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Xuat ban I14n 1

VI SINH VAT TRONG THUC PHAM VA THUC AN CHAN NUOI —
PHUONG PHAP BINH LUONG STAPHYLOCOCCI CO PHAN
UNG DUONG TiNH V31 COAGULASE (STAPHYLOCOCCUS
AUREUS VA CAC LOAI KHAC) TREN PIA THACH

PHAN 1: KY THUAT SU DUNG MOI TRUONG
THACH BAIRD-PARKER

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the enumeration
of coagulase-positive staphylococci (Staphylococcus aureus and other species)

Part 1: Technique using Baird-Parker agar medium
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Ldi gidi thiéu

0.1 Do tinh da dang cla thuc phdm va thirc an chan nudi nén phuong phap nay co thé khéng thich
hop dén timg chi tiét cho timg san phdm cu thé. Trong trudng hop nay, cé thé sl dung cac phucong
phap khac dac trung cho timg san pham, néu hoan toan chi vi ly do ky thuat. Tuy nhién, can cd gang ap
dung phuong phap nay khi co thé.

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

trusng hop cac san pham cu thé.

Viéc hai hoa cac phuong phap thi c6 thé khang thuc hién dugc ngay va doi véi mot vai nhém san pham
c6 thé ton tai cac tiéu chudn qudc té va/hozc tiéu chudn quéc gia ma khéng phl hop vdi tiéu chudn
nay. Trong trusng hop co san tiéu chudn qudc t€ cho san phdm can thit nghiém thi phai tuan theo tiéu
chugn do. Hy vong riing khi cac tiéu chudn nhu thé dudc soat xét, thi ching phai dugc sia di dé phu
hdp véi tiéu chudn nay, sao cho cudi cling chi con cac sai léch véi phuong phap dém dia nay la cac ly
do ky t_h_uat dugc thlfa nhan.

0.2 TCVN 4830-1 (ISO 6888-1) va TCVN 4830-2 (ISO 6888-2) md ta cac phuong phap dinh luong
Staphylococci cé phan (mg duong tinh vdi coagulase trén dia thach trong d6 c6 thg g&p phai cac chlng
sinh déc t6. N6 lién quan chl yéu dén Staphylococcus aureus, nhung ciing c6 ca S.intermedius va cac

chling nhat dinh cta S.hyicus.
Ca hai tiéu chudn TCVN 4830-1 (ISO 6888-1) va TCVN 4830-2 (ISO 6888-2) déu cho cac két qua
tuong dudng. Tuy nhién, nén st dung qui trinh mé ta trong TCVN 4830-2 (xem [1]) d&i vai cac thuc

phdm (nhu pho mat ché bién tir sita nguyén liéu va cac san pham thit nguyén liéu) bi nhiém ban do:
- staphylococci hinh thanh cac khun lac khéng dién hinh trén méi trudng thach Baird-Parker
- hé vi khudn nén ma cé thé che khu4t cac khuén lac can tim.

0.3 Tiéu chudn nay khang dinh staphylococci dua trén phan (ng véi coagulase duang tinh, nhung phai
cong nhan rang mot s6 chiing cta Staphylococcus aureus cho phan ing duong tinh yéu vdi coagulase.
Cac ching nay cé thé bi nham Ian vdi cac vi khudn khac nhung ching cé thé duac phan biét bang cach
sl dung cac phép thit bd sung ma khong dé cap dén tieu chudn nay nhu phép thir vé dé nhay vdi
lysostaphin, sinh hemolizin, nucleaze chiu nhiét va sinh axit tir manitol (xem [2]).
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Xuat ban 1an 1-

Vi sinh vat trong thuc pham va thirc &n chan nudi — Phuong phap
dinh lugng Staphylococci cé phan img duong tinh véi coagulase
(Staphylococcus aureus va cac loai khac) trén dia thach

Phan 1: Ky thuat s dung méi trudng thach Baird-Parker

Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for the enumeration of
coagulase-positive staphylococci (Staphylococcus aureus and other species)

Part 1: Technique using Baird-Parker agar medium

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay qui dinh phuong phap dinh lugng staphylococci cé phan ing duong tinh vai cdagulase
trén dia thach cé mat trong cac san phdm dung cho con ngudi hoAc thic &n chan nudi, bing cach dém
s6 khu&n lac thu dugc trén méi trudng dac (méi trudng Baird-Parker) sau khi U trong diéu kién hiéu khi &
35 °C hoac 37 °C .

2 Tai liéu vién dan
Cac tai liéu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuin. D&i v&i cac tai liéu vién dan ghi
nam ban hanh thi 4p dung phién ban dudc néu. D8i véi cac tai liéu vién dan khéng ghi ndm ban hanh

thi ap dung phién ban méi nhat, bao gém ca céac slta déi.

TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh vat trong thuc phdm va thic an chan nuéi — Chudn bi mau thd,
huyén pht ban ddu va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 1: Cac nguyén
tdc chung dé chudn bi huyén phu ban dau va cac dung dich pha loang thap phan.

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vat trong thuc phdm va trong thifc 4n chan nuéi - Nguyén tic chung dé

kiém tra vi sinh vat.
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3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay ap dung cac thuat ngif va dinh nghta sau:
31

staphylococci ¢é phan img dudng tinh vdi coagulase (coagulase-positive staphylococci)

vi khudn hinh thanh khu#n lac dién hinh va/ hoc khong dién hinh trén bé méat clia mdi trudng cay chon
loc va cho phan Ung véi coagulase duong tinh khi ti€n hanh thlr nghiém theo phuong phap qui dinh

trong tiéu chuan nay.

