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Lai gidi thiéu

Do tinh da dang cda thuc phdm va thitc &n chan nuéi nén phuong phap nay cé thé khong thich hop dén
ting chi tiét cho timg san pham cu thé. Trong trudng hop nay, cé thé st dung cac phuong phap khac
dac trung cho timg san pham, néu hoan toan chi vi Iy do ky thuat. Tuy nhién, can c6 gang ap dung
phuong phap nay khi cé thé.

Khi tieu chudn nay dudc soat xét tiép thi can phai tinh dén moi thong tin lién quan dén pham vi ma
phudng phap dém dia nay phai tuan theo va cac nguyén nhan gay sai léch so vdi phudng phap trong

trudng hop cac san pham cu thé.

Viéc hai hoa cac phuang phap thir cé thé khéng thuc hién dugc ngay va dsi véi mét vai nhém san pham
co thé tén tai cac tiéu chudn quéc té va’hoac tiéu chudn quéc gia ma khéng phu hgp vdi tiéu chuin
nay. Trong trudng hop cé san tiéu chudn quéc té cho san phdm cén thd nghiém thi phai tuan theo tiéu
chudn dé. Hy vong rang khi cac tiéu chudn nhu thé dudc soat xét, thi chung phai dudc slra d6i dé phu
hdp vdi tiéu chudn nay, sao cho cudi cling chi con cac sai léch véi phuong phap dém dia nay la cac Iy
do k¥ thuat duac thita nhan. '
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Xuét ban ldn 2 -

Vi sinh vit trong thyc pham va thirc &n chidn nudi —
Phuong phap dinh lugng Clostridium perfringens
trén dia thach — Ky thuat dém khuan lac

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for

the enumeration of Clostridium perfringens — Colony count technique

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phép dinh lugng Clostridium perfringens c6 kha nang moc trén dia

thach. Tiéu chudn nay co thé ap dung cho:
_ cac san phdm dung cho con ngudi va thitc an cho déng vat, va

~ac mAL mai trudng trong khu vire san xudt va xi ly thuc phdm.

2 Tai lidu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau la rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. D&i vai cac tai liéu vién dan ghi
nam ban hanh thi ap dung phién ban dugc néu. Béi véi cac tai liéu vién dan khéng ghi ndm ban hanh

thi ap dung phién ban mai nhat, bao gém ca cac sifa dai.

TGUN B6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh vat trong thuc phdm va thitc an chan nudi — Chuédn bi mau thd,
dung dich huyén phu ban d4u va cac dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 1:

Cac nguyan tic chung dé chudn bi huyén phu ban dau va cac dung dich pha loang thap phan.
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TCVN 6507-2 (ISO 6887-2). Vi sinh vat trong thuc phdm va thifc &n chan nuéi - Chudn bi mau thi,
dung dich huyén pht ban ddu va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 2:

Cac nguyén tac cu thé dé chudn bi cac mau thit va san pham thit.

TCVN 6507-3 (1SO 6887-3), Vi sinh vat trong thuc pham va thiic 4n chan nudi — Chuan bi mau thd,
dung dich huyén phu ban dau va cac dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 3:

Cac nguyén tic cu thé dé chudn bi cac mau thuy sin va san phdm thuy san.

TCVN 6507-4 (ISO 6887-4), Vi sinh vét trong thirc phdm va thc an chan nuéi — Chuan bi mau tht,
dung dich huyén phu ban dau va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 4
Cac nguyén tac cu thé dé chuan bi cac san pham khac véi sita va san phdm sita, thit va san pham thit,

thuy san va san pham thuy san.

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vat trong thuc ph8m va trong thirc an chan nusdi - Nguyén tic chung vé

kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6263 (1SO 8261), Sirta va cac san phdm sira. Chudn bj mau thl va cac dung dich pha loang dé

kiém tra vi sinh.

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 ph&m va thrc &n chan nudi - Hudng dan chudn bi
va tao méi trudng cdy ~ Phan 1: Cac hudng dan chung vé ddm bao chat luong cho viéc chuan bi moi

trudng cay trong phong thl 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 phdm va thitc an chdn nudi - Hudng dan chudn bi va tac méi trudng cay —
Phan 2: Cac hudng dan thuc hanh vé thit tinh nang clia méi trudng cay).

3 Thuat ngtr va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay sir dung céc thuat ngit va dinh nghia sau day:

31

Clostridium perfringens (C.perfringens) (Clostridium perfringens)

vi khudn hinh thanh cac khudn lac dién hinh (két tia den, do khif sunfit thanh sunfua. lam cho mau
khudn lac bi den) trong mdi tridng chon 'or v cho cac phan (g khang dinh duong tinh khi thir bang

=
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3.2
dinh lvgng C.perfringens (enumeration of C.perfringens)

xac dinh s6 lugng vi khudn C.perfringens moc trén dia thach va dudc khéng dinh c6 trong mét gam
hoac mét mililit mau khi phép thir dugc thic hién theo phuong phap qui dinh trong tiéu chudn nay.

4 Nguyén tic

4.1 Cac dia Petri dugc cdy mot lugng mau thir qui dinh, néu san phdm ban dau & dang 1dng, hoac mot
Iuong huyén phl ban dau qui dinh néu cac san phdm & dang khac.

