cac két qua d&m thu duge cin dudc nha vi sinh vét hoc ¢6 kinh nghiém kiém tra, gidi thich hodc loai
bd, néu cén.
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10.3.22 Phuong phép tinh: Trudng hgp chung (dém t8ng 83 cac khudn lac hodc céc khudn lac
dién hinh)

D& k&t qua b gid tri, can thue hién d&m khun lac trén it nh&t mdt dia cb t6i thidu 10 khuén lac [t8ng s6
cac khudn lac, khuan lac dién hinh hosic khufin lac phi hgp véi tiéu chi nhan dang (10.3.2.3)].

Tinh s lugng N vi sinh vt c6 mét trong mau thir theo trung binh tir hai db pha lodng fién tiép, sl dung
cdng thire (1):

2C

=Vxl.lxd M

trong 46

5 C lat8ng s6 khuin lac d&m dugc trén hai dia dugc gilt lai tir hai dd pha loang lién tiép va trong
d6 it nha&t mét dia c6 chifa téi thiéu 10 khudn lac;

V 12 thé tich dich cdy trén mdi dia, tinh bang miliit;

d 12 hé s6 pha lodng tuong (g véi a6 pha loding thir nhét duvc giif lai [d = 1 khi sin phdm dang
13ng (mAu thif) khdng pha lodng dugc gitt lail.

Lam tron s& cac k&t qua thu dutic d8n hai chif s& cb nghia. N&u chir s8 thir ba nhé hon 5 thi khong thay i
chit s8 ding trudc nb; néu chil & thir ba Kin hon hozic bng 5 thi taing chi & dig tic 18n mot don vi.

L&y két qua 1a s6 thich hop gilfa 1,0 va 9,9 nhan véi 10, trong 86 x 1a Iuf thifa tuong img cla 10, hodc
lam tron s8 vai hai chir s& c6 nghia.

Biéu thi két qua 1a N vi sinh vt trén mililit (s3n ph&m dang Kng) hodic trong 1 gam (sin phdm dang khac).
Vi DU $6 a8m cho céc két qua nhu sau:
~ & 35 pha losing thif nhét (10 ?) dugc gilr lai: 168 khudn lac;

- &30 pha loding th(r hai (10 ) dugc gilr lai: 14 khudn lac.

N $C'  168+14 182 _
Vx1,1xd 1x1,1x10% 0,011

16545

Lam tron két qua nhu hudng din trén thu duge 17 000 holic 1,7 x 10* vi sinh vt trong mdt mililit hodic mot gam
san phdm.

10.3.2.3 Phuong phép tinh toan: Trudng hgp tinh todn sau khi nhdn dang

Trong truéng hop phuong phap sif dung dai hdi phai nhan dang, mét lugng A duge dem xac dinh (théng
thudng 1a 5) tir cac khudn lac gia dinh da nudi cy trén mdi dia duoc gilr lai 48 d8m khudn lac. Sau khi
nhan dang, tinh s8 lugng khusn lac phi hop trén méi dia theo c4c tiéu chi, a, theo cdng thirc (2):

54



TCVN 6404:2008

b
a=—xC 2
i 3]
trong do
b 1a s6 khudn lac phil hop vdi c4c tidu chi xac nhan trong s& c4c khudn lac da nhan dang, A;
C l1at8ng s8 khudn lac gia dinh dém dugc trén dia.

Lam tron két qua tinh duoc dén s& nguyén gan nha&t. Néu chir s& thir nhét sau d&u phdy nhé hon 5 thi
khéng thay d8i chir s dimg truéc né; néu chir s8 thir nhat sau ddu phdy I6n hon ho3ic bing 5 thi tang
chif s8 dimg trudc lén moét don vi,

Tinh s8 N, cac vi sinh vat 83 nhan dang hoic khing dinh c6 m4t trong mau thr, thay £ Cbéng Ta theo
cong thirc trong 10.3.2.2.

Lam tron két qua nhu trong 10.3.2.2.

Biéu thi két qua nhu trong 10.3.2.2.

Vi DU S6 dém cho céc két qua nhu sau:

- & d0 pha lodng th(r nhét (10°) dugc giir lai : 66 khudn lac;

- &30 pha lo&ng thir hai (10*) dugc giir lai : 4 khudn lac;

Viéc thir nghiém céc khudn lac chon loc da dugc tién hanh nhy sau:

- d8i v6i 66 khudn lac, 8 khudn lac, 6 trong 8 khudn lac 86 phil hgp véi tidu chi, do 46 a = 50,
~ @6i v&i 4 khugn lac, t4t cd 4 khu#n lac ph hop véi tidu chi, do d6 a = 4.

Ya 50 +4 54
N= = == .3=4
Vx1,1xd 1x1,1x10 1,1x10

Lam tron két qua theo 10.3.2.2, s8 ugng vi sinh vat 13 49 000 hoic 4,9 x 10* trong mot miliiit hodc trong mot gam
san phdm.

10.3.2.4 Phuong phép tinh: céc s dém thdp

10.3.2.4.1 Trudng hgp c6 mdt dia (miu thir hodc huyén phi ban ddu hofic dung djch pha lodng
thir nhat) c6 chira it hon 10 khudn lac

Céc s& d&m tif 10 trd I&n (thuc t&) d&n gi6i han trén clia m&i phudng phap ndm trong pham vi d chum
t6i wu. Tuy nhién, 6 chum gidm nhanh theo s& Iugng cac khusn lac gidm dén dudi 10. Tuy thuéc vao
muc dich ciia phép thir ma giéi han dusi clia phép xac dinh c6 thé xac dinh nhu dudi day cho céc s8
dém thép hon 10.
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Theo ISO/TR 13843, thi dinh nghia clia gidi han phép x4c dinh 12: *Néng @0 thuc t& trung binh th&p nhat
x trén phan mAu thir trong d6 do khong dam bdo tiéu chudn tuong (img mong dgi bang gia tri quy dinh
(RSD)". RSD Ia @8 16ch chudn tuong d&i, dugc tinh bing cach chia s& udc tinh d6 léch chudn s cho
ndng 46 mAu bing x cho mAu d6. Thay cho RSD, ky hidu w sé& dugc sif dung cho dd léch chusn tuong

d6i. Vivay, w=s/x.

Trong tnuting hgp phén bd Poission, x dugc tinh bing cong thic sau day:

"
(w)

N6&u w dat 1a 50 % theo gidi han clia dd chum tuong d6i c6 thé chdp nhén dugc (thudng hop ly trong vi
sinh hoc), thi giéi han dudi ctia phép xac dinh s& & s8 lugng khudn lac cla:

=4
(0,50)°

X =

Do a6, két qua dua trén s& d€m it hon bdn cin duoc xU ly 14 chi phat hién sy c6 mat cac vi sinh vat.
Két luan:

Néu dia chifa it hon 10 khuén lac, nhung c6 it nhét 4 khusn lac, thi tinh két qua theo trudng hgp chung
(10.3.2.2) va bao céo két qua Ia s6 ubc tinh x vi sinh vat trong mt mililit (sén phdm & dang 18ng) hoc
trong mdt gam (sdn phdm & dang khéc).

Né&u t8ng s& Ia tir 3 dén 1, thi dd chum clia két qua 1a qua thap va két qua phai dugc ghi lai nhu sau:
"C6 mét cac vi sinh vat nhung nhé hon (4 x d) trén gam hoac mililit™.