3.2

dinh lugng staphylococci cé phan img dudng tinh véi coagulase (enumeration of the coaglulase-

positive staphylococci)

viec xac dinh s& lugng staphylococci c6 phan Ung duong tinh véi coagulase tim thdy dugc trong mét
milifit hodc trong mét gam mau khi tién hanh thit nghiém theo phuong phap qui dinh trong tiéu chudn nay.

4 Nguyén tic

4.1 Cday lén bé mat cla méi trudng cdy dac chon loc, sir dung hai dia, ding mét lugng mau thir qui

dinh néu san pham & dang 1dng, hoac véi mét lugng huyén phtl ban dau qui dinh néu san phdm & dang khac.

Trong cling mét diéu kién, cdy cac dung dich pha lodng thap phan clia mau thlr hoic clia huyén phu

ban dau. ding hai dia cho méi dé pha ioang.
4.2 U cac dia trong diéu kién hiéu khi & 35 °C hodc 37 °C " va kiém tra sau 24 h va 48 h.

4.3 Tinh s0 lugng staphylococci ¢d phan (mg dudng tinh véi coagulase trong mét mililit, hoac trong mét
cam mau i $6 lugng khudn lac dién hinh va/ hodc khéng dién hinh trén cac dia 3 cac dé pha lodng Ja

chon sao cho két qua cé y nghia va duoc khang dinh bing két qua th{r coagulase duang tinh.
5 Dich pha loang va maoi trudng cay

5.1 Yéu cau chung

B3 vai thue hanh trong phong thdr nghiém, xem TCVN 6404 (13O 7218).
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5.2 Dich pha loang
_Xem TCVN 6507 (ISO 6887-1) va tiéu chudn riéng lién quan dén san pham can kiém tra.
5.3 M@i trudng thach Baird-Parker 2
CHU THICH: C6 thé st dung méi trudng ban sdn, trong trudng hop nay phai theo diing cac chi din clia nha san xuat.
5.3.1 Mai trudng co ban

5.3.1.1 Thanh phan

Pepton tir casein 10,04
Cao ndm men 1049

| Cao thit 50g |
Natri ;;yruval 100g j
L-Glyxin 12,09
Liti clorua 50g
Thach 12gdén22g"
Nudc vira dd ' 1000 mi
1) Phu thudc vao sifc dong cla thach.

5.3.1.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan trén hodc méi trudng hoan chinh khé trong nudc bang cach dun séi.
Chinh pH sao cho sau khi khif triing, pH 14 7,2 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Chuyén cac lugng 100 ml méi trudng vao cac binh hodc cac lo (6.5) co dung tich thich hop.
Kh( tring méi trudng 15 phut 4 121 °C.

5.3.2 Dung dich

5.3.2.1 Dung dich kali telurit

5.3.2.1.1 Thanh phén

' Kali telurit * (K,TeO,) 10¢

| Nudc 100 ml

| " Chi sir dung kaii telurit sin ¢ phl hgp déi vdi phép thir nay (xem 5.3.2.1.2).

‘@i irrena thach '3 mai mudng Saird-Parkar ‘xam (3i ligu tham khaoe [3]) #6 bd sung sulfamezathin (xem tai [iBu tham <hac 41!
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5.3.2.1.2 Chuan bi

Hoa tan hoan toan kali telurit trong nudc bang cach dun néng rét nhe.

Bot phai dé tan. N&u cd m&t chat kndng hoa tan mau trang trong nudc thi loai bd bdt db.
Loc qua mang loc ¢8 16 0,22 um dé khif tring.

Dung dich ¢é thé duoc bao quan t8i da mét thang & nhiét do + 3 °C + 2 °C.

Loai bd dung dich, néu cé két tha mau tring.

i.3.2.2 Dung dich nhii tuong long dé trimg (ndng d6 khodng 20 % hoic theo cac chi dan clia nha

@én xuat).
(HU THICH: Cé thé s dung dung dich ban sén, néu cé.

£ dung trdng ga tudi con nguyén ven. Dung ban chai, rifa tring trong dung dich tdy rira. Trang sach dudi
ding nudc chay, sau dé khr tring vé bang cach ngam trong etanol (70 % thé tich) trong 30 giay va dé
cto dén khé trong khéng khi, hodc bang cach phun cén sau d6 tiét tring bang ngen Ila.

Titn hanh & diéu kién vo trung, dap vd ting qua trimg va tach 1dng dd ra khdi long trdng bang cach
chuyén long dé ti nia vd qua nay sang nifa v qua con lai nhiéu 1dn. Cho long d6 vao trong binh v
trihg (6.5) va thém bdén phan thé tich nuéc vé tring. Trén ky. Bun néng hén hop nay trong ndi cach
thiy (6.4) dat & nhiét dé 47 °C trong 2 h va dé & nhiét d6 + 3 °C + 2 °C tir 1é h dén 24 h dé tao két tla.
Tong diéu kién vo tring, thu phan chét Idng ndi phia trén vao binh vé tring dé sl dung.

Cch nhi tuong nay cé thé bao quan g nhiét dé + 3°C + 2°C tdida 72 h.
£3.2.3 Dung dich sulfamezathin (sulfamethazin, sulfadimidin)
G1U THICH: Chi stf dung dung dich nay néu trong mAu thit nghi ngd su cé mat cac loai Proteus .

5..2.3.1 Thanh phan

ulfamezathin 029 !
. Lung dich natr hydrexit, ¢ (NaOH) = 0,1 mol/l 10 mil,
fude 90 ml |

54.2.3.2 Chuan bj

Hoa tan sulfamezathin trong dung dich natri hydroxit,

Phz 'odng hang nude 38n 100 m|
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Dung dich c6 thé bao quan t6i da mét thang & nhiét do + 3 °C + 2 °C.

