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TCVN 6848:2007

L&i néi dau
TCVN 6848:2007 thay thé TCVN 6848:2001 va TCVN 6262-1:1997;

TCVN 6848:2007 hoan toan tudng ducng vdi ISO 4832:2007,;

TCVN 6848:2007 do Ban ki thuat tiéu chudn TCVN/TC/F13
Phuong phap phén tich va Idy mau bién soan, Téng cuc Tiéu chuan
Do Iudng Chét lugng dé nghi, B4 Khoa hoc va Céng nghé céng bob.
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L&i gidi thigu
Do tinh da dang clia thuc pham va thic an chan nudi nén phudng phap nay co thé khéng thich hop dén
timg chi tiét cho timg san pham cu thé. Trong trudng hop nay, cé thé sl dung cac phuong phap khac
dac trung cho timg san pham, néu hoan toan chi vi ly do ky thuat. Tuy nhién, can c6 gang ap dung
phuong phap nay khi cé thé.

Khi tiéu chuan quéc té ISO 4832 nay dudc soat xét thi can phai tinh dén moi théng tin lién quan dén
pham vi ma phuong phap dém dia nay phai tuan theo va cac nguyén nhan gay sai léch so vdi phuong

phap trong trudng hop cac san phdm cu thé.

Viéc hai hoa cac phuang phap thlr cé thd khdng thuc hién dudc ngay va ddi véi mét vai nhém san pham
co thé tan tai cac tiéu chuan quéc té va/hoac tiéu chudn qudc gia ma khong phu hop vdi tiéu chuan
nay. Trong trudng hop cé san tiéu chudn quéc té cho san pham can thlr nghiém thi phai tuan theo tiéu
chudn dé. Thong thudng khi cac tiéu chudn nhu thé dudc soat xét, thi ching phai dudc stra déi dé phu
hop vdi tiéu chudn nay, sao cho cudi cling chi con céac sai léch véi phuong phap dém dia nay la cac ly

do k¥ thuat dudc thira nhan.

Ky thuat mé ta trong tiéu chudn nay cé dd chinh xac cao hon so véi ky thuat mé ta trong TCVN 4882
(ISO 4831), nhung khéng cho phép kiém tra vi sinh vat khi thuc hién trén mau thlr 16n. Do dd, phudng
phap nay thich hop khi trong mau thir co mat coliform vdi sé lugng Ién. Hon nifa, do dinh nghia
"coliform” trong hai tiéu chudn nay khac nhau, nén cac vi sinh vat d€m dudc 1a khéng can thiét phai
giéng nhau. Dai vdi san pham cu thé bat ky thi phuong phap dudc chon sé dudc qui dinh trong tiéu

chuan déi véi san pham dé.

Péi véi muc dich cla phuong phap thif thuc té, thi dinh nghia “coliform” dua ra trong diéu 3 va dudc sl
dung lam cd sd cho qui trinh 12 khéng can thiét phai giéng hét véi cac dinh nghia tuong (ng dua ra trong
cac an ban khac. Phuong phap mé ta trong tiéu chudn nay sé phat hién, theo trung binh, chi khoang
90 % cac chiing vi sinh vat lién quan dén cac dn ban khac la "coliform (gia dinh)" (vi du: cac ching

Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella) (xem [2]).
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1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay dua ra cac huéng dan chung vé dinh lugng coliform. Tiéu chuén nay c6 thé ap dung cho:
— thuc phadm va thirc &n chan nudi, va

— cac mau méi trudng trong khu vuc san xuat va ché bién thuc pham.

biéng ky thuat dém khuan lac trén méi trudng déc sau khi i & 30 °C hoc 37 °C.

CHU THICH Nhiét d6 nay cdn dugc thoa thuan giifa cac bén cb lién quan. Trong truang hgp ddi véi sita va san
pham sira, thi nhiét do { la 30 °C. '

Ky thuat nay dudc khuyén cao sif dung khi s& lugng khudn lac can tim du kién 16n hon 100 trén mililit

hodc trén gam mau th.

2 Tailiéu vién dan

Céc tai lidu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. BGi véi céc tai liéu vién dan ghi
nam ban hanh thi 4p dung phién ban dugc néu. D3i vdi cac tai liéu vién dan khong ghi nam ban hanh
thi ap dung phién ban mdi nhat, bao gém ca cac sita déi.