B4i véi cac dia Petri khac, trong cling mét diéu kién, sif dung cac dung dich pha lodng thap phan cla

mau thir hoac clia huyén phu ban dau.

Rét méi trudng chon loc (ky thuat rét dia) va sau dé ph 1én trén béng chinh mai trudng nay.
4.2 U trong diéu kién ky khi cac dia 8 37 °C trong 20 h + 2 h .

4.3 Dinh luong cac khuan lac dién hinh.

4.4 Khang dinh s& ludng cac khudn lac dién hinh va tinh s luong C.perfringens cé trong mét gam

hoac mat mililit mau.

5 Dich pha loang, méi trudng cay va thuéc thir

Xem TCVN 6404 (ISO 7218), ISO/TS 11133-1 va ISO/TS 11133-2 d& chuan bi va kiém tra tinh ning mai

trJang cay.

5.1 Dich phaloang

;-<.-em phan tudng tng ctia TCVN 6507 (ISO 6887) hoac TCVN 6263 (1SO 8261).
5.2 M0i trudgng thach sunfit xycloserin (SC)

CHU THICH: Loai thach nay dudc chi ré tir dau “TSC khéng chifa long dé trimg” (xem [1]).
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5.2.1 Méi trudng co ban

5.2.1.1 Thanh phan

‘ Pepton tu protein 15049 |
Pepton tir dau tuong 5049

! Cao ndm men 509 |

| Dinatri disunfit (Na,S,0s), dang khan 10g |'

! »;\moni sat (Il xitrat ® : 109 !

: Thach 90gden18,0g - ]

| Nudc 1 000 mi

| * Thudc thir nay phai chia it nhat 15 % (phan khéi luong) sét,

" Tuy thudc vao sirc dong cla thach.

5.2.1.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan trong nuéc béing cach dun séi. Chinh pH sao cho sau khi khirtringla 7.6 + 0,2
0 25 °C. Phan ph8i méi trudng cd ban vao cac binh hoc chai co dung tich thich hop. Khir tring 15 phut
trong néi hap ap Iuc & 121°C. Bao quén trong tl lanh & nhiét 8 5 °C + 3 °C. M&i truéng chi duge st

dung trong vong 2 tudn sau khi chudn bi.

Trong mét s6 truang hop (xem 9.4.3.1), c6 thé can phai chudn bi cac dia mai trudng cd ban thach SC
dé khang dinh v&i méi trutng nitrat d& thi tinh di dong (5.5) va moi trudng lactoza-gelatin (5.8). DGi vdi
muc dich nay, chuyén cac phan khoang 15 ml méi trudng co ban [da dudc lam tan chay va dudc lam
ngudi dén khoang 44 °C dén 47 °C trong néi cach thuy (6.10)] sang cac dia Petri va dé cho déng dac
lai. Lam khé dia (xem TCVN 6404 (ISO 7218) ngay trudc khi st dung.

5.2.2 Dung dich D-Xycloserin

5.2.2.1 Thanh phan

F D-Xycloserin ° 4049

Nuédc 100 mi

|
|
| Chi sir dung bat tinh thé tring
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5.2.2.2 Chuan bi
Hoa tan D-xycloserin trong nuéc va loc dung dich dé khf tring.
B3o quan trong tl lanh 8 3 °C + 2 °C.
Méi trudng chi dude sit dung trong vong 4 tudn sau khi chusn bi.
5.2.3 Mai trudng hoan chinh

Ngay trudc khi st dung trong phudng phap rét dia (xem 9.2), ct 100 ml mai trudng cd ban tan chay vo
tring (5.2.1) da dudc lam ngudi dén 44 °C dén 47 °C thi thém 1 ml dung dich D-xycloserin (5.2.2) .

5.2.4 Thi tinh ning dé dam bao chat lugng mdi trudng SC

P& xac dinh tinh chon loc va nang suét, xem ISO/TS 11133-1. D& kiém tra tinh nang, xem
ISO/TS 11133-2 : 2003, Bang B.1 [xem TS(C)).

5.3 Mai trudng thioglycolat long

5.3.1 Thanh phdn

1 Pepton tir casein 1504¢
| L-Xystin 05g f
| D-Glucoza 5549 !
' Cao nam men 509 |
Natri clorua 25g :
Natri thioglycolat (mercaptoaxetat) 05g I
-_ Thach 059gdén20g* |
'i, Resazurin 0,001 g |
| Nude 1000mi |
_].

| ® Tuy thude vao sifc ddng cda thach. i

5.3.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan trong nudc béng cach dun séi. Chinh pH sao cho sau khi khit trung 1a 7.1 = 0,2

% o

~gniém va kni rung15 phit trong ndi hdp ap e 2 12772

i
]
)
an
¢
[
[Iw}
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Truéc khi st dung, méi trudng nay phai dugc khir khi,
5.3.3 Thirtinh nang dé dam bao chit lvong médi trudng thioglycolat

Pé xac dinh tinh chon loc va nang sudt, xem ISO/TS 11133-1. D& kiém tra tinh nang, xcm
ISO/TS 11133-2: 2003, Bang B 4.

5.4 Moi trudng lactoza sunfit (LS) (tuy chon)
5.4.1 Méi trudng cod ban

5.4.1.1 Thanh phin

Pepton tu casein 509
Cao ndm men 25¢g
Natri clorua 25¢g
Lactoza 1049
L-Xystin hydroclorua 03g
Nudc 1000 ml

5.4.1.2 Chuin bj

Hoa tan cac thanh phan trong nuéc bang cach dun séi (néu can). Chinh pH sao cho sau khi khif triing
la7,1+02d825°.