5.3.3 Mai trudng hoan chinh

5.3.3.1 Thanh phan

Mai truang cd ban (5.3.1) 100 ml |

Dung dich kali telurit (5.3.2.1) 1,0 mi |
Nh tudng long dd tring (5.3.2.2) 5,0 mi l
| Dung dich sulfamezathin (5.3.2.3) (néu can) 25ml |

5.3.3.2 Chuan bj
Lam tan chay mdi trudng co ban, sau dé lam ngudi trong néi cach thuy (6.4) dén khoang 47 °C.

Dudi cac diéu kién vo trung, thém hai dung dich khac (5.3.2.1 va 5.3.2.2) va néu can (khi nghi ngo c6
mat loai Proteus trong mau thi) thi thém dung dich sulfamezathin (5.3.2.3), méi dung dich khi thém déu
dugc lam am trudc trong ndi cach thuy & 47 °C, Ic ky sau khi thém tiing dung dich.

5.3.4 Chuan bj céc dia thach

P8 mét lugng thich hop méi trudng hoan chinh (5.3.3) vao dia Petri v6 trung dé thu dudc méi truang
thach day khoang 4 mm va dé cho dic lai.

Trudc khi lam kho, cac dia co thé dudc bdo quan dén 24 h d nhiét dd + 3 °C + 2 °C.
CHU THICH: D6i véi cac dia san xust cong nghidp, cdn tuan tht cac chi dn clia nha san xust vé thai gian béo quan.

Trude khi st dung, 1am kho cac dia, tét nhat la ma ndp ra va up bé mat thach xudng dudi, dat vao ti &m
& nhiét 6 tir 25 °C dén 50 °C, cho dén khi cac giot nudc bi€n mét trén bé mat clia méi trudng.

5.4 M&di trudng canh thang nao - tim (Brain-heart infusion broth)

5.4.1 Thanh phan

- |

Pepton tr md té bac déng vat 10,0 g
. Bét nao bé 12,59 .
Bét tim bo 5049 |
Glucoza 2049 |
Natri clorua ' 50g ;
Natri hydro phosphat, khan (Na,HPO,) 25g

1000 m!
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5.4.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan trén hodc méi trudng hoan chinh khé trong nuéc, dun néng néu can.
Chinh pH sao cho sau khi khif tring, pH la 7,4 : 0,2d25°C.

Chuyén cac luong méi trudng céy tir 5 ml d&n 10 ml vao 6ng hoéc lo (6.5) cb dung tich thich hop.
Kht trung méi trudng 15 phat & 121 °C.

5.5 Huyét tuong tho

St dung huyét tuong thd khé ¢ ban s3n va hdi nudc theo cac chi dan clia nha san xust.

Néu khéng s&n cé huyét tuohg thd khd, thi pha loding mét thé tich cGa huyét tuong thd vé frtmg tugi voi
ba thé tich nudc vé trung.

Néu kali xitrat hoc natri xitrat dudc sif dung lam ch&t chéng déng vén ¥ huyét tuang, thi thém dung
dich EDTA (axit etylenediaminetetraaxetic) dé cé duge dung dich 0,1 % EDTA trong huyét tuong da hdi
nudc hodc huyét tuong da pha loang.

Huyét tuong da hdi nubc hoac huyét tuong da pha lodng phai dugc ding ngay, trir khi cé qui dinh cla

nha san xuét,
Trudc khi s dung, kiém tra ting mé huyét tuong véi cac chling staphylococci ¢6 phan (ng dudng tinh

vGi coagulase va staphylococci phan ing &m tinh véi coagulase.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

CHU THICH: C6 thé diing dung cu thuy tinh str dung mdt 18n thay thé cho cac dung cu thuy tinh sif dung nhiéu

Ian néu ching cé cac dac tinh thich hop.

S dung thiét bi, dung cu cia phong thi nghiém vi sinh vat théng thudng [xem TCVN 6404 (ISO 7218}

va cu thé la:
6.1 Thidt bi dé khir trung kho (16 siy) va khir trung uét (ndi hip ap luc)
Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

6.2 Ta am, dé duy tri méi trudng da cdy, cac dia va 6ng & trong dai nhiét do 35 °C +1°Cho#c 37°C +1°C.

YKEAL Moa NCAs TELL 2 .0 ahéng San 9és =0
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6.3 Tu say hoac tu am, co thé duy tri nhiét do tur 25 °C + 1 °C dén 50 °C + 1 °C.

5.4 N&i cach thuy, hoac thiét bi tuong tu, cé thé duy tri dudc nhiét do & 47 °C + 2 °C.

6.5 5ng nghiém, binh ho#c lo cé nap vin, ¢ dung tich thich hop dé khr tring, bdo quan méi trudng
cdy va U mdi trudng dang 16ng; dac biét, cac dng dung dung dich héng cdu vé tring, hoic cac lo day
tron cé kich thudc khoang 10 mm x 75 mm.

6.6 Dria Petri, vé trung, bang thuy tinh hoac chat déo.
6.7 Que cay thang [xem TCVN 6404 (ISO 7218) va pipet Pasteur.

6.8 Pipet chia do xa hét, c6 dung tich danh dinh 1 ml, 2 ml va 10 ml, dudc chia vach tuong (mg

0,1 mi, 0,1 mlva 0,5 mi.
6.9 Dung cu dan mau, vé triing, bang thuy tinh ho#c chat déo.

6.10 pH mét, c6 thé doc chinh xac dén 0,01 don vi pH & 25 °C, c6 thé do chinh xac dén + 0,1 don vi pH.