10.3.2.4.2 Trudng hgp dia (miu thir hojic huyén phd ban dfu hojc dung dich pha lodng thu
nhét) khéng chira khusn lac nao

Né&u dia clia mAu thir (san phdm dang Idng) ho#ic huyén phu ban d4u (sn phdm dang khac) hoc tir 46
pha lodng thir nh4t a3 cdy holic gilr lai khdng chita khudn lac nao, thi bidu thi k&t qua nhu sau:

"it hon 1/d vi sinh vat trong mililit (san phdm dang 1dng) ho¥c "it hon 1/d vi sinh vat trong gam (sén
ph&m dang khac)".

trong d6 d la hé s& pha lodng ctia huyén phi ban ddu ho#c 48 pha lodng thif nh&t 43 c4y hoc giir lai
[d = 10° = 1 khi s3n phdm dang ¥ng dugc cay tnre tiép).
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10.3.2.4.3 Trudng hgp dic bigt

10.3.2.4.3.1 Trudng hgp chung
Céc trudng hop nay lién quan dén viéc dém khusn lac dién hinh hoc gia dinh.
10.3.2.4.3.2 Trudng hgp 1

Néu s8 lugng clia t4t ca cac khusn lac dién hinh hosic khéng dién hinh d6i véi dia & 46 pha loéng thir
nhét d, chifa nhiéu hon 300 (hoac bét ky s& lugng khac duge néu trong tiéu chudn cu thé), véi s6 khudn
lac dién hinh hoic khudn lac dugc khing dinh va néu trén dia & d§ pha loang tiép theo d, chira it hon
300 khun lac (ho3ic bat ky s6 Iugng khac dugc néu trong tiéu chudn cu thé) khéng dién hinh hodc
khu&n lac khing dinh c&n d&m, thi biéu thi két qua nhu sau: -

"it hon 1/d, va nhiéu hon 1/d, cac khudn lac c6 trong mét mililit (sin ph&m dang 16ng)" hodc "t hon 1/d,
va nhiéu hon 1/d, trong mdt gam (san phim dang khéc)”

trong dé d, va d, la cac hé s& pha lodng tuong (g véi cac d6 pha lodng d, va d,.
VI DU: $6 a8m cho céc két qué nhy sau:

— & @6 pha loéing thir nhat (10?) dugc gilt lai: trén m3i dfa c6 m3t nhiéu hon 300 khuéin lac dién hinh hodc khudn
lac khing dinh;

- & 8 pha losing thir hai (10°) dugc gitt lai: 6 mat 33 khudn lac khong dién hinh hodic khudn lac khing dinh.

Két qua duoc bidu thi 1a ft hon 1000 vi sinh vat va nhidu hon 100 vi sinh vét c6 trong mét mililit hodc mdt gam
san phém.

10.3.2.4.3.3 Trudng hop 2

Néu s6 lugng clia cac khudn lac dién hinh hoac khong dién hinh d&i véi dia & dd pha lodng thir nhét d,
chifa nhidu hon 300 (hoac bét ky & Iugng khac dugc néu trong tiéu chudn cy thé), khdng cé khudn lac
dién hinh hoac khudn lac dugc khing dinh nao va néu trén dia & 49 pha loéng tiép theo d, chia it hon
300 khudn lac (hosc bét ky s6 lugng khac dugc néu trong tidu chusn cy thé) khong dién hinh ho#c
khun lac khéng dinh cin dém, thi biéu thj két qua nhu sau:

"t hon 1/d, cac khudn lac c6 trong mét mililit (sén phdm dang 1dng)" ho#ic "It hon 1/d, cac khu&n lac c6
trong mot gam (s&n ph&m dang khéc)".

trong d6 d, 1a cac hé s& pha lodng tuong (ng v&i @0 pha lodng d,.

Vi DU: S& @&m cho céc két qua nhu sau:
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- &80 pha loang th(r nhét (10?) dugc giit lai: trén mdi dia c6 mét nhiéu hon 300 khudn lac khong dién hinh hoac
khing dinh;

- &40 pha loding thir hai (10%) dugc giit lai: c6 mit 33 khuén lac khong dién hinh hodc khing dinh.
Két qua duoc bidu thi I it han 1000 vi sinh vat c6 trong mdt mililit hogic mot gam sén ph&m.
10.3.2.5 Phuong phép tinh: Trudng hgp djc bigt

10.3.2.5.1 Khi s& luong cac khusn lac d8m dugc (khudn lac t8ng s6, khudn lac dién hinh hozic khusn
lac gid dinh) I6n hon 300 (hosic bt ky s& lugng khac duge néu trong tiéu chudn cy thé) trén dia & d6
pha lodng d,, v&i s& khudn lac (khudn lac t8ng s6, khusn lac dién hinh ho#c khuén lac phii hdp véi cac
chuén x4c nhan) trén dia & d6 pha loang tiép theo d, chifa it hon 10 khuén lac:

- néu s6 lugng khudn lac trén dia & 86 pha lodng d, ndm trong khodng tir 300 d&n 334 (gidi han trén
cia khodng tin cdy d8i v6i gia tri trung binh bsing 300), sif dung phuong phap tinh déi vdi trudng hop
chung (10.3.2.2);

- néu s& lugng khun lac trén dia & 46 pha lodng d, nhiéu hon 334 (gidi han trén clia khodng tin ciy
d6i véi gia tri trung binh baing 300), thi chi tinh d&n két qua clia s& dém clia 46 pha lodng d, va thuc
hién ti€p v&i s& d6m udc tinh (10.3.2.4), ngoai trif khi d&i chibu véi s6 t6i da aat & 300 dé dém cac
khudn lac, néu két qua & dd pha lodng d, it hon 8 (gidi han dudi clia khodng tin cdy d6i vdi gia tri trung
binh bing 10) do chénh léch gilta hai 6 pha lo@ng 1a khéng thé ch&p nhan dugc.

Céc con s& tuong (ng v6i khodng tin cdy cin phai phil hgp véi s t6i da duge néu ddi véi viec d6m
khusn lac.

VvIiDU 1: S8 dém cho céc két qué nhu sau:

- & 60 pha loang thir nh4t (10%) dugc gilr lai: 310 khusn lac;

- a0 pha lodng thtr hai (10?) duvc giit lai: 8 khuén lac.

Ap dyng phuong phap tinh 66 v6i c4c trudng hap chung, sit dyng céc dia & hai 69 pha losing dugc gil lai.

viDY 2: S& d6m cho céc két qué nhu sau:

- & @6 pha lo&ing thir nhét (102) dugc gilf lai: nhiéu han 334 khuén lac trén dia;
- & d6 pha loang th(r hai (10°) duoc giif lai: 9 khuén lac.

Bt ddu s8 d&m ubc tinh dugc trén ca sd céc khudn lac d6m duge trén hai dia tir 4 pha lodng 10°°.

VIDY 3: S8 dém (khi s6 t6i da dé d&m khudn lac d& dugc cai dat la 300) cho céc két qua nhu sau:
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- @ a6 pha loding thir nh&t (102) dugc giif lai: nhidu hon 334 khufn lac trén dia;

~ & 88 pha lofing thr hai (10°*) duoc gilr lai: 7 khudn lac.
K&t qua d&m nay |2 khong thé chép nhan dugc.

VIDU 4: S6 a8m (khi s6 15i da a8 d8m khudn lac da duoc cai dat 1a 150) cho cac két qua nhu sau:

~ & 46 pha lodng thir nhét (10°%) dugc giif lgi: nhidu hon 167 khuén lac trén mdi dia (gi6i han trén cla khodng tin
cdy 4di v6i gia tri trung binh béng 150);

- & 86 pha losing thir hai (10°) dugc gilf lai: 7 khuén lac.

Bét diu s& d&m ubc tinh dugc trén co sd cac khusn lac dém dugc trén hai dfa tir 36 pha lodng 107

10.3.2.5.2 Khi s8 d8m cac khuén lac (c4c khudn lac t8ng s6, khu&n lac dién hinh hodc khusn lac gid
dinh) d6i v&i mbi dia d6i voi tit ca cac 40 pha lodng @3 dugc cdy tao ra mét lugng I6n han 300 (holic bét
ky s& luong khac dugc néu trong tiéu chudn cu thé), thi biéu thi két qua nhy sau:

- “nhidu hon 300/d" (trudng hop cac khuén lac t8ng s6 hosic khudn lac dién hinh) hodc "nhidu hon
300 x b/A x 1/d"(trudng hop khudn lac dd khing dinh) vi sinh vat co trong mét mililit (sdn phdm dang
Idng) hodic mét gam (san phdm dang khéc).

trong 46
d |4 hé s& pha lo@ng ciia dung dich cdy sau cung;

b 12 s6 lugng khudn lac phi hgp véi chudn x4c nhan hodc khing dinh trong s& c4c khudn lac gid
dinh d3 duoc cdy, A.

10.3.2.5.3 Khi dia chifa d6 pha lodng dugc cy sau cling nhiéu hon 10 khuén lac va ft han 300 (holic
bat ky s& Iugng khac duge néu trong tiéu chusin cu thé) khuén lac (khudn lac t8ng 8, khun lac dién
hinh hosic khudn lac gi4 dinh) thi tinh s8 N’ cac vi sinh vat c6 mét trong méu thif Ia trung binh s8 khuén
lac cé trén hai dia, sif dung cdng thirc (4):

(4)

trong d6
¢ lat8ng s8 khuén lac d6m dugc trén dia;
V 14 thé tich dich cdy da cdy trén mdi dia, tinh bing mililit;
d 14 hé s6 pha lodng tuong (g vSi 4 pha lodng dugc gilf lai.
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Lam tron két qua theo 10.3.2.2.