Phan phdi vao cac ng nghiém cb 8ng Durham (6.7) méi 6ng 8 mi méi trudng va khir tring15 phut trong

ndi hap ap luc & 121°C .
Mbi trudng nay cb thé bao quan dén 4 tudn 3 3°C +2°C .
5.4.2 Dung dich dinatri disunfit

5.4.2.1 Thanh phén

Dinatri disunfit (Na,S,0;), dang khan 12g
|

- Nubc 100 mi

5.4.2.2 Chuan bj

Haoa tan dinatri disunfit trong nudc va loc dé kni irling.
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Sl dung dung dich trong ngay
£.4.3 Dung dich amoni séat (lll) xitrat

5.4.3.1 Thanh phéan

Amoni sat (l1l) xitrat 19

_ Nuéc 100 ml

5.4.3.2 Chuan bi

Hoa tan amoni st (ll) xitrat trong nudc va loc dé kh(r tring.
S dung dung dich trong ngay.

5.4.4 Moi truagng hoan chinh

Néu maéi trudng khéng st dung trong ngay chudn bi, thi ngay trudc khi két thuc chudn bi, khir khi moi
trudng bang cach dun néng va lam ngudi nhanh. Néu méi trudng dung trong cac chai cé ndp van thi ndi

ibng nap trudc khi gia nhiét va van chat lai ngay trudc khi lam ngudi.

CU 8 ml méi trudng cod ban (5.4.1) thi bd sung 0,5 ml dung dich dinatri disunfit (5.4.2) va 0,5 ml dung
dich amoni sat (lll) xitrat (5.4.3).

S dung dung dich hoan chinh trong ngay.
5.5 M6i truong nitrat dé thir tinh di déng (tuy chon)

5.5.1 Thanh phan

| Pepton tir casein 50g

‘Cao thit 30g !

_Galactoza 50g

Glyxerol 504 |

i Kali nitrat (KNO,) 1,09 |

I Dinatri hidro octophosphat (Na,HPO,) 25g!
| Thach 1.0gdéns50g*
1000 mi

I Nugc

]
! Tod thude va0 siic A8ng cia thach. I

140
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5.5.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan trong nudc bang cach dun sdi. Chinh pH sao cho sau khi khir trung 12 7,3 + 0.2
325°%C.

Chuy&n mai trudng vao cac ng céy, v6i cac lugng 10 mi va khi¥ tring 15 phut trong ndi hap p Iuc &
121°C. Néu khong s dung trong ngay thi bao quan trong td lanh & 5 °C + 3 °C. Chi ngay trudc khi sir
dung, lam néng trén ndi cach thuy hoac bang hai nuéc trong 15 phut va lam nguéi nhanh d@én nhiét dé G.

M6i truong chi dudc sU dung trong véng 4 tudn sau khi chuin bi.

5.6 Thudc thir dé phat hién nitrit (tuy chon)

5.6.1 Dung dich axit 5-Amino-2-naphthalenesunfonic (5-2-ANSA)

Hoa tan 0,1 g 5-2-ANSA trong 100 ml dung dich axit axetic 15 % (phan khéi luong). Loc qua gidy loc.
Bao quén trong chai mau nau cé nép day kin (tSt nhat Ia loai 8ng nhé giot qua bop) & 5 °C + 3 °C.
5.6.2 Dung dich axit sunfanilic

Hoa tan 0.4 g axit sunfanilic trong 100 ml dung dich axit axetic 15 % (phan khdi lugng). Loc qua gidy loc.
Béo quén trong chai mau nau cé nap day kin (t6t nhat Ia loai 8ng nhd giot qua bép)d5°C +3°C.
5.6.3 Chuan bi thuéc thir hoan chinh

Trudc khi st dung, trén 1an hai dung dich (5.6.1 va 5.6.2) véi cac ludng bang nhau. Loai b ngay thudc
thir khéng sur dung.

5.7 Bui ké&m {tuy chon!
5.8 MOoi trudng lactoza-gelatin (tly chon)

5.8.1 Thanh phan

: Pepton tu casein 150 g |

| Cao nam men 10,0g

Lactoza 100g '
Geiatin 1200 g

' Phenol d& 0,053
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5.8.2 Chuan bj

Fioa tan cac thanh phan trong nudc, trir lactoza va phenol dé. Chinh pH sao cho sau khi khi trung la
7.5x02025%C.

BG sung tiép lactoza va phenol dd, phan phéi vao cac 6ng nghiém céc lugng 10 mi va khir triing 15 phut

treng ndi hép ap Iue & 121°C. Néu khéng sl dung trong ngay thi bao quan trong ti lanh & 5 °C = 3 °C.

Ngay trude khi st dung, dun ndng trong néi cach thuy hoac thdi bang haoi nudc trong 15 phut va lam

ngudi nhanh dén nhiét dé 0.

Mai truang chi duge sir dung trong vong 3 tudn sau khi chudn bi.