7 Lay mau

Viéc 18y mau khang qui dinh trong tiéu chudn nay. Néu chua cé tiéu chudn riéng vé Idy mau cho san
ph&m tuong (ing, thi cac bén cb lién quan tu thoa thuan vé van dé nay.

Diéu quan trong la phong thif nghiém nhan dugc ding mau dai dién va khéng bi hu hdng hoac bién ddi
trong sudt qua trinh bao quan hodc van chuyén.

8 Chuan bi mau thir

Viéc chudn bi mau thl theo tiéu chudn riéng pht hdp véi cac san phdm tuong (ng. Néu chua co tiéu

chuan riéng, thi cac bén cé lién quan tu thoa thuan vé van dé nay.

9 .Cach tién hanh

9.1 Phin miu thl, huyén phu ban ddu va cac dung dich pha lodng

Xem TCVN 6507-1 (ISO 6887-1) va tiéu chudn riéng phl hop vdi san pham lién quan.
9.2 Cay

9.2.1 Dung pipet vé tring (6.8) chuyén vao hai dia thach (5.3.4) méi dia 0,1 ml mAu thi néu san phdm
3 dang 1dng. hoac 0.1 mi huyén phi ban dau (d6 pha loang 10"} ndu san pham & dang khac. Lap lai

L R T s TP A TE S WY} mmAE A fhas mAT rAaE
=} /2 Zac IC pha icang thap onai 2 Inec nNeu cal
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9.2.2 D6 vdi cac san pham nhat dinh, tét nhat d& d&m staphylococci c6 phan ing duong tinh vdi
coagulase v&i 8 lugng thap, thi cac gidi han phat hién ¢c6 thé tang 1&n 10 1an béng céach cdy 1,0 mi may
thir dang 1dng. hoac 1,0 mi huyén phi ban dau néu cac san ph3m & dang khac, lén bé mat clia mét dia
thach. [6n (140 mm) hoac lén bé mat cla ba dia thach nhé (90 mm). Trong ca hai trudng hop, chudn bi
mAu kep biing cach dung hai dia to hodc sau dia nho.

9.2.3 Sirdung dung cu dan mau (6.9) dan chat cdy c&n than cang nhanh cang tét, lén mat dia thach,
¢8 géng khang cham vao mép dia. Dé cac dia cb nap day cho dén kho trong khoang 15 phut & nhiét do
phéng thi nghiém.

9.3 U

Lat nguoc cac dia da dugc chusn bi theo 9.2.3 va (i ching trong 24 h + 2 h sau 46 Ulaithém24h+2h
trong t& 4m (6.2) & 35 °C hoac 37 °C “.

9.4 Chuan bi cac dia va dién gidi

9.4.1 Sau khi (i 24 h + 2 h, danh d&u vi tri clia cac khudn lac dién hinh c6 mét (xem cha thich 1) dudi

day cla cac dia.

0 1ai t4t c& cac dia & nhiét do 35 °C hoc 37 °C ¥ thém 24 h + 2 h, va danh dau cac khudn lac dién hinh
méi. Déng thai cling danh dau ca cac khuén lac khéng dién hinh cé mat (xem chu thich 1).

Chi I3y cac dia (xem chu thich 2) cb chira téi da 300 khudn lac véi 150 khun lac dién hinh va/ hoac
khong dién hinh & hai dung dich ké ti€p nhau d€ dinh Iugng. MGt trong céc dfa phai chifa it nhat 15
knudn lac. Chon dé khéng dinh (9.5) Iugng A da cé (thusng 5 khudn lac dién hinh néu chi co khuan lac
dién hinh. hodc 5 khudn lac khdng dién hinh néu chi cé khudn lac khéng dién hinh, hoac 5 khuan lac

dién hinh va 5 khun lac khong dién hinh néu ca hai loai déu c6 mat ¢ mdi dia).

Véi san pham dang 1dng chua pha loang hoac dung dich pha lodng thdp nhat clia cac san pham dang
khac. néu ¢ it hon 15 khuan lac dién hinh va/ hoac khéng dién hinh cé mat trén cac dia, ¢d thé vdc tinh
nhu mo ta trong 8.4.3 va 10.2.

CHU THICH 1: Cac khudn lac dién hinh cé mau den ho&c mau xam. bong va 18i (cé dudng kinh tu 1 mm dén
1.5 mm sau khi G trong 24 h, va tir 1.5 mm dén 2,5 mm sau khi & 48 h) va dugc bao quanh bdi mét vung trong ré
rét ciing co thé 12 md timg phan. Sau khi U trong it nhat 24 h, c6 thé xuat hién mot vong mau trang duc tiép giap

vél khuan lac

Mhigt 38 nay dudc cac ben co lién quan thoa thuan va dude néu ¢ rong 0ac -ac tht ngniém
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CHU THICH 2: Céc khuan lac khéng dién hinh clng kich ¢& nhu khudn lac dién hinh va co thé ¢6 mét trong cac
hinh thai sau:

»

- cac khudn Jac den béng cé hodc khéng cé vién trdng hep; khéng ¢é ving trong hodc hau nhu khéng nhin

thay va khéng cb vong trang duc hoac rat khé nhin thay.
- cac khudn lac mau xam khéng cd viing trong.

Cac khuan lac khong dién hinh duge hinh thanh chd yéu bdi cac chiing staphylococei cé phan ing duong tinh véi
coagulase bi nhiém ban trong cac san phdm, vi du, cac san phdm slita, tém va cac bo phan cla vat nuéi. Ching
thudng it ki dugc hinh thanh bdi nhiém cac ching staphylococci ¢6 phan (ng duong tinh vdi coagulase bi nhiém

ban trong cac san phdm khac.