Bidu thi két qua 1a s8 lugng Vi sinh vat N’ cb trong mililit (san phdm dang Idng) hodc trong gam (sn
phdm dang khac).

viDU: S8 d&m cho cac két qua nhu sau:
- & 88 pha loang cusi cling (10*) duge cy: 120 khudn lac;

120
ix10™

= 1200000

Lam tron két qua theo 10.3.2.2, 86 lugng vi sinh vat N'1a 1 200 000 hosc 1,2 x 10° trong mét mililit ho#c trong mdt
gam san phdm.

10.3.2.6 Do dj khdng dam bdo do

Xem ISO/TR 19036 d8i vdi cac phép dinh lugng.

10.4 Dinh lugng ndm men va ndm méc

10.4.1 Yéu cdu chung

N&m men va nm méc thuiing d& dang dinh Iugng biing ki thuat 48 dia hoiic blng k¥ thuat clly bé mat
cho phép céc t& bao tiép xuc i da véi 6xi trong khdng khi va tranh bi hdng do nhiét tir thach tan chay.
Céc dia thach cin dugc lam khd trudc khi c8y (xem ISO/TS 11133).

Mbt s8 ndm men va ndm méc c6 thé 1ay nhidm hodic gay di img, ddi khi ngay ca d&i véi ngudi khoé
manh. Do d6, cin phai phong ngtfa khi lam viéc véi nSm men va nfm méc. T6t nhét 1a nén gilr chung
trong {1 &m ma khong A& trong phdng md. Nip dia chi dusc md khi cin, théng thuing nhu a8 chudn bi
vat kinh hién vi. Kim c&y duoc ast trén ngon Ila phai dugc lam ngudi trube khi chuyén mau, a8 tranh
phan tan cac hat dinh va cAc t& bao khéc. C4c ban lam viéc va td 8m cén thudng xuyén dugce khir tring.

Cac dia petri cin dugc-{i &m theo tuf thé hudng Ién trén va d& yén cho dén khi cac dia da sin sang dé
d&m, vi khi x& dich s& lam gii phéng cac hat hodic bao t& ndm md&c va phat trién tiép thanh cac khudn
lac, cho udc tinh qué Iugng ndm méc.

10.4.2 Bjnh lugng ném men va ndm mdc

Thudng d6m cac dia chira tir 10 khudn lac d&n 150 khuén lac. Néu hé n&m bao gém chi yéu cac ndm
méc, thi chon cac dia cé cac s8 d&m trong pham vi quén thé thdp hon; n&u hé ndm bao gém chi yéu
cac ndm men, thi cac dia ¢ cac s& dém dén gi6i han trén c6 thé duc chon d8 dém.
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Né&u con nghi ngd thi kiém tra biing cach soi tuoi hosic nhuém t& bao tir it nh&t 5 khun lac trén miu dé
khing dinh riing khéng c6 mét vi khudn.

10.5 Djnh Iugng sir dyng mdi truing long
10.5.1 Nguyén tic

Cac phan miu thir dugc cdy vao méi truding 16ng d8 hd trg cho su phét trién cac vi sinh vat dic trung
heac nhém vi sinh vat va thuding (fc ché su tang nhanh céc vi sinh vat khéng phai muc tiéu.

D& xac dinh xem cb sy phat trién céc vi sinh vat muc tiéu hay khéng, thi c6 thé sif dung nhiéu tiéu chi
khac nhau, vi du nhu phét hién bang mét vé dd duc, su sinh khi, sy d8i mau, phan Iap tiép cac vi sinh
vat trén mdi trudng thach chon loc. Thanh phdn clia mdi trudng va tidu chi phan biét giita két qua am
tinh va duong tinh dugc xéc dinh trong céc tiéu chuén tuong (mg.

Vi cach ti€p can nay, chi gia tri dinh lugng cb thé quy cho ting phdn mau thlr, nghia 1a két qua 1a
duong tinh hoic 14 4m tinh. D& thu dugc s8 wic lugng vi sinh vat c6 mét, thi cdn kiém tra vai phdn mau
thir va sif dung quy trinh théng ké d& xac dinh s8 cb xac sust I6n nhat (MPN).

10.5.2 Ciy
10.5.2.1 Yéu cfu chung

Néu sif dung mdi truding phat trién chon loc, thi viéc thém phdn miu thir khéng dugc tao ra dic tinh
chon loc clia n6 (do d6, cho phép cac vi sinh vat khong muc tiéu phét trién). Trong nhiéu tiéu chudn,
thdng tin v& kha nang so sanh cla cac chét nén d&c hidu va méi trudng 1dng dugc mé ta trong phan
pham vi 4p dung, nhung cin chl y v8i cac chét nén nhu gia vi, cacao, canh thang thit v.v..., vi ching c6
thé chifa cac chét (c ché phat tri€n ma cdn phai b8 sung cac hgp chét trung hoa, sif dung cac hé sé
pha loang cao han, ly tdm, loc ho3c tach tif mién dich dé& tach céc vi sinh vat muyc tiéu ra khdi chat nén,
ngay ca diéu nay cing khdng phai lic no cling xé4c dinh rd trong c4c tiéu chudn cu thé. Tinh xung dot
cb thé do thanh phén vi khufn trong chét nén: cac miu mdi trudng bi nhidm néng, céc sin phdm Ién
men ho3c céc sin phim cb vi khudn probiotic s& khé khan hon cho ngudi phan tich vi sinh so véi céc -
méAu chi chira rét it vi sinh vat. BSi véi cac chét nén gap phai van dé 86, cdn tién hanh céc thyc nghigm sir
dung cac vi sinh vat dai dién dé chiing minh r3ing phuong phap nay cb thé so sanh dutic baing chét nén,

10.5.2.2 Céach tiénh hanh

Thudng 14y cac thé tich phdn m3u thir it hon hoic biing 1 ml cho'vao tif ndm d&n mudi 14n thé tich moi
trudng néng dd don, tri khi c6 quy dinh khac trong cc tiéu chudn cu thé. Thudng cho thém céac thé tich
mau thir tir 1 ml d&n 100 ml vao cac thé tich tuong ty clia mdi trudng néng do kép.
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D6 véi cac thé tich 16n han 100 mil, thi cb thé sir dung mdi trudng dam dic hon. D8I véi cac muc dich
d4c biét, méi trudng khd v trling c6 thé duge hoa tan trong mau lanh (ho#ic dugc lam 4m so bd dén
30 °C) c4n phan tich. '

Thai gian tinh tir khi chu&n bi dung dich pha lodng thif nh4t clia mau thir 8&n khi cdy vao 6ng cudi clng,
dia nhiéu giéng ho#c chai lo cdn phai it hon 15 min, trif khi c6 quy dinh khéc.

Sir dung mdt pipet mél v4 triing cho méi 46 pha lodng.
10.5.3 Chon h¢ thdng cdy

Didu co ban ciia k§ thuat MPN 14 viéc pha lodng miu dén mirc dd ma chiing cdy ddi khi c6 mét nhung
khéng phdi lic nao cling chifa cac vi sinh vat con s6ng. "két qud™ nghia |a chiing cdy cé phét trién & mdi
d6 pha loding sé& cho s& udc tinh vé ndng dd ban d4u trong mau. D8 thu duge céc s6 ubc tinh bao trum
pham vi mat dd c6 th8, ngui phan tich c4n st dung mét ddy cac d6 pha lodng, i mét day cac 6ng
(hoac cac dia v.v...) cho mdi dd pha lodng. S8 cb xac su#t 1én nhét clia cac vi sinh vat c6 mét trong
méu géc va dd chum ubc tinh c6 thé duoc tinh biing thdng ké dua trén s Iugng 8ng duong tinh va am
tinh quan séat dudc sau khi 0.

Chon tif cac s8 cb xac sust 16n nhat (MPN) c6 sin theo:
- s8 Iugng vi sinh vt dy kién trong mau cdn xem xét,
— cac yéu ciu quy dinh,

— @6 chum thuc yéu cdu, va

— moi xem xét thuc t& khac.

D6 khéng dam bao do phy thudc vao s8 iugng phdn mau thir duong tinh quan sat duge theo clng mét
cach nhu 46 khéng dam bao do clia s§ d&m khuén lac phy thudc vao s& lugng khudn lac trén dia. DO
khéng d3m bio do tang din theo cin béc hai clia s8 8ng dugce sif dung. S6 lugng Sng nhan bén I4n
gidm mét nifa dd khong 3am bdo do. Khi cac hé théng chi c6 mét iuong nhd céc 8ng kép duge sl dung,
thi @6 khong dam bio do I rét thp.