TCVN 6507 (ISO 6887) (tit ca cac phan), Vi sinh vat trong thuc phdm va thitc an chan nubi - Chuén bi

mau thr, huyén phii ban dau va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vét.
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TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vat trong thuc phdm va trong thitc &n gia suc - Nguyén tic chung vé

kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6263 (ISO 8261), Sifa va san pham sifa — Hudng dan chung vé chudn bj mau thl, huyén phl

ban dau va dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat.

ISO/TS 11133-1, Microbiology of food and animal feeding stuffs -~ Guidelines on preparation and
production of culture media — Part 1: General guidelines on quality assurance for the preparation of
cultute media in the laboratory (Vi sinh vat trong thuc phdm va thifc 2n chan nudi - Huéng dan chuan bi
mai trudng nudi cdy — Phan 1: Cac hudng dan chung dé dam bao chat lugng cho viéc chudn bi méi

trudng nudi cady trong phong thf nghiém).

ISO/TS 11133-2:2003, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines on preparation and
production of culture media — Part 2: Practical guidelines on performance testing of culture media (Vi
sinh vat trong thuc pham va thic &n chan nuédi — Hudng dan chudn bi méi trudng nudi cdy — Phan 2:

Céc hudng dan thuc hanh cac phép thir trén maéi trudng nudi cay).

3 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chuan nay ap dung thuat nglr va dinh nghia sau:

3.1

coliform (coliorms)

vi khudn & nhiét dé qui dinh (nghia 1a d 30 °C hoac 37°C nhu thoa thuan) hinh thanh cac khudn lac dac
trung trong thach lactoza mat dd trung tinh tim tinh thé va trong phép thif khdng dj.nh cd 1én men lactoza

cé sinh khi dudi cac diéu kién thir quy dinh trong tiéu chudn nay.

4 Nguyén tic

4.1 Chuan bi hai méi trudng d&c chon loc, va I8y mot lugng méu thir theo quy dinh néu 14 san phdm ban
dau la chét 16ng, ho#c 1dy mét lugng huyén phl ban dau theo quy dinh néu cac san pham & dang khac.

Chudn bj cac cap dia méi trudng chon loc khac trong cing mét diéu kién, diing cac dung dich pha lodng

thap phan clia mau thit hoc clia huyén phil ban dau.
4.2 U cac dia nay & 30 °C ho#c 37 °C (nhu thoa thuan) trong 24 h.
4.3 Dém cac khuan lac dac trung va néu can, s khuan lac dugc khing dinh bang Ién men lactoza.

4.4 S coliform cé trong 1 mililit hodc trong 1 gam mAu thir dudc tinh tir s6 khudn lac d4c trung thu
dugdc trén cac dia dudc chon [xem TCVN 6404 (ISO 7218)].



5 Mbi trudng nudi cay va dich pha loang

5.1 Khai quat
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Xem TCVN 6404 (ISO 7218), ISO/TS 11133-1va ISO/TS 11133-2 vé viéc chuén bi, pha ché va thir tinh

nang clia mdi truang cay.

5.2 Dich pha loang

Xem TCVN 6507 (ISO 6887) (phén cé lién quan), TCVN 6263 (ISO 8261) ho&c tiéu chuan cu thé lién

quan dén san phdm can kiém tra.

5.3 Mai trudng dac chon loc: Thach lactoza mat do trung tinh tim tinh thé (VRBL)

5.3.1 Thanh phan

Dich thily phan mé dong vét bang enzym 79
Cao men 3g
Lactoza (C,,H2,0,;.H;0) 10g
Natri clorua 5g
Mudi mat (bile salts) 159
D4 trung tinh 0,03g
Tim tinh thé 0,002 g
Thach 12gdén 18 g®
Nudc 1000 ml

a Tuy thudc vao sifc déng clia thach

|

5.3.2 Chuan bj

Tién hanh nhu sau dé gilr dugc tinh chon loc va dac trung clia méi trudng.

Trén ky cac thanh phan hodc méi trudng hoan chinh khé trong nuéc va dé yén vai phut. Chinh pH sao
cho sau khi dun soi pH bing 7,4 + 0,2 & 25 °C. Bun dén sbi va thinh thoang khudy cho tan hét.

Giir sbi trong 2 phat. Lam ngudi ngay méi trudng trong ndi cach thuy (6.5) & nhiét d 44 °C dén 47 °C.