CHU THICH 3: Cac khudn lac khac ia tat ca cac khudn lac cén lai co kha nang c6 mat trén cac dla ma khéng
cho thdy biéu hién bén ngoai dién hinh hodc khong dién hinh nhu d& mé ta trong Chu thich 1 va Chu thich 2, va

dugc coi la hé vi khudn nén.

9.4.2 N&u dan 1,0 ml chat cdy Ién ba dia (xem 9.2.2), thi x{ Iy cac dia nay gi6ng nhau theo cac qui
trinh d&m va khéng dinh.

9.4.3 P& udc tinh s8 luong nhd staphylococci ¢6 phan (ng duong tinh véi coagulase, thi gill lai tat ca
cac dia c6 ch(a khudn lac dién hinh va khéng dién hinh. Chon tét ca cac khudn lac dé khéng dinh ndm
trong gidi han dé ra & trén.

9.5 Khang dinh (phép thir coagulase)

Ti mdi khudn lac da chon (9.4), ding que cdy vé triing (6.7) I8y mét phan va chuyén vao 8ng hoac lo
dung mdi trudng canh thang nao — tim (5.4).

U & 35 °C hoéc 37 °C ® trong 24 + 2 h.

Béang ky thuat vé tring, 18y 0,1 ml méi dich cdy cho vao 0,3 ml huyét tuong thd (5.5) (trlr khi nha san
xudt qui dinh cac lugng khac) dung trong cac 8ng hodc lo dung dung dich héng cau vo tring (qui dinh
trong 6.5), va (1 & nhiét dé 35 °C hoac 37 °C °.

Nghiéng 6ng, kiém tra su két dinh clia huyét tuong sau khi G tir4 h dén 6 h va néu phép thirla am tinh,
thi kiém tra lai sau khi & 24 h, hogc kiém tra theo thdi gian U dudc nha san xudt qui dinh.

N&u thé tich két dinh chim hon mét nira thé tich ban ddu clia chat ldng, thi phép thi coagulase [a

duong tinh.
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D& kiém tra am tinh, ddi véi méi mé huyét tuong, thém 0,1 ml méi trudng canh thang nao—tim vé tring
(5.4) vao mét luong huyét tuong thd (5.5) da khuyén cao va G nhung khong cdy. Phép thif hop 1é khi
kiém tra huyét tuong cho thdy khong co ddu hiéu két dinh.

10 Biéu thi két qua
10.1 Trudng hgp chung

10.1.1 Tinh sd lugng a cua staphylococci cé phan (ing duong tinh vdi coagulase da nhan dang

trén mai dia da chen

Trén méi dia, tinh s8 ludng a cac staphylococci cd phan (mg dudng tinh vdi coagulase da dugc nhan

dang, theo cong thlc:

b,
a=—-%xc, +fxcm

trong dé
A. la s8 lugng khudn lac dién hinh da qua phép th{r coagulase (9.5);
A.. 1as6 lugng khudn lac khéng dién hinh da qua phép thif coagulase (9.5);
b, 1a s lugng khudn lac dién hinh cho thdy cé phan (mg duong tinh véi coagulase;
b,. la s6 lugng khudn lac khéng dién hinh cho thdy c6 phan (ng duong tinh véi coagulase:

c. latdng sé khuén lac dién hinh nhin thay trén dia (9.4);

C.. laténg sé khuan lac khéng dién hinh nhin thay trén dia (9.4):
Lay két qua tron sé [Xem TCVN 6404 (ISO 7218)].

10.1.2 Tinh sd lugng N staphylococci ¢6 phan tng duong tinh vdi coagulase da dugc nhan

dang cé mat trong phin mau thi

Dai véi cac dia c6 chla t6i da 300 khudn lac, cé 150 khuén lac dién hinh va/ hoac khéng dién hinh & hai
do pha loang lién tiép, thi tinh s6 lugng Staphylococci ¢é phan (ng duong tinh véi coagulase déi véi méi
dia theo qui dinh trong 10.1.1 va tinh s§ N Staphylococci ¢é phan (ng duong tinh véi coagulase duoc

nhan biét co mat trong mau tht, 1a trung binh thu dugdc t hai d6 lodng lién tiép, bang cong thic sau:

>a

T Vi(n, +0.1n,)d
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trong dé

Za laténg s& khudn lac staphylococci ¢ phan (g duong tinh véi coagulase da nhan biét trén
tat ca cac dia da chon.

V' la thé tich clia chat cdy trén méi dia, tinh bing mililit:

n; la sé dia da dudc chon & do pha lodng thif nhét;

n, 1a sd dia da dugc chon d dé pha loang thi hai:

d la dé pha loéng tuong Ung véi dung dich pha lodng thit nhat da chon (huyén phl ban dau 13
mét dé pha loang).

Lam tron cac két qua da tinh dén hai chir s8 ¢ nghta [xem TCVN 6404 (ISO 7218)].

Bao cao két qua theo s& staphylococci cé phan (mg dudng tinh véi coagulase trong mét miliit (sdn
pham dang Idng) hoac trong mdt gam (d6i vdi san phdm & dang khac), dugc bidu thi theo s6 tir 1,0 d&n
9.9 nhan 10%, trong d6 x I luy thira tuong (ng cla 10.

10.1.3 Vidu

S8 dém clia san pham sau khi cdy 0,1 ml san phdm da cho cac két qua sau:
— ddi véi d9 pha lodng thr nhat da chon (10%): 65 khuén lac dién hinh, 85 khudn lac dién hinh va
khéng cé khudn lac khéng dién hinh;
— d8i vai do pha loang th(r hai d& chon (10°): 3 khudn lac dién hinh, 7 khuin lac dién hinh va khéng
¢é khudn lac khéng dién hinh.