Tuy thudc vao kich ¢, cac phan miu thir c6 th8 dugc cdy vao cac 8ng hodc cac chai chifa mét Iugng
cén thi€t méi trudng 1dng. i vai cac phdn miu thir nhd, c6 thé sl dung cac dia nhiéu giéng.

10.5.3.1 Hé thdng ding mét dung djch pha lodng

Khi ndng db vi sinh vat duf kién Ia nhd hodc duge du kién dao ddng vifa phai thi hdu hét hé théng nubi
cdy thich hop la cac day don 1& clia cac phdn mau thif bAng nhau. Khi ty 1& du ki&n clia s& d8m vi sinh
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vat ti da va t8i thi8u nhd hon 25 thi mugi phdn mau thif song song 1a s8 lugng nhd nhat duf kién thuc
hién; véi 50 8ng song song thi gi&i han ty 18 1a 200. Céc vi du s8 d6m MPN dugc néu trong cac Bang tir
B.1 dén B.4 cla Phu luc B.

10.5.3.2 H$ thdng dung nhidu dung dich pha lodng

Khi néng @8 vi sinh vat dy kién chua dugc biét hodic néu uding truéc cb sy dao ddng 16n, thi cé thé can
phéi nudi cdy modt loat cac 8ng tir mét s6 dung dich pha lodng. C4y mét lugng vifa di cac dung dich pha
loing d& dam bo hé thdng cb céc két qua duong tinh va am tinh. S& luong cac dung dich pha lodng
phu thudc vao phuong phap tinh dugc sif dung d8 udc tinh gia tri MPN. N&u cdn slr dung céc béng thi
cac két qua tir ba d6 pha lodng cdn c6 sdn va c4c dang cla hé thdng dugc gisi han theo cac bang. Véi
cac chuong trinh may tinh, thi s8 lugng dung dich pha long va cac 6ng song song la khdng bi giéi han.

10.5.3.3 H@ théng dung dung dich pha lodng déi ximg

Phén I6n hé thdng MPN d6i x(mg dugc ap dung thdng thudng sif dung ba ho3c nim &ng song song cho,
méi dung dich pha lodng. B chum thu dugc vdi hé thdng nay gidm nhanh vdi cac s6 6ng thdp hon trén
mét dung dich pha lodng. Cac két qua thu dugc tir kidu ba &ng 1a khé hon so véi kidu nhiéu 8ng. Néu
yéu ciu dd chum I8n hon, thi nén chon kiu n&m 8ng hoic nhiéu 8ng song song. Cac vi du vé MPN ba
&ng va nam &ng dugc néu tuong img trong cac Bang B.5 va B.7 tudng Ung.

10.5.3.4 H@ thdng dung dung djch pha lodng khéng ddi ximg

Trong hé théng diing dung dich pha lodng khdng &&i x(mg, cac mlc pha lodng khac nhau khdng c6 s6
lugng cac 8ng giéng nhau. SU dung cac hé théng nay chi dé udc tinh s& Iuong vi sinh vat ndm trong
pham vi xac dinh. Céc vi du, xem SO 8199,

1054 Ua@m

U &m céc 6ng, binh hoic chai da nudi cdy, trong tli &m hodc trén néi cach thuy. Dt cac dia nhiéu giéng
trong td &m.

Chon thdi gian va nhiét dd U sau khi tham khdo phuong phap chudn riéng, vi chiing phu thudc vao vi
sinh vt hodic nhém vi sinh vat.

D& véi mot s6 vi sinh vat, c6 thé cén hai giai doan & &m va/hodic butc khdng dinh. Chi tiét xem céc tiéu
chuén cu thé.

10.5.5 Dién giai két qua

Tiéu chi @& phan bidt cac két qua duong tinh va am tinh thay d8i v6i m&i loai vi sinh vat hodc nhém vi
sinh vat va dugc x4c dinh trong c4c tidu chudn tuong (ng. S dung céc tiéu chi nay dé d&m va ghi lai s&
Iugng két qua duong tinh va am tinh thu dugc véi t&t ca cac phdn mau thir tir mot mau.
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10.5.6 Xac dinh céc gié trj MPN

C6 ba kha nang khac nhau 88 xac dinh cac gi4 tri MPN: tinh bing cdng thirc todn hoc, tra Bang MPN,
ho¥c (mg dung cac chuang trinh may tinh cy thé. Véi diéu kién 1a ching déu duge dya trén cling mét co
sd théng keé, c6 gia tri nhu nhau. Ba phuong phap nay dudc cu thé nhu sau:

10.5.6.1 Cong thirc toan hoc
10.5.6.1.1 Cong thirc gdn diang cho tat ca cac trudng hgp

Céc gia tri gan dung cla MPN ddi véi s8 lugng bét ky cla cac dung dich pha lodng va cac 8ng so sanh
thu dudc tif vidéc ap dung cdng thifc sau ddy (chdp nhan tir [36]):

MPN=[ prm,]

m xm,
trong d6
Zp la sé 8ng duong tinh;
m, khdi lugng chudn clia mau, tinh bang gam;
m, khéilugng tng s& clia mdu cb trong t&t ca cac 8ng cb phan (mg 4m tinh, tinh bing gam;

m, khdi lugng t8ng s& clia mau cb trong tét ca cac 8ng, tinh bAng gam.
MPN duoc biéu thi trén gam miu (thutng 1a 1 g, ddi khi 13 100 g).
10.5.6.1.2 Dung djch “chinh xéc” d8i véi mét ddy céc éng

Gi4 tri MPN d6i v6i mét day 8ng thu dude tir cdng thirc sau day:

MPN = Loy 2 ]
m, ﬂ—Zp

trong 46
m, khdi luong chuén clia miu, tinh biing gam;
m, kh&i lugng t8ng s& clia mAu trong mdi &ng clia day, tinh bing gam;
In logarit tu nhién;
n s6 lugng 8ng trong mét day;

2z, 1as8 lugng 8ng cb phdn ing duong tinh.
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10.5.6.1.3 DY chum udéc tinh cic phép phan tich véi mét dung djch pha loéng

Céc giéi han tin cay 95 % ciia MPN uéc tinh c6 thé tinh dugc dung cong thic sau day:

trong d6
x la gi6i han tin cay trén va dudi 95 %;
m, khéi luong chudn clia mAu, tinh bang gam;
m, khdi luong clia mau trong méi 8ng clia day, tinh bang gam;
In logarit ty nhién;
n s8 lugng 8ng trong mot day;
z, las6ugng 8ng co phan (mg &m tinh.

DA4u cong cb lién quan véi gidi han dudi va d&u trit lién quan véi gidi han trén. Gan dung la khong duoc
t&t khi phdn I6n cac 8ng am tinh (vd tring) nhung dugc cai thién khi ty 16 cac &ng duong tinh tang lén.

10.5.6.1.4 D§ chym wdc tinh cic phép phan tich véi nhidu dung djch pha lodng dai ximg

% khdng dAm bio chudn log 4, clia hé théng MPN nhiéu dung dich pha loding ddi ximg c6 thé thu duge
duing cbng thifc Cochran’s sau day ™

SE = o,sdlogmf
n

trong d6
SE 1a sai s8 chudn clia logyoMPN;
f 1a hé s& pha lodng gilfa céc dung dich pha loang ké tiép (I6n nhét 1a 10);

n la s& lugng 8ng cho mdi dung dich pha loding;

Cac gidi han tin cay trén va dudi khodng tin cay 95 % cb thé tinh gén dung bang cach nhéan va chia s8
uéc tinh MPN cho déi loga clia 2 x SE. Quy trinh nay ding dé tang nhiéu gidi han tin cay trén.
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10.5.6.2 Cac bang MPN
10.5.6.2.1 Céc bang ding cho hé théng mét dung djch pha lodng

Céc Bang tif B.1 dén B.4 (Phu luc B) cho céc gia tri MPN va khodng tin cdy 95 % trén phdn mau thir d6i
véi 10 8ng, 15 8ng, 20 8ng va 25 8ng song song (mdi ng dugc cdy cling mét dung dich pha loéng).