6 Thiét bj va dung cu thuy tinh

S{ dung cac thiét bi clia phong thit nghiém vi sinh théng thudng [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] va cu
thé la:

6.1 Thiét bj dé khir tring khé (16 sdy) hoac dé khi tring uét (ndi hap ap luc)

Xem TCVN 6404 (1SO 7218).

6.2 Ta am, cé kha nang hoat déng & 37 °C + 1 °C.

6.3 Binh khong khi cai bién, hodc cac dung cu thich hop khac dé cay ky khi.

6.4 pH mét, c6 thé doc chinh xac dén + 0,01 don vi pH & 25 °C, ¢6 thé cho cac phép do chinh xac dén
0.1 don vi pH.

6.5 Que cdy vong, bang platin-iridi hoac niken-crom, dudng kinh khodng 3 mm, va céc kim cay sau bang

cung vat liéu hoac cac que cay vong va kim cdy vé trung sir dung mét 1an co chat luong tuong dudng.
6.6 Dung cu loc, dé kh(r trung cac dung dich.

5.7 Ong nghiém, binh hodc chai c6 dung tich thich hop. cu thé 1a cac éng nghiém 16 mm x 160 mm

36 cac éng Durham 16n ngudc, vi du: dai 35 mm va dudng kinh 7 mm.

5.8 Pipet hodc micropipet chia dé xa hét, cé6 dung tich danh dinh 1 ml va 10 ml, dudc chia vach

J,1 ml va 0,5 ml tuogng Umg.
3.8 Dia Petri, bang thiy tinh hoac chat déo cé dudng kinh 90 mm dén 100 mm.

5 i - ? 5 i a i 0 5 ar i
110 Nai sach thuy, hoac thidt bi tugng *u 32 *hé hoat dong © 44 °C J8n 47
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6.11 B&u cao su, d& s dung véi pipet chia dd khi phan phéi cac thanh phan cla thube thr phat hién
nitrit (néu can).

7 Lay mau

Viéc 18y mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. Xem tiéu chuén riéng vé ldy mau cho san phim
tuong (mng. N&u chua cé tiéu chudn riéng thi cac bén lién quan tu thoa thuan véi nhau vé van dé nay.

Diéu quan trong a phong thr nghiém nhan duge dang mau dai dién va khéng bi hut hdng hodc bién ddi

trong sudt qua trinh van chuyén va bao quan.

8 Chuan bi mau th

Chuén bi mau thirtheo TCVN 6507-2 (ISO 6887-2), TCVN 6507-3 (ISO 6887-3), '|;CVN 6507-4 (ISO 6887-4)
hoac TCVN 6263 (ISO 8261).

9 Cach tién hanh

9.1 Phan mau thr, huyén phu ban d4u va cac dung dich pha lodng

Xem céac phan tuong (ng clia TCVN 6507 (ISO 6887) va tiéu chudn riéng lién quan téi san pham.

9.2 Cay va u (ky thuat rét dia)

Dung pipet vé tring (6.8) cho vao mdi dia 1 ml m&u thi néu s&n phdm & dang Idng hoac 1 ml huyén
phu ban dau cho vao chinh gilta hai dia Petri tréng (6.9).

Rot vac mai dia 10 mi dén 15 ml thach SC (5.2.3), dugc duy tri & 44 °C dén 47 °C trong néi cach thuy
(6.10) va trén déu chat c8y bang cach xoay nhe timg dia. Khi mai trudng da dong dac lai thi phd kin

thém moét 18p day 10 ml cda cung loai thach SC.

D€ cho dong dac lai. D4t cac dia vao cac binh méi trudng cai bién hoac cac vat dung thich hop khasz
(6.3) va u trong cac diéu kién ky khi & 37 °C trong 20 h + 2 h. Théi gian U kéo dai c6 thé iam cho cac dia

bl gua den
Tién hanh qui trinh tuong tu déi v&i cac dung dich pha lodng da chuan bi (xem 9.1).
9.3 Pém va chon cac khuan lac

Sau giai doan G qui dinh (9.2), chon tat ca cac dfa chita it hon 150 khudn lac. T{ cac dia nay, chon cac

3 dan dien cho cac dc ora oang lign tiep, ~éu ¢ thé



Dém cac khudn lac dién hinh cla C.perfringens wén mai dia.

Shon nam khuan lac dién hinh va kh&ng dinh ching sif dung mét trong cac ky thut mo ta trong 9.4.2
va9.4.3. '

9.4 Khang dinh sinh hoa

9.4.1 Yéu ciu chung

Chon mét trong hai ky thuat th khang dinh nhu md ta trong 9.4.2 va 9.4.3.
Cé thé slr dung loai cé ban sdn néu phii hgp véi TCVN 6404 (1SO 7218).
9.4.2 Ky thuat khing dinh s& dung mai trudng LS

CHU THICH: Phan (mg thu dudc trong méi trudng lactoza sunfit (5.4) khi i & 46 °C 1a rat dac trung cho
C.perfringens va C.absonum. Do d6, khéng can phai kh&ng dinh su thudn khiét ctia cac khudn lac mau den dugc
ldy tir méi trudng thach trudc khi cdy vao mdi trudng thioglycolat va cdy truyén vao mdi trudng thach lactoza

sunfit nia.
9.4.21 Cayvau

Cay timg khudn lac da chon (xem 9.3) vao méi trudng thioglycollat 16ng (5.3). U trong diéu kién ky khi &
37 °C trong 18 h dén 24 h.