86 lugng dugc cdy dam séu nhu sau:
— tir 65 khuén lac, 5 khuan lac dudc cdy dam sau va ca 5 khudn lac da cho phan (ng duong tinh vdi
coagulase, nén a = 65.
~ tir 85 khudn lac, 5 khudn lac dugc cdy dam sau, 3 frong 56 d6 da cho phan (ng dudng tinh vdi coagulase,
nén a=51.
-t 3 khudn lac, tat cd 3 khudn lac dugc cdy dam sau va da cho phan (ng duong tinh vdi coagulase,
néna=3.
-t 7 khudn lac, 5 khudn tac dudc cdy dam sau va cd 5 da cho phan (mg duong tinh véi coagulase,
néna=7.

_651—‘511‘34—?

= =57 272

N
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10.2 Udc tinh cac sé lugng nho

10.2.1 N&u hai dia, tuong (g v&i mau thir (san phdm dang 16ng) hodc huyén phu ban dau (san phan’

& dang khac), mdi dia chira it hon 15 khudn lac da dugc nhan biét thi bao cao cac két qua nhu sau:

a) D&i vai cac san phdm dang 1dng, s staphylococci ¢d phan (mg duong tinh vdi coagulase (10.1.1)
trong mét mililit duge ude tinh nhu sau:

_2a
€ w2

trong do

S a latdng sé khuadn lac staphylococci cé phan (mg duong tinh véi coagulase nhan biét duoc
(10.1.1) trén hai dia da chon;

V 1a thé tich cay lén mbi dia.

b) Dai vdi cac sdn phdm & dang khéac, s staphylococci cé phan (g duong tinh vdi coagulase trong
moét gam duge udc tinh nhu sau:

trong doé

Y a laténg s khudn lac staphylococci cé phan (mg duong tinh vdi coagulase nhan biét dudc
{(10.1.1) trén hai dia da chon;

d la dé pha loang clGa huyén phl ban dau;
V  la thé tich cdy Ién méi dia.
10.2.2 Néu hai dia tuong (g khi cdy 0,1 mi (trudng hgp chung fa 0,1 mi dich cdy) mau thlr (san pham

dang 1dng) hoac huyén phu ban dau (san pham dang khac) khéng chira bat ky khuan lac staphylococci
nao c6 phan ng duong tinh vdi coagulase, thi bao cao két qua nhu sau ;

- it hon 10 staphylococci ¢6 phan (ng duong tinh véi coagulase treng mét mililit (san pham dang !6ng):;

- it han 10/d staphylococci ¢d phan (ing duong tinh véi coagulase trong mét gam (san pham dang

khac). trong dé d la dé pha lodng clia huyén pht ban dau.
_Néu cay 1 ml mau, thi bao cao két qua nhu sau:
- it hon 1 staphylococcus cé phan ting duang tinh véi coagulase trong mét mililit (san pham dang long):

S R A R R S A P A A LR AR 1 A s = A A s
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11 D06 chum

-11.1  Yéu ciu chung

D6 chum clia cac phuong phap dinh lugng c6 thé dudc biéu thi theo cac thuat ngir vé do I3p lai va d6 tai
lap, va dudc dinh hghta trong TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Tuy nhién, phuong phap tinh dudc s dung
trong TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) dua vao trung binh khéng phai bao gio ciing thich hgp cho ¢ac phép
phan tich vi sinh vat, ma khéng phai luc nao ciing cho sy phan bé chudn (Gaussian). Do d6 ISO 16140
da duge xay dl_mg rieng cho cac phuong phap phan tich vi sinh vat va tfong tiéu chudn nay é&' du'ng ééc
bd udc tinh dé tinh do Ia‘p lai va do tai lap. Cac phép thdng k& nay cé uu diém la it nhay ddi véi cac gia
tri cuc diém, nén loai trir dudce cac gia tri ngoai lai bang cac phép théng ké. Do d6 cac bd uéc tinh nay

duoc st dung trong tiéu chuan.

Cac chi tiét clia phép thir lién phong thi nghiém vé dé chum cla phuong phap dudc tom tat trong phu
luc A. Céac gia tri nhan dudc tir phép thit lién phong thir nghiém nay co thé khéng ap dung dudc cho béc
dai tap trung cac mau khac véi céc gia tri @& néu. DI liéu d6 chum dugc xac dinh khi st dung ba loai
thyc phdm da bi nhiém & cac mic khac nhau va cac vat liéu chudn. Cac yéu t3 nhu chiing loai can
xem xét, hé vi sinh vat canh tranh, dc diém sinh ly cla ddi tugng va cha ching loai canh tranh cling

anh hudng dén gia tri d6 chum.
11.2 Do lap lai
11.2.1  Gidi han lap lai

Chénh léch tuyét ddi giita cac két qua clia hai phép thlr doc lap don Ié (dudc chuyén vé log,,) (s6 Iudng
staphylococci c6 ph&n (mg duong tinh vdi coagulase trong mét gam hodc trong 1 mililit) hoac ty sé gilra
gia tri cao hon va gia tri thap hon cla hai két qua thir nghiém trén thang danh dinh, thu dugc khi s
dung cling phuong phap, trén vat liéu thi gisng hét nhau trong cling mét phong thif nghiém, do mét
nguadi thao tac, st dung cling thiét bi, thuc hién trong khoang théi gian ngén, khéng qua 5 % cac trudng
hop 16n hon gidi han 1ap lai (r) .