D& bidu thj két qua trén khéi lugng chudn clia mau (hodc thé tich clia cac mau dang 1dng), thi nhan
MPN va cac gia tri gidi han 95 % cho ty 18 (khdi lugng chudn)/(khéi Iugng phdn mau thi). Khéng nhan
véi 86 khéng d3m bio chudn loga. Khéi luong mau chudn trong vi sinh vat thyc phdm thudng 1a 1 g.
Khéi luong phdn mAu thir tuong (ng véi lugng mau (biing gam) cé mét trong thé tich duge ding a8 cay
vao 8ng, vi du 0,1 g néu sif dung 1 ml ctia huyén phli d8ng nhét 10",

VIiDU ((30)

Hai mudi 6ng canh thang néng d6 kép a3 duac cdy 5 ml mau 44 pha lodng mudi 1&n (0,1 g/ml). Sau khi @, 16 6ng
cho thy vi sinh vat c6 phat trién. Mat do (vi sinh vat trén gam) vi khudn nao I c6 xac sust Ién nhét trong miu?
Bang B.3 cho 1,61 s& c6 xac sudt In nhat cac vi sinh vat trén &ng, ¢6 0,93 gidi han dudi 95 % va 2,77 gidi han
trén 95 %.

Mbi 8ng nhan 5 mi phdn miu thif tuong (ng v6i 0,5 g miu. Do db, s& vi sinh vat cb xéic sust 16n nhit trong 1 g 1a:
1,61
MPN = E trén gam = 3,2 trén gam
vi khoang tin cay 95 % dao déng tir

.93
gidi han dubi 95 % = Po—g- trén gam = 1,9 trén gam;

giGi han trén 95 % = %n’én gam = 5,5 trén gam,;

10.5.6.2.2 Céc bidng dung cho h§ thdng nhidu dung djch pha lodng: ba dung dich pha lodng
lién tidp

Véi cac hé thdng khdng d8i ximg, thuding si dung ba dung dich pha loang lién tiép véi ba 8ng (Bang
B.5) hodc nam &ng kép (Bang B.7). Ghi lai s& lugng cac két qua duong tinh cho mét day cac 8ng va tir
bang MPN d6i v&i hé théng cdy da sif dung, doc s& cb xac sust I6n nhét céc vi sinh vat cb mit trong thé
tich chudn cia mau.

Mot s6 t8 hop cac 8ng duong tinh ¢ nhiéu kha nang xu4t hién hon so véi t6 hap khac. Vi du: t8 hop cac
két qué duong tinh 0, 0, 3 t c6 kha nang xu&t hién han so véi t8 hap 3, 2, 1. D& d8m kha ning nay thi
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14t ca cac két qua duong tinh da duge quy cho cip 0 dén cdp 3. K&t qua cap 1 13 két qua cb xac sust
cao han, trong khi g6 ket qué cp 3 1a thdp hon va c6 thé khang dé tai tao. Céc trudng hop x&u nhét 12
céc két qua thudc cdp 0; ching cdn duoc coi 1A nghi ngd nhit. Gid sif ring cac két qué phan tich 1a
dung thi duy nhat c6 thé hy vong ring 95 % cac 8 hdp quan séat dugc cé thé roi vao cap 1, 4 % cdp 2,
0,9 % cdp 3 va chi 0,1 % cp 0. Cac cdp dudc dién gidi tiép theo trong Bang B.6.

Trong trudng hop c6 nhiéu hon ba dung dich pha lod@ng, thi chon t8 hop "ph3i* clia ba dung dich pha
lodng lién tiép khéng phai lic nao ciing rd rang. Tuy nhién, diéu nay c6 thé dé dang thuc hién biing
cach ghi lai t4t ca cac t8 hop cd kha ning cho céc 8ng duong tinh va doc cp tuong ing tir Bing B.5.

Do d6, ap dung cac nguyén tic sau day:

1) Chon t8 hop clia ba dung dich pha lodng lign ti€p c6 dang c4p 1 d8 thu duoc chi s6 MPN. Néu c6
nhiéu hon mét t8 hop cb dang cép 1 thi sif dung mét t8 hap c6 s& &ng duong tinh cao nhat.

2) Néu khéng cé 18 hgp nao cb dang clia cdp 1, thi sif dung mét t8 hop cb dang clia cdp 2. Néu cb
nhiéu hon mét t8 hgp c6 dang cép 2 thi sif dung mét t8 hgp cé s8 6ng duong tinh cao nhét.

3) Néu khdng cb t8 hop nao cb dang clia clp 2, thi sif dung mét t8 hop co dang clia cdp 3. Néu cb
nhiéu han mét t8 hgp c6 dang cdp 3 thi sit dung mét t8 hop c6 s& &ng duong tinh cao nhét.

Mbt s8 vi du dugc néu trong Bang 1.

Bang 1 — Cac vi dy vé Iya chon céc két qua duong tinh dé tinh MPN

MPN®
ke |5 st g ng st e 28 60 G L0814 | i i | st
(mi) @
San phdm dang Idng: 10 ml 1ml 10'ml | 10 %ml 10°mi
San phdm dang khac: 1g 10'g 107%g 10%g 10%g
1 3 3 2 1 0 11x10' | 1.1x10?
2 3 3 2 0 24x10' | 24x10?
3 2 2 1 1 0 7.4 7,4x10°
4 3 3 1] 0 0 24 24x10'
5 2 2 0 1 0 2,1x10" 2,1

* Céac con s6 gach chan cho thdy cac t8 hop dugc chon.
® Tinh dugc sif dung chi s6 MPN (xem Bang B.S).
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10.5.6.3 Chuong trinh may tinh

Cac chuong trinh may tinh da nang cho cac s ¢ lién quan khéng gidi han va cac 6ng song song hoc
su d6i x(mg clia hé thdng MPN. May phén tich MPN la chuong trinh cai s3n theo chuong trinh truc day
(xem [29]).

10.5.7 Biéu thj két qua

Tit chi s8 MPN doc dudc tir Bang B.5 [theo t8 hop ba (ho3ic ndm) dung dich pha loding lién ti€p gil lai],
xac dinh cAc vi sinh vat cb xac sust I6n nhét trong mot thé tich chuén.

Bao cao két qua 1a sd vi sinh vat c6 xac suft Idn nhat (hoic nhém céc vi sinh vat dac thl) trén gam
hoic trén mililit. Khéi Iugng hoic thé tich chudn cb thé khac véi gam hodic mililit (vi du 100 g hoic 100 mi).

11 Phuong phéap phét hign (phuong phép dinh tinh)
11.1 Yéu cdu chung

Phuong phap phét hién 1a phuong phap xac dinh sy cd mat hay khéng céc vi sinh vat nhat dinh cé trong
mét luong qui dinh clia san phim.

11.2 Nguyén tic

Tron (san phdm thé 18ng), hodic déng nhéat (sdn phdm dang khac) mét Iuong P clia sin phdm cén thir
9 x P ml hosic 9 x P g clia 1 loai canh thang chon loc, néu khdng cé qui dinh khac trong cac tiéu
chudn riéng.

Bé tang a6 thu hdi cac vi sinh vat trong thuc phdm, 16t nhét nén tidn hanh tang sinh trudc trong canh
thang khoéng chon loc, sau dé tang sinh trong canh thang chen loc va phan [ap trén thach khac
nhaw/thach chon lgc. Viéc sif dung hai canh thang ting sinh khéc nhau cling nhut hai hoic nhidu mdi
truding thach chon loc s& lam téing @8 nhay clia phuong phap.

Sau khi nudi m, dan mdng mét vang dich cy thu dugc Ién b8 mat méi truding thach chon loc sao cho
céc khudn lac moc phan tach tét. Khi khdng cb quy dinh khac thi cac canh thang ting sinh da i &m chi

¢ thé dugc lam lanh sau khi da danh gia dnh hudng clia viéc lam lanh I6n cac két qua va chi néu dudc
quy dinh rd trong bao céo két qua.

S6 lugng (thudng 1a n&m trén mot dia thach) cac khuén lac thu dugc sau khi ( duge nhan dang st dung
céc ky thuat khing dinh thich hop.

Vige chon cac khudn lac d€ khdng dinh cén bao trum céc loai khudn lac dai dién nghi ngd.
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11.3 Do dd khong dim bio

Uéc tinh d6 khéng ddm bdo do clia cac phép dinh lugng dang duge ISO/TC34/SC 9 nghién ciu.
12 Phuong phap khdng dinh

12.1 Yéu cdu chung
Chi sif dung cac khuén lac thusin khiét d& khing dinh bang sinh hoé va huyét thanh hoc.

Céc phép thir khing dinh dugc md ta trong cac tiéu chudn cy thé. B8 thay cho cac phép thif sinh hoa
quy dinh trong cac tidu chun cu thé, c6 thé sl dung céc phuong phép thir khdng dinh (di (ng sinh hod,
d4u dd nucleic) dudi cac didu kién quy dinh trong didu nay, trir khi o6 quy dinh trong c4c tiéu chudn cu thé.