Sau khi U, dung pipet vo tring chuyén ngay 5 giot dich cdy trong méi truong thioglycolat sang méi
truéng LS. U trong cac diéu kién hiéu khi & 46 °C trong 18 h dén 24 h trong néi cach thuy (6.10).

9.4.2.2 Giai thich két qua

Kiém tra cac 6ng nghiém dung méi trudng LS vé viéc sinh khi va c6 xudt hién mau den (két tla cla sat
sunfit). Cac 8ng Durham cé phan bot khi chi€m hon mét phan tu chiéu dai 8ng va cac dng co két tla

mau den dudc coi la dudng tinh.

Trong trudng hop cé nghi ngd, khi 8ng Durham trong mai trudng bi den cé phan bot khi chiém it hon
mét phan tu chiéu dai 8ng thi dung pipet vé trung chuyén ngay 5 giot da dugc phat trién trudc trong mai
trudng LS (9.4.2.1) vao 8ng khac dung méi truong LS. U trong ndi cach thuy (6.10) dén 46 °C trong

18 h dén 24 h Kiém tra 6ng nay nhu md ta g trén.

i khudn hinh thanh cac khudn lac dién hinh trén méi trudng thach SC va dudc khng dinh duang tinh

~

4 mai terane LS A oot 13 C perfringens. Trong céc trudng hop khac. cac 8ng dudc coi la 4m tinh

197
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9.4.3 Ky thuat khang dinh sir dung méi trudng nitrat dé thir tinh di déng va méi trudng lactoza-gelatin
9.4.3.1 Yéu cau chung

Ky thuat khang dinh nay doi hdi cac khudn lac dién hinh phan iap tSt. Néu khong phai nhu thé (nghia la
bé mat clia cac dia bi moc qua day va khong thé chon cac khudn lac dién hinh phan lap tét), thi cay

nam khuan lac dién hinh vao méi trudng thioglycollat Idng (5.3) da khir khi trudc.

U trong cac diéu kién ky khi & 37 °C trong 18 h dén 24 h. Cay ria cac khuan lac 1én céc dfa thach ca
ban SC (xem 5.2.1.2) va ph kin thém 10 ml thach cg ban SC.

D& cho dong dac va  ky khi & 37 °C trong 18 h dén 24 h. Chon tir mdi dfa it nhat mot khuan lac dién
hinh va phan lap t6t. Néu can, Iap lai qua trinh cdy ria va cdy trén cac dia moi trudng thach co ban SC

cho dén khi thu dudc cac khudn lac den dién hinh phan 1ap tét.

Khéng dinh khudn lac nay nhu mé ta trong 9.4.3.2, 9.4.3.3 va 9.4.3.4.

0.4.3.2 Cay vé dgc trén moi trudng Initrat dé thir tinh di dong

Céy dam sau ting khuan lac chon loc (xem 9.3) sang mdi trudng nitrat dé thit tinh di dong (5.5) méi khir khi.

U trong cac diéu kién ky khi & 37 °C trong 24 h. Kiém tra 8ng moi trudng nitrat d& thi tinh di dong déi
vdi loai moc doc theo dudng cdy dam sau. Tinh di dong la bing chimg phét trién lan rong vao moi

trudng cach xa dudng cdy dam sau.

Kiém tra su c6 mat cda nitrit bang cach dung pipet chia do (6.8) va bau bép cao su (6.11) lay tu 0.2 ml
48n 0.5 m! thudc thir phat hién nitrit (5.6) cho vao timg ng mai truong nitrat @8 th tinh di dong.

CANH BAO - Vi cac ly do sifc khoé, phép thir nay phai tién hanh trong tu hat.

Sy hinh thanh mau dé khang dinh sy khi nitrat vé nitrit. Néu mau khéng hinh thanh mau dé trong 15
phut, thi thém mét lugng nho bui kém (5.7) va dé yén 10 phut Néu mau dd hinh thanh sau khi them bus

kém thi da khong xay ra su khif nitrat vé nitrit.

9.4.3.3 Cay va doc trén méi trudng lactoza-gelatin

Céy tung khuén lac da chon (xem 8.3) vao moi trudng lactoza-gelatin (5.8) vira mdi khif khi. U trong cac
Jiéu kién ky khi @ 37 °C trong 24 h.

Kiém tra zac Ang nghiém dung mdi tridng lactoza-gelatin vé& vide sinh khi va cb xudt hiér mau vang (de

~inh thanh axit) cho thdy sif Ién men lactoza Lam jann sac 3ag * ~ 4 3 °C v& kiém tra su ~na eno

e yim ME mAlemgnn A8 Adaa 5 h T sithém N S
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9.4.3.4 Giai thich két qua

C4c vi khudn sinh ra cac khugn lac mau den trong mdi trugng SC ma khong di dong, thuong kh nitrat
thanh nitrit. sinh axit va sinh khi tU lactoza va hoa 1éng geiatin trong vong 48 h dudc coi la
C.perfringens. Cac ching cho phan ing yéu di vdi nitrit (tic 1a cé6 mau héng) phai dugc loai bd, vi

C.perfringens luén ludn phan (ng manh va phan (ng tdc thi.

10 Biéu thi két qua

10.1 Phuong phap tinh

Xem TCVN 6404 (1SO 7218).