P& tranh lam qua nhiét, khéng dun méi trudng qua lau cling nhu khéng dun lai. Do d6, khéng khir triing

trong ndi &p Iuc va can kiém tra d6 vo tring clia mai trudng tai thoi diém st dung (xem 9.2.2).

Si dung méi trudng trong vong 4 h sau khi chuan bi.
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5.3.3 Kiém tra tinh ning vé dam bao chit lugng méi trudng cay

Déi véi viec xac dinh tinh chon loc va hiéu qua, xem ISO/TS 11133-1. Kiém tra tinh nang déi vai thach
lactoza mat do trung tinh tim tinh thé (VRBL) theo ISO/TS 11133-2:2003, Bang B.1.

5.4 Mai trudng khang dinh: Canh thang mat lactoza luc sang

5.4.1 Thanh phén

'_E-)::ch thuy phan casein bang er;;.ym- o 10g

Lactoza (C,,H,,0,,.H,0) - 10g
E Mat bo kho a - ‘204g
!! Luc sang (Brilliant green) - ,_ 0,0133 g
| Nudac ) - 1 000 mi

| R —— ——————

5.4.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan hodc moi trudng hoan chinh khé trong nudc bang cach dun néng nhe, néu can,

trén ndi cach thuy (6.5). Chinh pH sao cho sau khi kh{r tring 1a 7,2 + 0,2 & 25 °C, néu cén.

Chuyén 10 ml méi trudng vao tilmg &ng nghiém (6.7) chlfa cac 6ng Durham (6.8). Khif triing 15 phut
trong ndi hap ap Iuc (6.1) & 121 °C. Cac 6ng Durham khéng dudc chifa bot khi sau khi khf triing.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

Sir dung cac thiét bi théng thudng cta phong thlt nghiém vi sinh [Xem TCVN 6404 (1ISO 7218)] va cu

thé nhu sau:

6.1 Thiét bi dé thanh tring khé (0 sdy) hodc dé thanh tring uét (ndi hap ao luc)

Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

6.2 Tu am, cb thé hoat dong & 30 °C + 1 °C ho#c 37 °C + 1 °C.

6.3 Dia Petri, bang thuy tinh hoc bang chat déo c6 dudng kinh tir 90 mm dén 100 mm.

6.4 Pipet xa hét, c6 dung tich dar.h dinh 1 ml.

6.5 N&i cach thuy, ho#c thiét bi tudng tu c6 kha nang hoat dong tir 44 °C dén 47 °C hoac & 100 °C.
6.6 Thiét bi dém khuan lac, gém mot nquc‘in chiéu sang va dung cu dém co hoc hoac dién tr.

6.7 Ong nghiém, kich thudc khoang 16 mm x 160 mm.

6.8 6ng Durham, cé kich thudc phlu hop véi cac 6ng nghiém (6.7).
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6.9 Binh ho#c chai, dé dun sbi va bao quan méi trudng cay.
6.10 pH met, chinh xac dén + 0,1 don vi pH J 25°C.

6.11 Que cdy vong, bang platin-iridi hoac niken-crom, dudng kinh khoang 3 mm, hoéc loai vong cay

ding mét Ian.

7 Lay mau

Lay méau theo tiéu chudn cu thé thich hgp déi véi san pham tuong (ng. Néu khéng cb cac tiéu chuan

nhu vay thi cac bén lién quan can thoa thuan véi nhau vé van dé nay.

8 Chuan bj mau thd

Chudn bi méu theo TCVN 6507 (ISO 6887) (phan c6 lién quan), TCVN 6263 (ISO 8261) hoac tiéu
chuan cu thé lién quan dé&n san phdm can kiém tra. Néu khdng c6 tiéu chudn cu thé thi cac bén lién

quan can thoa thuan véi nhau vé van dé nay.
9 Cach tién hanh

9.1 Phan mau thit, huyén phu ban ddu va dich pha lodng

Chuan bi phdn mau thlr, huyén phii ban dau (dung dich pha loang dau tién) va cac dung dich pha loang
tiép theo TCVN 6507 (ISO 6887) (phan c6 lién quan), TCVN 6263 (ISO 8261) hoac tiéu chuan cu thé

lién quan dén san pham can kiém tra.
9.2 Cayvalam mau

9.2.1 Chuén bj hai dia d6i véi san phdm dang 18ng va/hoac déi véi mdi dé pha loang da chon. Dung
pipet vo tring (6.4) cho vao tam clia méi dia 1 ml clia mau thir néu la san pham Idng hoic clia cac
dung dich pha loang thich hgp. St dung mét pipet vé tring méi cho méi dung dich pha loang.