12.2 Chuin bj ching ciy thufin khiét

BAt ddu chusn bi mdt chiing cdy thudn khiét bing cach chon loc mét khun lac trén ho3c trong moi
truding thach. C8y khudn lac da chon 18n mdi trudng thach khéng chon loc. Sau khi nuéi &m, chon Idy
mét khusn lac phan 1ap t6t cho viéc thir khdng dinh tiép theo. LAp lai thao tac nay, néu cén.

N&u cb thé, cac phép thir khdng dinh cdn dugc tién hanh trén cac té bao tir mét khusn lac. Néu khéng
6 40 Iugng t& bao trong mot khudn lac, thi trudc hét can dugc cdy truyén vao méi trudng Iéng hodc lén
méi truding thach nghidng, sau d6 cac dich cdy truyén c6 thé dugc dung dé thir khdng dinh.

12.3 Nhudm Gram (k¥ thuit Hucker cai bién)
12.3.1 Yéu c8u chung

Vidc nhudm mau cic t§ bao vi khudn nay cho phép mo t3 duge hinh thai cla vi khudn va phan loai
chiing thanh hai nhém theo chifc ning, chiing c6 thé hay khong thé gilr dugc mau tim clia thude nhudm
tim tinh th8 (Gram +) trong cAc diéu kién thir nghiém. Céc két qué phan loai ndy phan I6n dua trén sy
khac nhau vé c8u tric thanh té bao clia hai nhém va 12 diém khéc biét chinh gilfa hai nhém.

Céch thay th& cho nhudém mau Gram la sif dung dung dich kali hydroxit (KOH) 3 %. L4y mot vong ddy
c4c khusn lac phét trién va khusy trong 2 giot dung dich KOH. Vi khu&n Gram am cb thé Iam cho dung
dich tr& nén sanh va nhan trong 30 s, tao thanh day khi nhéc vong céy ra.

C6 mot s& cach hudng din nhudm mau Gram, nhung t4t ca phdi theo cac budc tudn ty dusi day:
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12.3.2 Dungdjch

12.3.21 Yéu cdu chung

Cé thé diing cac dung dich ban sén.

Trong truding hop ndy, phdi tuan theo c4c chi dén clia nha sin xuét.
12.3.2.2 Dung dich tim tinh thé

12.3.2.2.1 Thanh phin

Tim tinh thé: 20g
Etanol (95 %): 20mi
Amoni oxalat (C,HN,0,): 08g
Nudc cat: 80 ml

12.3.2.2.2 Chuin bj

Hoa tan tim tinh thé trong etanol va amoni oxalat trong nuéc c4t. Tron hai dung dich nay va dé yén hén
hap 24 h trudc khi sif dung.

12.3.2.3 Dung djch idt

12.3.2.31 Thanh phén

16t 10g
Kali iodua (KI): 20g
Nuéc: 100 ml

12.3.2.3.2 Chuin bj

Hoa tan kali iodua trong 10 mi nuéc c4t; thém timg phén nhd idt. Sau khi hoa tan, thém nudc cho dén
vach mic 100 ml trong binh dinh mrc.

12.3.2.4 Dung djch safranin
12.3.2.4.1 Thanh phén
Safranin: 0,25g

Etanol (95 %): 10ml
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Nuéc: 100 ml
12.3.24.2 Chuin bj

Hoa tan safranin trong dung dich etanol sau d6 trén véi nudc c4t.

123.3 Ky thuat nhuém

Sau khi @3 c8 dinh trén lam kinh mang vi khu&n duge chudn bi tir dich ciy tir 18 h d8n 24 h, hosc khi
canh thang d& duc, thi phli I8n mang nay dung dich tim tinh thé. D& cho phan (g xay ra trong 1 min.

Trang nhe lam kinh d8 & tu thé& nghiéng bing nudc trong vai gidy.
PhU 1&n lam kinh dung dich i6t. D& cho phan (ng xay ra trong 1 min.
Trang nhe lam kinh d& & tu thé nghiéng biing nuSc trong vai gidy.

R6t mét cach nhe nhang va lién tuc mdt iép méng dung dich etanol (95 %) Ién lam kinh 8 nghiéng
trong khodng thai gian khéng qua 30 s cho dén khi khdng con mau tim.

Trang nhe lam kinh dé & tu thé nghiéng bing nutc dé loai etanol. Phi 1én lam kinh bing dung dich
safranin trong 10 s. Trang nhe lam kinh dé & tu thé nghiéng bang nuc.

Lam kho lam kinh,
12.3.4 Dién gial két qua

Kiém tra lam kinh dugi vat kinh ddu c6 d6 phéng dai cao ciia kinh hién vi. Cac t& bao vi khudn c6 mau
xanh lam ho#ic mau tim la Gram duong (Gram +); cd mau tif hdng thdm dén db Ia Gram am (Gram -).

D6i v6i chling thudn khiét clia mdt vai dang vi khuin nhat dinh, c6 thé thu dugc ca t& bao Gram duong
va Gram am trong cuing mét truong hién vi.

CHU THICH Caéc & bao von dic cb thé cho hinh anh khong déc trung.
124 Si dyng bd thir sinh hoé dé nhin biét

C6 thé ding bd thir sinh hod cb s8n a8 nhén biét cac khudn lac téch bigt.

Cén kiém tra xac nhan riing cac bd th 1a thich hop, nhu da duge nghién cltu danh gia trong céc tai liéu
khoa hoc lién quan dén vi sinh vat trong thuc phdm®. Viéc kiém tra nay hét sic quan trong néu nha san
xust khéng cb cac s liéu danh gia vé cac bd thir nay.

4 Yau cdu vé thdng tin dugc b8 sung tir cac tai liéu vién din clia quéc gla, viing holic quic t& d5i vdi vidc nhan bit timg vi
sinh vat.
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Cac phong thir nghiém can phai thu dugc cac chiing chi kifm ching cho mdi mé véi viéc chi rd cac
chiing thir nghiém.

Nha san xudt cling phéi quy dinh cac chling kiém chimg riing c4c phang thif nghiém cb thé sir dung dé
kiém tra viéc bdo quan hiéu qué cla cac b thi.

Cac bd thir phai bao gém t6i thiéu cac phép thi sinh hoa dugc quy dinh trong cac tiéu chudn cu thé
ho#ic c4n duge b8 sung bling cac phép thir khéc.

12.5 Sudyng cac ddu dé nucleic
Cb thé duing cac ddu da nucleic c6 sin d& nhan biét cac khudn lac tach biét.

Tuy nhién, kiém tra xac nhan rdng cac ddu dd nucleic 14 thich hop, nhu d3 duoc nghién citu danh gia
trong cac tai liéu khoa hoc lién quan dén vi sinh vat trong thuc phdm (xem vi du [23]). Viéc kiém tra nay
hét sifc quan trong néu nha san xudt khdng cé cac s8 liéu danh gia vé cac diu do nay.

Céc phong thir nghiém cdn phai thu dugc cac chimmg chi kiém chimg cho m&i mé véi viéc chi rd cac
chiing thif nghiém.

Nha san xuét cing phai quy dinh céc chiing kiém ching ring cac phong thif nghiém cé thé sif dung dé
kiém tra viéc bao quan hiéu qua clia cac diu dod nucleic.

12.6 Phuong phép huyét thanh

12.6.1 Yéu ciu chung

Khi can thir khdng dinh bing huyét thanh, thi tién hanh sau khi d& nhan dang biing sinh hoa cac khudn
lac tach biét.

12.6.2 Céc phép thir ngumg két trén lam kinh

Cac phan Umg khang nguyén-khang thé tao ra c4c t& bao két thanh timg mang va tao thanh céc khéi
két bdng ho#c cac hat day dic. Trong trudng hop cac khuén lac thudc ho Enterobacteriaceae thi phan
(g gilfa khang nguyén "H" (nghia & khang nguyén 16ng) va khang huyé&t thanh ddng dng tao ra két tu
béng, & A6 phan (mg kéo theo khang nguyén "O" (nghia 12 khang nguyén than) tao ra day d&c hon,
thanh mang cac hat.

Trube khi dinh két vdi cac khang huyét thanh, cdn thuc hién phép thir d€ xac dinh xem cac té€ bao vi
khudn c6 dinh két hay khéng trong dung dich natri clorua [3 % (phdn kh&i lugng)]. Néu cac té bao vi
khuén c6 dinh két, thi d6 1 chiing tu dinh két va khong cdn phdi dinh két véi khang huyét'thanh.

72



TCVN 6404:2008

C6 s&n hai dang khang huyét thanh: khang huyét thanh da gia phan (ng véi cac vi sinh vét thudc giéng
d4c hiéu holic vdi cac nhém huyét thanh va thich hgp cho viéc sang loc so bd va cac khang thé don
gi4, sir dung & nhan dang cic serovar dic biét.