10.2 B chum

10.2.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Cac di liéu vé phuong phap dugc md ta trong tiéu chudn nay dua trén cac két qua clia phép thr lién
phong thif nghiém (xem [2]). Chi tiét vé phép thir nay dudc néu trong Phu luc A. Cac gia tri gidi han lap
lai va tai lap duoc xac dinh sl dung ba vat liéu chun va ba loai thuc phdm & cac mic dé nhiém ban

khac nhau.

Cac gia tri thu dugc tur phép thi lién phong thir nghiém nay cé thé khong ap dung dugc cho cac dai

néng d6 va cac chat nén khac véi qui dinh & trén.

10.2.2 DO lap lai

Chénh léch tuyét déi gilta cac két qua clia hai phép thir doc lap don 1& (dudc chuyén vé log,,) (s6 iudng
C.perfringens (rong méi gam noac trong mét mililit) hoac ty s6 cla gia tri cao va gia tri thap cla hai két
qua thu nghiém trén thang danh dinh, thu dudc khi st dung clng phudng phap trén vat liéu thu
9i6ng nét nhau trong cung mét phong thi nghiém, do mot ngudi thuc hién, st dung cung thiét bi, thuc
Aién trong mot khoang thdi gian ngan, khong qua 5 % cac truong hop vuot qua gidi han 1ap lai (r).

Nhu bidu thi chung clia giéi han 1ap lai (r), cac gia tri sau day c6 thé duge sl dung khi kiém tra cac mau
thuc pham noi chung. Cac gia tri nay déi véi r 1a trung binh chung déi vdi tat ca cac chat nén dudc xem

xét trong phép th( lién phong thlr nghiém:
/= 0.21 dé kndng dinh mai trudng LS hoac 0,25 d8 khang dinh MN/LG (dugc biéu thi theo su chénh
\ach gilta cac két qua thir nghiém duoc chuyén thanh log,,) hoac

37 28 v-dng Ji-m Al trudng LS hodc 18 dé khang dinh MN/LG (dugc bigu thi thec 7 s& iz



TCVN 4991 : 2005
Da6i vai cac vat lidu chudn (xem bang A 4), cac gia tri sau day cé thé duoc sir dung:

r=0.13 dé khdng dinh méi trudng LS ho#c 0;12 dé khdng dinh MN/LG (dudc bidu thi theo suf chénl,
léch gilta cac két qua thd nghiém duoc chuyén thanh log,,) hoac

r= 1,3 dé khang dinh méi trudng LS hodc dé khéng dinh MN/LG (dudc biéu thi theo ty s6 gilia hai
két qua thif nghiém cao hon va thap hon).

Vi DU K&t qua thit nghiém th nhat 13 10 000 hoac 1,0 x 10* C.perfringens gia dinh quan sat dudc, co
trong mét gam thuc phdm. Dudi cac diéu kién I&p lai, thi ty sé gilta két qua thif cao hon va két qua thir
thap hon khong dude qua 1,9. Nén két qua thi thit hai phai ndm trong khoang tir 5 263 (= 10 000/1,9)
dén 19 000 (10 000 x 1,9) C perfringens gia dinh trong mot gam.

10.2.3 D6 tai lap

Chénh léch tuyét dsi gilta cac két qua cla hai phép thlr don 1& (duoc chuyén vé log,,) (s6 ludng
C.perfringens trong mét gam hodc trong maét mililit) hodc ty s6 tuyét déi cla hai két qua thir nghiém trén
thang danh dinh, thu dugc khi s dung cing phuong phap trén vat liéu thir giéng hét nhau trong céac
phong th(t nghiém khac nhéu, do nhimng ngudi khac nhau thuc hién, st dung cac thiét bi khac nhau,
khéng qué 5 % cac trudng hop vuot qua gidi han tai lap (R).

Nhu mét chi thi clia gidi han tai 1ap (R), cac gia tri trong Bang 1 cé thé dugc sr dung d8i véi cac loai
thuc phdm khac nhau va cac vat liéu chudn can thir nghiém. Cac gia tri nay la cac trung binh cla cac

gia tri thu dudc trong thir lién phong thit nghiém & cac mirc khac nhau.”

Bang 1 — Cac vi du vé cac gia tri R

Loai mau | Khing dinh LS Khing dinh MN va LG

! R (log)? El Rr : R (log)® : R°

Phomat Q 0.26 ‘ 18 | 0.31 2.1

| Thit | : 0,55 i 35 0,52 '. 3.3

! Thic an cnan nudl dang kno 0,65 | 4,5 I 0,72 . 53
 Vatligu chugn L 0.27 i 19 ' 0,29 | 1o

a R (log) Ia gidi han tai lap dugc bidu thi theo su chénh léch giifa cac két qua thif nghiém dudc chuyén thanh log.,

b Rla gigi han tai lap dugc bidu thi theo ty s& giifa cac k&t qua thir nghiém.

M2 A g s nghiée nd,, o i vE S8 i lae e 3 T i vl Gids cas mAu JE ozt



VI DU 1. Két qua thu dugc trong phong thit nghiém th(r ~hat la 10 000 hoac 1,0 x 10° C.perfringens
_trong mét gam phomat. Dudi cac diéu kién tai lap, thi ty sé gilla két qua cao hon va thap hon khdng .
dudc qua 2.1 Vi vay két qua thir trong phong thir nghiém th(r hai phai tir 4 761 (= 10 000/2,1) va 21 000
- (10 000 x 2,1) C perfringens gia dinh trong mét gam.