11.2.2 Cac gia trj téng thé

D8 bidu thi chung clia gidi han dd Iap lai (1), cac gia tri sau cé thé dugc si dung khi kiém tra cac mau

thuc phdm noi chung. CAc gié tri r la cac gia tri trung binh cla tat ca cac mau dugc xem xét:
r= 0,28 (duoc bidu thi theo chénh léch tuyét ddi gitfa cac két qua thir nghiém dugoc chuyén thanh logy,), hoic

r= 1.9 (duoc biéu thi theo ty 6 clia gia tri cao hon va gia tri thap hon cla hai két qua th(r nghiém trén

thang danh dinh}.
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Déi vdi vat liéu chudn (cac vién nang chita khoang 5 000 CFU, xem phu luc A), cac gia tri sau day cé thé dugc

st dung:
r= 0,19 (duoc bidu thi theo chénh léch tuyét ddi gilta cac k&t qua thif nghiém duge chuyén vé log,,), hoic

. r=1,55 (ducc biéu thi theo ty s6 clia gia tri cao hon va gi4 tri thdp hon cla hai két qua thir nghiém trén
thang danh dinh).

Vi DU: Két qua thif nghiém thit nhat Ia 10 000 ho#c 1,0 x 10* staphylococci ¢é phan (ng duong tinh vdi
coagulase quan sat dugc trong mét gam thuc thdm. Dudi cac diéu kién 1ap lai, ty s6 cla gia tri cao hon
va gta tri thdp hon cla hai két qua thlr khong dugc 16n hon 1,9. Vi vay, két qua th{ hai phai tu
5 263 (= 10 000/ 1,9) d&n 19 000 (10 000 x 1,9) staphylococci c6 phan ing duong tinh vdi coagulase

trong mét gam.
11.3 Do tdilap
11.3.1 Gidi han tai lap

.Chénh léch tuyét déi giita cac két qua (dugc chuyén vé log,,) clia hai phép thir doc lap (s6 lugng
staphylococci ¢é phan (ing duang tinh véi coagulase trong 1 gam hodc trong 1 mililit) hoac ty sé cua gia
tri cao hon va gia tri thap hon clia hai k&t qua thir nghiém trén thang danh dinh, thu dudc khi st dung
cung phuong phap, trén cung vat liéu tht, ti€n hanh trong cac phong thir nghiém khac nhau, do cac
ngudi khac nhau thuc hién, st dung cac thiét bi khac nhau, khéng qua 5 % cac trudng hap 1dn hon giGi
han tai lap (R).

11.3.2 Cac gia tri tdng thé

DE biéu thj chung cia gidi han tai lap (R). cac gia tri sau day c6 thé duoc st dung khi kiém tra cac mau

thuc phdm néi chung. Céc gia tri R nay la cac trung trinh cla tat ca cac mau.
R = 0.43 (dugc biéu thi theo sur chénh léch giila cac két qua thir nghiém duoc chuyén thanh log.). hoac

R = 2.7 (dugc biéu thi theo ty s& clia gia tri cao hon va gia tri thdp hon cla hai két qla th nghiém

trén thang danh dinh)

Béi véi cac vat liéu chudn (cac vién nang chifa khoang 5 000 CFU, xem phu luc A) cac gia tri sau day
cb thé duoc sir dung:

R = 0,39 (dugc biéu thi theo su chénh léch gilta cac két qua thir nghiém dudc chuyén thanh log,,). hoac

)

> 4 (dide biéu thi theo tv 56 ¢la Qia tri cao har va gid tr thap han {rén thapa “arh Finh
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Vi DU 1: Két qua quan sat dugc trong phong thi nghiém th(r nhét la 1,0 x 10* staphylococci c6 phan
ing duong tinh v&i coagulase trong 1 gam san phdm thuc phdm. Dudi cac diéu kién tai lap, thi ty s6
‘ gitta két qua thu dugc trong phong thir nghiém thir nhat va phong thir nghiém thi hai khdng dugc 16n hon 2,7.
. Vivay, két qua cta phong thi nghiém thir hai phai n&m trong khoang tir 3,7 x 10° (=1,0 x 10%2,7) dén
2,7 x10* (=10 x 10* x 2,7) staphylococci ¢ phan (g duong tinh vdi coagulase trong 1 gam.

Vi DU 2: Mét phong thlr nghiém mudn biét mic tdi da dé c6 thé thdy réing van con ph hop véi giéi han
da dinh (vi du gi6i han 10° hodc log, 5). V& diéu nay, gia tri R (trén thang danh dinh) can phai nhan vdi
hé s6 0,59. Gia tri 0,25 (0,43 x 0,59) la chénh léch gilra cac két qua thir nghiém chuyén sang log,, ho#c
10 ** la ty s6 gilfta cac két qua thir nghiém. Do d6 cac két qua dén log,, 5,25 (logy, 5 + logs 0,25) hodc
1,8 x 10° khong cho thay sir khong phl hop Vi giéi han. Hé s6 0,59 phan anh thuc té ring phép thif c6
khoang léch 95 % dugc dung dé thir nghiém cho di gidi han bi vuot qua. Hé s& 0,59 thu dudc bang céng
thirc sau:

1,64
0,59 st
- 1,96x+2

12 Bao cao thir nghiém
Bao cao th(f nghiém phai chi ro:
- tét ca thong tin can thiét d& nhan biét day di vé mau;
- phuong phap I8y mau da sif dung, néu biét;

phuong phap thir da st dung, vién dan tiéu chudn nay;
- nhiét do G da s dgng;

- moi chi tiét khéng qui dinh trong tiéu chudn nay, hoic xem nhu tuy y lua chon, ciing nhu bat ky chi
tiét bat thudng ma c6 thé anh hudng dén két qua thir;

- cac két qua thu duoc.
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Phu luc A
(tham khao)
Cac két qua cua nghién ctu lién phong thir nghiém

MGt nghién clu lién phong thlr nghiém quéc t& dugc t3 chirc béi phong thir nghiém vé nghién cu chat
lugng va vé sinh thuc phdm (LERHQA) clia co quan An toan thuc phdm Phap (AFSSA) vao ndm 1999
trong khuén khd ca dur an Chau au SMT CT 96 2098 (xem tai liéu tham khao [8]). Nghién cltu nay gém
c0 24 phong thir nghiém clia 16 nudc Chau Au tham gia va da tién hanh trén phomat, thit, bét tring va
cac vat liéu chudn. Cac mau thuc phdm mdi loai dugc thif nghiém & ba mitc nhiém ban Staphylococcus
cd phan (g duong tinh vdi coagulase khac nhau va cé kiém tra am tinh.