C4n kiém tra xac nhan riing cac phép thlr ngung két trén lam kinh Ia thich hgp, nhu d3 dugc nghién cltu
danh gia trong cac tai lidu khoa hoc lién quan dén vi sinh vét trong thuc phdm®,

Khi s dung cac thudc thi, cdn st dung céc kiém chimg duong tinh va &m tinh thich hop.

12.6.3 Phép thif ngung két latex

Phuong phép thif nhanh c6 séin trong thuong mai, ap dung cac hat nhya dugc phi cac khang thé nhém
d#c hidu (vi du nhu Escherichia coli 0157, xem TCVN 7686 (ISO 16654) hodc Staphylococcus aureus
xem TCVN 4830 (ISO 6888). Khang nguyén trong dich chiét dugc phan tich theo dai cac thudc thif latex.

Cén kiém tra x4c nhan rling cic phép thf ngung két latex 1a thich hgp, nhu da duge nghién cltu danh
gi4 trong c4c tai lidu khoa hoc lién quan dén vi sinh vat trong thuc phdm .

Phong thi nghiém cdn phai thu dugc cac chimg chi kiém chimg cho m&i mé véi viéc chi 1d céac chiing
thir nghiém.

Khi st dung cac thudc thir, cdn sif dung cac kiém chimg duong tinh va &m tinh thich hop.

13 Bdéo cio thir nghigm

Béo céo thif nghidm phai ghi rd phuong phap thir da sif dung va nhiét do & &m, néu cdn va két qua
thu dugc. Bao céo thlr nghiém ciing phai ghi rd moi chi tiét thao tac khdng qui dinh trong tiéu chuén
nay, cling v8i cac chi tiét bat thudng khac cé thé anh hudng téi két qua.

Néu ré trong bao céo thir nghiém cac phép thir tiép theo cdn dugc tién hanh trong phong thir
nghiém chugn hoac néu cac phép thir 46 da duoc tién hanh, cac két qua thu dugc.

Bao cdo thir nghiém cling phéi bao gém moi thong tin cin thiét v& viéc nhan biét ddy 6l miu thi.
Cing phai bao gém moi thdng tin cdn thiét a8 dién giai cac két qua.

Xéc dinh 46 khdng dm bdo do theo ISO/TS 19036, néu cén, c4n dugc ndu trong béo céo thir nghigm.

14 Xac nhan tinh higu lyc clia cac phuong phéap

141 Xac nhan tinh higu Iyc ctia cac phuong phép chudn

Xac nhan tinh hidu lyc clia cac phuong phap chudn dang dugc ISO/TC34/SC 9 nghién ciu.

% Yéu cu vé thdng tin duoc bd sung tif cac tai lidu vién din cia qudc gia, visng holic quéc t& ddi véi viéc nhan biét tithg vi
sinh vat.
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14.2 Xac nhan tinh higu lyc cha céc phuong phap thay thé

Xem ISO 16140 vé quy trinh k¥ thuat € xac nhan tinh hiéu luc clia cac phuong phép thay thé theo
phuong phap chudn.

14.3 Xac nhan tinh higu lyc cua cic phuong phéap trong mét phong th nghiém

Xéc nhén tinh hidu Iyc cla cac phuang phap trong mét phéng thir nghiém dang dudc ISO/TC34/SC 9
nghién ci.

15 Dam bio chat lugng cac két qua/kiém soat chat lugng hiéu qua

15.1 Kiém soat chat lugng ndi b

15.1.1 Viéc kiém soat chét lugng ndi bd bao gém t4t ca cac quy trinh dugc thuc hién bdi phong thir
nghiém @& danh gia lién tuc cang viéc clia phong thif nghiém. Muc tiéu chinh |3 d& d3m bao su thdng
nhét clia cac két qua theo timg ngay va su phi hgp vdi tiéu chi xac dinh. “

15.1.2 Chuong trinh kiém tra dinh ky cdn ching minh rang dd dao déng (gilfa cac ngudi phén tich,
giifa cac thiét bi va giita cac vat liéu) déu dugc kiém soat. T4t ca c4c phép thir cdn nam trong pham vi
hoat déng clia phong thf nghiém.

Chuong trinh c6 thé bao gém:

— sirdung cac mau d4 b sung vi sinh vat c6 cac mirc nhidm bén khac nhau, ké ¢ hé sinh vat nén va
hé muc tiéu;

- sirdung cac mAu d3 b8 sung vi sinh vat/nhiém ban tu nhién tir dai chat nén;
- sif dung chét chudn (k& ca thif nghiém thanh thao vat lidu phéi hop);

~ thir nghiém Iap lai;

- danh gia I3p lai cac két qua thir nghiém.

Khoang thdi gian gilfa cac lan kiém tra nay bi &nh hudng bdi ban chat clia phép thir dudc thuc hign
trong phdng thir nghiém va tén s& clia cac phép thir nghiém.

Khuyé&n cao cac phép thir nghiém nén két hdp vdi cac phép kiém chiing d& kiém tra hiéu qua, néu co thé.

15.1,3 Trong cé4c trudng hdp ddc biét, chi hiém khi phong thl nghiém cb thé thuc hién phép thir dac
trung. Ngudi ta cho théy riing trong céac trudng hgp d6, cb thé két hop chuong trinh kim soat chat luong

ni bd dang thuc hién va so dé chimg minh hidu qua thich hdp dudc tién hanh song song véi phép thir
c6 thé thich hap hon.
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15.2 Céc chiing chudn
Xem ISO/TS 11133 vé viéc duy tri cac chiing chuén,

15.3 Bénh gi4 chit lugng bén ngoai (thir nghigm thanh thao)

Cac phong thir nghiém cin dinh ky tham gia vao céac quy trinh thlr nghiém thanh thao cé lién quan dén
pham vi hoat ddng. Can wu tién cac so d8 kiém tra hiéu qué sl dung céc chat nén thich hop.

Céc phong thif nghiém cdn duoc danh gia chat luong tir bén ngoai khéng chi @& danh gia dé léch cla
phong thif nghiém va con a8 kiém tra tinh hidu Iyc clia hé théng chét lugng toan dién cla cac phong
thir nghiém.
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Phu luc A
(tham kh&o)

Tinh chit clia mét s& chit tay rira

Biang A.1 - Tinh chét clia mjt 8 chit tiy ria

Tic ddng ching Ipl Khir hogt tinh Bde tinh
T mu:mmcmm "'E,,‘“ Blowr | g %;E Pk (R o S | Y -
Hypoclorit + e o ++ +4+ + + . + + + c +
Ruou = +++ +++ +++ - + Vv + + + + - +
Formaldehyt 44 it e +++ +44° + + + + + + - +
Glutaraldehyt | +++ +++ ++4+ 44 +4° + + NA + + + NA -+
lodopho 44 44 4 e+ + + + . + + + A +
+++
++ hoply;
+  khdng dang k&;
- khdng c6;
V' tuy thudc vao virut;
C  cation;
A anion;
NA  khdng thich hgp;
: trén 40 °C;
*  trén20°C;

Ngudn g6c: Tham khéo [17].
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Phuluc B
(quy dinh)

Xac djnh sd cé xac suat I6n nhit (MPN)

Bing B.1 - Céac gli tri MPN trén phdn mau thir va cic gidi han tin cay 95 % ddi véi diy 10 dng,

dugc tinh theo [29]
S& lugng 8ng Diy 10 &ng
duong tinh
MPN D9 khdng dim bdo Glél han 95 %

chudin clia

logMPN Dudi Trén
1 0.11 0,435 0,02 075
2 0,22 0,308 0,06 0,89
3 0,36 0,252 0.1 1,11
4 0,51 0,220 0,19 138
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 _ 0,75 348
9 2,30 0,179 1,03 5,16

Bing B.2 - Céc gl trj MPN trén phdn mau thir va cac giéi han tin cdy 95 % ddi vél diy 15 &ng,
duge tinh theo [29)
S8 lugng Sng Day 15 8ng
duong tinh
MPN D9 khong dam bao Gi6i han 95 %

chuéin cla

log,:MPN D6 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 0,218 0,12 0,83
5 0.41 0,196 0,17 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 1,55
9 0,92 0,150 047 1,80
10 1,10 0,144 057 2,11
1 1,32 0,141 0,70 2,49
12 1,61 0,139 0,86 3,02
13 2,01 0,142 1,06 382
14 2,71 0,155 1,35 545
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Bang B.3 - Cac gi4 trj MPN trén ph&n mau thir va cic gidi han tin cdy 95 % déi véi diy 20 ng,

dugc tinh theo [29]
Diy 20 8ng
sf"w"::ﬂ'ﬁ:“ | B khong dim bio Gi6i han 95 %
MPN chuln cua

log,MPN . Dudi 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 0,20 091
8 0,51 0,155 0,25 1,03
9 0,59 0,147 0,31 1,16
10 0,69 0,140 037 1,30
1 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 0,121 093 2,77
17 1,90 0,122 1,09 329
18 _ 2,30 0,127 1,30 4,08
19 3,00 0,141 1,58 5,67