Vi DU 2: Hon nita, phong thir nghiém can biét mic t8i da d& c6 thé van con phl hgp vdi gidi han da
dinh (vi du, giéi han 1a 100 000 hoac log,o5). V& diéu nay, gia tri R (0,31 trén thang log d6i vdi phomat)
can phai nhan véi hé s& 0,59. Gia tri 0,18 (0,31 x 0,59) la chénh léch gilta cac két qua thir nghiém
chuyén sang log,, hodc 1,52 (10°™) Ia ty s6 gilta cac két qua thlr nghiém. Do do, cac két qua dén
10g+05.18 (log,e5 + 10g4,0,18) hoac 152 000 (100 000 x 1,52) khang cho thay sy khéng phu hop vdi gidi
han. Hé s6 0,59 phan anh thuc t& ring phép thir c6 khodng léch 95 % dugc dung dé th{r nghiém cho du
gidi han bi vugt qua. Hé sé 0,59 thu dudc bang céng thic sau:

1,64

059 =z ———+
1,96 x+2

11 Bao cao thir nghiém

Bao cao thi nghiém phai chi rd:

a) moi thong tin can thiét dé nhan biét day di vé mau thif,

b) phuong phap I&y mau da st dung, néu biét;

<) phuong phap thir nghiém da dung, vién dan tiéu chudn nay:

@) moi chi tiet thao tac knong quy dinn rong ueu chudn nay hoac dudc coi ia tuy chon cung vdi cac chi

1ét cua su cd bat ky nao ma cé thé anh hudng dén két qua;

1 k&t 3ua thi nghiém thu dudc. hoc néu kiém tra do 1ap lai thi néu két qua cudi cung thu dugc.
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Phu luc A
(tham khao)

Cac két qua cua phép thir lién phong thir nghiém

Mot phép thlr cong tac qudc té (xem [2]) gdm 17 phong thif nghiém clia 15 quéc gia tham gia dudc thuc
hién trén phomat, thit, thifc an chan nudi va vat liéu chudn. Cac mau thuc phdmithitc &n chan nudi mai

loai dudc thi nghiém & ba mic nhiém ban C.perfringens khac nhau.

Theo ISO 16140, cac thdng s6 sau day dugc nhan biét trong cac phép thir lién phang thir nghiém. Phép
thlr nay do vién Y t& Céng ddng quéc gia (RIVM) t8 chic thuc hién vao thang 1 nam 2000 va cho cac
dlt liéu nhu trong cac Bang A.1 dén A 4.

Bang A.1 - Cac két qua phan tich dir liéu thu dudc vdi cac mau phomat

. M3u Phomat Phomat Phomat
| (mire thap) ;' (mtrc trung binh) | (mire cao) |
| S6 lugng phong th nghiém cho cac két qua cé hidu luc 13 13 13 !
S6 luong mau 2 2 2 !
. S6 lugng phong th nghiém cén lai sau khi trif ngoai 1& 13 | 13 | 13 !
! Sé lugng phong th nghiém ngoai 1& 0 | 0 i 0 |
: S6 lugng mau dugc chap nhan 26 l 26 ! 26 |
! Gia tri trung binh ‘_c (log,, cfufg) ! e : AR I ST
D léch chudn I3p lai. s, (log,, cfu/g) -! 0,11/0,11° ’ 0,06/0,07° 0,08/0,10°
D& I8ch chuan tuong ddi lap lai (%) 4 37/4,59° 1,63/1,97° | 1.85/2,31°
:Ef-éi han lap lai, r ' i ’_ i B
- theo chénh léch trén thang log,, (log,, cfu/g) 0,30/0,32° 0.16/0,19* | 0,23/0.29°
- theo ty s& trén thang danh dinh (cfu/g) ]: 2,0/2,1° 1.51,8° 1,7/1.9°
D6 Iéch chuan tai lap, sk (log., cfu/g) : 0,13/0,13° 0.08/0.15° i 0,110 142 i
: D6 1&ch chudn tuong déi tai lap (%) ! 521/511° 2,32/4,38° : 2,50/3,11°
i Gidi han tai lap R IJ _|L R
. - theo chénh léch trén thang log., (log,, cfulg) . | 036/0,35° ' 0,23/0,43* | 0,31/0,394
' -theo ty s6 trén thang danh dinh {(cfuig) | 2.3/2.2° 1,7/2.7° 212 4
' K&t qua thir I:h-a't thu dugc st ¢ m-._; mZ1 UGG 1acio7a-sunfit va <8t QUi thy nar o dude 3T Hung Mg e W 3t 38 _:_