9.2.2 ROt khoang 15 ml mdi trudng VRBL (5.3) d 44 °C dén 47 °C vao mdi dia Petri. Thdi gian tinh tur
khi két thuc khau chudn bi huyén phl ban ddu (hozc dung dich pha loang 1/10 néu la sin pham 18ng)
dén thai diém rét mai trudng vao dia khdng vuct qua 15 pht.

Trén déu dich cdy véi moi trusng va dé cho hdn hop déng dic lai bang cach dat dia Petri & mot mat
phang ngang, mat.

Déng thdi chudn bi mét dia kiém tra véi 15 ml méi trudng dé kiém tra do vo triing.
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9.2.3 Sau khi dong ddc hoan toan, rét khoang 4 ml méi trudng VRBL (5.3) & 44 °C dén 47 °C Ién bé

mat cla moi trudng cay. D& cho dong lai nhu mé ta & trén.
9.2.4 Latnguoc cac dia da cay va dé vao ti &m (6.2) & 30 °C ho#c 37 °C (nhu thoa thuan) trong 24 h + 2 h.

9.3 D&m cac khuan lac

Sau thdi gian 0 quy dinh (xem 9.2.4), néu cé thé, chon cac dia Petri ¢6 tir 10 khudn lac trd 1én dén 150
khudn lac. Dung thiét bi dém khuan lac (6.6) d& dém cac khuin lac mau dé anh tia c6 dudng kinh 0,5
mm hodc Ién hon (déi khi ¢é ving mat ta hoi dd bao quanh). Cac khudn lac nay dudc coi la cac
coliform dién hinh va khong can phai thlr khang dinh tiép.

Dai véi cac chi tiét vé ky thuat dém khuan lac, xem TCVN 6404 (1SO 7218).

Ciing dém va khang dinh cac khuan lac dién hinh (vi du kich c@ nhé hon), va tat ca cac khuan lac c6
ngudn géc tir cac san pham sifa va cé chita dudng khong phai Ia lactoza, ngay sau khi U theo 9.4. Viéc
chuyén héa dudng khéng phai la dudng lactoza cé thé lam cho khudn lac cé hinh dang nhin tuong tu
nhu coliform dién hinh.

CHU THICH V& bé ngoai clia viing mat tlia hoi d6 bao quanh cac khu&n lac phu thudc vao loa: coliform va chat
luong clia mai trudng,

9.4 Khang dinh

Céy nam khudn lac ctia timg loai khong dién hinh, néu s&n ¢é, cho vao cac dng nghiém canh thang mat
lactoza luc sang (5.4). U cac 6ng nghiém nay trong ti am (6.2) dat & 30 °C hodc 37 °C (theo thda
thuan) trong 24 h + 2 h. Cac 6ng Durham cho thay c6 sinh khi thi dugc coi la cé chita Coliform. L&y két
qua dém trong phép tinh (diéu 10).

10 Biéu thi két qua

Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

11 D6 chum

Can clr vao su phan bd Poission clia cac vi sinh vat trong cac chat nén, ma cac giéi han tin cay cla
phuong phap nay bién ddi theo s6 dém cac khuan lac + 16 % dén + 52 % (xem Tai liéu tham khao [3]).
Trén thuc té€, sai léch nay tham chi con 16n hon. Trong cac nghién clu cong tac khac nhau, dé léch
chudn clia d6 13p lai (s,) 1a 0,20 log clia cac don vi, d6 léch chudn clia d6 tai lap (sg) la 0,35 log clia cac

don vi (xem Tai liéu tham khao [4] va [5]).

Chi tiét hon vé cac gidi han tin cay, xem TCVN 6404 (1SO 7218).

10



TCVN 6848:2007
12 Bao céo thir nghiém
Béo cao thif nghiém phai chi ra:
- moi thdng tin can thiét d€ nhan biét ddy di vé mau thi,

phudng phap 18y mau da sif dung, néu biét;

l

phuong phap thir da s dung va vién dan tiéu chuadn nay;

~ tat ca cac chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chudn nay, cling véi cac chi tiét bat thudng nao

khac c6 thé anh hudng téi két qua;
- cac két qua thir nghiém thu dudc;

- néu do lap lai dugc kiém tra, thi néu két qlia cudi cling thu dudc.

1
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