78




TCVN 6404:2008

Bang B.4 — Céc gia trj MPN trén phdn miu thir va cac giéi han tin cdy 95 % ddi vai diy 25 8ng,

dugc tinh theo [29]
S8 lugng éng Diy 25 8ng
duong tinh
MPN D9 khdng dam bio Gidil han 95 %
chuin cta

log,;MPN Dusi Trén

1 0,04 0,434 0,01 0,29
2 0,08 0,307 0,02 033
3 0,13 0,251 0,04 0,40
4 0,17 0,217 0,07 0,47
5 0,22 0,195 0,09 054
6 0,27 0,178 0,12 0,61
7 0,33 0,165 0,16 0,69
8 0.39 0,154 0,19 077
9 0.45 0,146 0,23 0,86
10 0,51 0,139 0,27 0,96
11 0,58 0,133 0,32 1,06
12 0,65 0,128 _ 0,37 1,16
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 0,109 0,78 2,09
19 1,43 0,108 0,88 2,33
20 1.61 0,108 0,99 262
21 1,83 0,109 1,12 299
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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Bing B.5 - Chi s MPN va gldi han tin ciy (95 %) khi sir dyng ba phdn miu thir 1 g (ml), ba phén
mau thir 0,1 g (ml) va ba ph&n miu thir 0,01 g (ml)

S8 lugng két qua duong tinh | Chi s3* Cép® GIdi han tin cdy (95 %)*©
MPN Gidi han dusi Gidl han trén

0 0 0 <0,30 0,00 0,94
0 0 1 0,30 3 0,01 0,95
0 1 0 0,30 2 0,01 1
0 1 1 061 0 0,12 1.7
0 2 0 0,62 3 0,12 1,7
0 3 0 0,94 0 0,35 35
1 0 0 0,36 1 0,02 1,7
1 0 1 0,72 2 0,12 17
1 0 2 11 0 04 35
1 1 0 0,74 1 0,13 2
1 1 1 1,1 3 04 35
1 2 0 1,1 2 04 35
1 2 1 15 3 05 38
1 3 0 1,6 3 05 38
2 0 0 0,92 1 0,15 35
2 0 1 1,4 2 0,4 35
2 0 2 20 0 0,5 38
2 1 0 1,5 1 04 38
2 1 1 2,0 2 0,5 38
2 1 2 2,7 0 0,9 94
2 2 0 2,1 1 0,5 4
2 2 1 28 3 0,9 94
2 2 2 35 0 09 9.4
2 3 0 29 3 09 9.4
2 3 1 36 0 09 9.4
3 0 0 23 1 05 94
3 0 1 38 1 09 104
3 0 2 6.4 3 16 18,1
3 1 0 43 1 0,9 18,1
3 1 1 75 1 1.7 19,9
3 1 2 12 3 3 36
3 1 3 16 0 3 38
3 2 0 93 1 1,8 36
3 2 1 15 1 3 38
3 : 2 21 2 3 40
3 2 : 29 3 9 99
3 3 0 24 1 4 99
3 3 1 46 1 9 198
3 3 2 110 1 20 400
3 3 3 >110

*  Nguén g&c: tham khéo [27).

®  Xem Bang B.6.

¢ Gidi han tin cdy dua ra trong bang nay chi c6 y dinh cung cip mot s& khal niém v& dnh huding clia bisn thisn thdng ké trén
két qua. Ludn ludn cb céc ngudn bién thién khac ma ddi lic ciing c6 thé c6 nghia,
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Bing B.6 - Giai thich cdc cip két qua

cip

Pjnh nghia

Khi s& Iugng vi sinh vat trong sdn phdm diang biing MPN tim dugc, thi k&t qua la mét trong
cac s8 ma cb kha nang cao nhét thu duge. H3u nhu chi ¢6 5 % trudng hgp thu dugc két qua
it xdy ra hon xac sust nhd nhét & cap nay.

Khi s6 lugng vi sinh vat trong san phdm dang bing MPN tim dufoc, két qua 1a mot Iréng céc
6 ft c6 kha niang hon dé thu duoc, ngay ci s& xac sudt thap it x4y ra nh&t trong cép 1,
nhimg t8i da chi dugc cb 1% kha ning thu dugc mdt k&t qua xac suét thp hon, ma kha
n3ng ndy xac susit nhd nhit & cdp nay.

Khi s& lugng vi sinh vat trong san phdm ddng bing MPN tim dugc, két qua 1a mdt trong céc
s6 ma it c6 khd néng thu dugc hon, ngay cd & d6 cb thé it xdy ra nhat trong céip 2, nhung
t6i da chi c6 0,1% kha n#ng thu dugc clia két qua it c6 th8 xdy ra han xac sust nhé nhét &
c4p nay.

Khi s& Iugng vi sinh vét trong sin ph&m ding bing MPN tim dugc, két qua 12 mot trong céc
56 ma it c6 kha ning thu dugc han, ngay c s& xac sust thap nhét trong c4p 3. Chicé khad
néing 0,1% thu dugc mot két qua & cdp nay ma khong c6 bat ky mot nhdm in nao.

Trute khi bt d4u kiém tra, cin quyét dinh xem cSp nao s8 dugc ch&p nhan, d6 fa: chi c&p 1, 1 va 2 holic k& ¢ 1, 2 vA 3. Khi
quyét djnh dudc dufa trén cd 83 cia két qua, th dibu quan trong 1a chi dugc chép nhan két qué cda cip 1 hoc 15i da k&l qud
clia c&p 1 va 2. K&t qua clia cp 1 cén dupc xem xét hét sic cdn than.
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Bang 7 - Céc gia trji MPN trén gam mu va cic gidi han tin cjy 95 % (khi sir dyng nim phin miu
thir 1 g, n&m phén miu thir 0,1 g va nim phén miu thir 0,01 g)

S8 lugng 8ng cho phén img dudng tinh MPN 95 % gi&l han tin cdy
Strong1g S5trong0,1g Strong 0,01 g (trén g) Dudi Trén
0 0 0 <0,2 <0,1 0,7
0 1 0 0,2 <0,1 07
0 2 0 04 <01 11
1 0 0 0,2 <0,1 07
1 0 1 04 <0, 1.1
1 1 0 0.4 <0,1 1.1
1 1 1 06 <0,1 15
2 0 0 05 <01 13
2 0 1 07 0,1 1.7
2 1 0 07 0,1 1.7
2 1 1 09 0,2 21
2 2 0 09 0,2 21
2 3 0 1.2 03 28
3 0 0 08 01 19
3 0 1 11 0.2 25
3 1 0 1.1 0,2 25
3 1 1 1.4 04 34
3 2 0 14 04 34
3 .2 1 1,7 05 46
3 3 0 1.7 05 46
4 0 0 1.3 03 31
4 0 1 1,7 05 46
4 1 0 1,7 05 46
4 1 1 21 0,7 " 63
4 1 2 2,6 0,9 7.8
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83 Iyong 8ng cho phin img duong tinh MPN 95 % giéi han tin ciy
Strong1g 5trong0,19 | 5trong0,01g (trén g) DU Trén
4 2 0 2.2 07 6.7
4 2 1 26 09 7.8
4 3 0 2.7 0,9 8
4 3 1 33 1,1 9.3
4 4 0 34 1,2 9,3
5 0 0 23 0.7 7
5 0 1 3,1 1.1 8.9
5 0 2 43 15 11
5 1 0 33 1.1 93
5 1 1 46 16 12
5 1 2 63 2.1 15
5 2 0 49 1.7 13
5 2 1 7 23 17
5 2 2 9.4 28 22
5 3 0 7.9 25 19
5 3 1 1 3.1 25
5 3 2 14 37 34
5 3 3 18 44 50
5 4 0 13 35 30
5 4 1 17 43 49
5 4 2 22 57 70
5 4 3 28 9 85
5 4 4 35 12 100
5 5 0 24 6.8 75
5 5 1 35 12 100
5 5 2 54 18 140
5 5 3 92 30 320
5 5 4 160 64 580
5 5 5 > 180 - -
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