it dt domg ot mi AGIACtcZ - gtz



TCVN 4991 ; 2005

Bang A.2 - Cac két qua phan tich dir ligu thu duge véi cac miu thit xay

Mau "Thit xay J Thit xay Thit xay
(mirc thidp) | (mdctrungbinh) | (muc cao) |
S6 lugng phong thir nghiém cho cac két qua cé hidu luc 13 13 13 |
S8 iugng mau 2 2 2 1,
84 Iugng phong thr nghiém con lai sau khi trir ngoai 18 13 13 13 i
| S8 lugng phong thir nghiém ngoai & 0 0 0
| 36 lwong mau dude chap nhan 26 26 26
| Gia tri trung binh % (logso cfug) I zrar | 3.613.6° 45048
: D6 léch chudn iap lai s, (log,, cfu/g) 0,06/0,11* 0,06/0,10" 0,11/0,09*
! Bd léch chudn tuong dai 1ap lai (%) [ 2,32/4,22° 1.67/2,70* 2,33/2,01°
|
i[ Gidi han iap lai r
‘ - theo chénh |&ch trén thang log,, {logqcfulg)) 0,18/0,32* 0,17/0,27* 0,29/0,25°
I - theo ty 58 trén thang danh dinh (cfu/g) 1,5/2,1* 1,5/1,9* 2,0/1,8°
D6 léch chudn tai lap Sk (log,, cfulg) 0,14/0,18° 0,18/0,18* 0,18/0,22°
| Dé léch chudn tuong déi tai lap (%) E 501654 | 507/506° 3,90/4,76°
Gidi han tai lap R I | ; |
- theo chénh iéch trén thang log,, (Ing,, cfu/g) : 0,38/0,49° f 0,51/0,50° I 0,48/0,60°
- thea tv s6 trén thang danh dinh (cfu/g) ; 2.4/3.1° | 3.2/3.2° 3,114,000

* K&t qua thr nndt thu dugc st dung moi trudng lactoza-sunfit va k&t qua thir hai s dung mdi trudng nitrat dé th(r tinh di |

déng v& moi trudng lactoza-gelatin.
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Bang A.3 - Cac két qua phan tich dir ligu thu dudc véi cac mau thie &n chan nudi dang khd

Mau Thite &n Thirc &n Thirc &n
i chin nudi chidn nuoi chin nudi
i (micthap) | (muctrung binh) | (mifc cao)
88 lugng phong thir nghiém cho cac két qua cb hiéu Iuc 13 13 ; 13
! S8 lugng mau 2 1 2 | 2 {
' S8 lugng phong thir nghiém con lai sau khi trir ngoai 1& 13 13 13 :
$6 lugng phang thif nghiém ngoai 1& 0 { 0 ; 0
S6 lwgng mau dude chép nhan 25 26 ' 28
' Gia tri trung binh ,.'r(log10 cfufvién nang) AR : 2R : L
! I | i
. D6 léch chudn 1&p lai s, (logy, cfulvién nang) 0,07/0,10* l 0,08/0,08* i 0,06/0,04° I
i : [
6 1éch chudn tuong dai 1ap lai (%) 2,85/3,79° 2001193 | 122075
i i
Gidi han lap lai r i :
- theo chénh l&ch trén thang log,, (logy, cfu/ vién nang) 0,21/0,28* 0,22/0,21° 0,16/0,10° !
- theo ty s trén thang danh dinh (cfuvién nang) 1,6/1,9° 1,711,6° 1513 |
' B6 léch chudn tai 13p Sk (log,, cfu/vién nang) 0,32/0,32° 0,25/0,24° 0,17/0,17°
| 90 lech chudn tuong 66 i 1ap (%) 12,21/1203* | 653618 | 350/3.49°
i ! i
Gidi han tai tap R
- -thec chénh léch rén thang log,g (log,g cfuivién nang) i 0,88/0.88° 0.69/0.67° 0,47/0 47°
- theo ty 86 trén thang danh dinh (cfurvién nang)  7eme | awar 3.0/3.0° .

| » K&t qua thir nhat thu dugc sir dung méi trudng lactoza-sunfit va k&t qua thir hai st dung mdi truang nitrat d& thit tinh di dong

L

+di mdi trudng lactoza-gelatin,
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Bang A.4 — Cac két qua phan tich dir liéu thu dugc vdi cac vat lidu chuan

Mau Vat ligu chuan _
| S8 lugng phéng thir nghiém cho cac két qua cd hiéu luc { 13 !
'LLSé' lugng mau 2 |
i Sa lugng phong thdf nghiém con lai sau khi trif ngoai 18 13 !
! S6 lugng phong théf nghiém ngoai I 0 [
S8 lugng méu dugce chdp nhan 1 26 1
g o ‘ 2 N ! 3.713.7° |

Gia trj trung binh x (log., cfufvién nang) |
! Pé léch chudn 1ap lai s, {log,, cfusvién nang) 0,05/0,05° Il
i D3 léch chudn tuong dai 1ap lai (%) ! 1,24/1,21° |
l[I Gidi han 1ap lai r | |
} - theo chénh léch trén_thang log,, (log,q cfufvién nang) l 0,13/0,12° i
i - theo thang danh dinh (cfu/vién nang) ‘ 1,3/1,3° ‘
i_E}é |&ch chudn tai lap Si (log,, cfuvién nang) l 0,09/0,09° I
|
| D6 léch chudn tuang d6i ai 13p (%) f 2,51/2,39° |
| Giihar i 15p R r |
E - theo chénh léch trén thang log,, {log,, cfufvién nang) f 0,26/0,25* |
theo ty s8 trén thang danh dinh (cfu/vién nang) I 1,8/1,8°

| * K&t qua thit nhat thu dudce sir dung méi trudng lactoza-sunfit va két qua thir hai st dung méi trudng nitrat |

| d& thir tinh di dong v&i méi trudng lactoza-gelatin.
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