D liéu vé d6 chum nhan dugc ti nghién cu lién phong thir nghiém nay dé cap dén ting loai mau trong
bang tir A1 dén A.4. Chung dudc tinh toan s dung ky thuat thdng ké nhu mé ta trong ISO 16140, Dir
liéu thu dugc bdi mét s6 phong thlr nghiém da khéng duta vao tinh toan khi cho thay sai léch khdi thi tuc
nghién clru qui dinh.

Bang A.1 - Cac két qua phan tich dir liéu thu dugc véi cac miu phomat

M whmienfidon b Phomat ' Phomat i Phomat. |

. i mic thdp | mic trung binh ‘ muc cao
| | ‘
| S6 lugng phong thir nghiém tra lai két qua | 22 22 | 22 f
. 88 lugng mau trong mét phong thit nghiém ‘ 2 ! 2 . 2
| e : : ; . | ! |
' 8& luong phong thir nghiém con lai sau khi trif ngoai lé - 19 = 19 - 19

S6 Iuong mau duge chap nhan ; 38 f 38 | 38
' Gia trl trung binh (log,, CFU/g) | 333 | 5,12 6.06

Do lech chudn lap la, s. (log,, CFU/g) | 0,18 | 0.06 0,12

D6 Iéch chudn tuang dai lap lai (%) 5.36 1,16 1,98
" Gigi han lap lai (), theo chénh Iéch trén thang log,, (log,, cfu/g) | 0,50 i 017 0.33

D6 léch chudn tai lap, s» (log,, CFU/Q) ‘ 019 | 0.16 0.4
_ Dd léch chuln tuong d&i tai tap (%) 561 3.24 3,91

(=]
in
ra
.

:
1
57]
i

Giéi har tai lap (R), theo chénh léch trén thang log,, (log,, CFU/G)
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Bang A.2 - Cac két qua phan tich dir ligu thu dugc véi cac mau thit

-; Mau/muc nhiém ban Thit Thit Thit
'. mifc thip mifc trung binh | mirc cao
|
[ S6 Iugng phong thir nghiém tré lai két qua 23 23 23
i S3 Iugng mau trong mét phong thif nghiém 2 2 2 {
i S6 Iuong phang thir nghiém con lai sau khi trif ngoai lé 18 18 18
; 36 lvgng mau dugc chdp nhan 36 36 36
| Gia tri trung binh (log;y CFU/g) 3,27 4,20 6,19
D6 léch chudn 1ap lai, s, (log,, CFU/g) 0,12 0,07 0,10
D6 léch chudn tudng @i lap lai (%) 3,64 1,58 1,67
1 Gidi han lap lai (r), theo chénh léch trén thang log,, (log,, CFU/g) 0,33 0,19 0,29
D6 léch chudn tai lap, sk (logy, cfulg) 0,17 0,17 J 0,14
i D6 léch chudn tuong déi tai lap (%) 5,25 3,99 | 226 4
' Gidi han tai lap (R), theo chénh léch trén thang logs, (log,, CFU/g) 1 0,48 | 0,47 0,39 :
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Bang A.3 - Cac két qua phan tich dif lidu thu dugc véi cac mau bdt trimg

| | !

! i ] . . Bot trimg ! Bot tnimg ] Bot tring |

i Mau/mdre nhigm ban muc thip mifc trung binh | muc cao

|

| S6 luong phong thif nghiém tra lai két qua 23 23 23
S6 lugng mau trong mét phong thif nghiém 2 2 2
S4 Iugng phéng thir nghiém con lai sau khi trir ngoai lé 20 20 20

|

| 86 Iugng mau duge chap nhan 40 40 l 40

l Gia tri trung binh (log,, CFU/g) 3,17 410 ! 5,23

| Da léch chuln 1ap lai, s, (log,, CFU/Q) 0,09 0,09 0,07

| ©6 léch chuan tuong dai 1ap lai (%) 2,78 2,17 1.41

] Gidi han I3p lai (7, theo chénh léch trén thang logy, (log,, CFU/g) 0,25 0,25 0.21
Dd léch chudn tai lap, s, (log,, CFU/g) 0,11 0,10 0,11

| D& Iéch chudn tuong ddi tai 1ap (%) 3,57 2.55 208
Gidi han tai 1ap (R), theo chénh 1&ch trén thang log,, (logys CFU/g) 0,32 0,29 l 0,30
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Bang A.4 - Cac két qua phan tich dix liéu thu dudc véi cac vat liéu chuan

B ]
Mau/mdc nhiém ban Vatligu chudn'®
. (céc vién nang chifa khoang 5 000 CFU) |
1 |
S& lugng phong thr nghiém tra lai két qua 23 |
| |
;5 S6 lugng mau trong mét phong thir nghiém 2 I}
i S8 lugng phong thir nghiém con lai sau khi tnf ngoai (& | 20 !
! Sé lugng mau dugc chdp nhan 40
| Gia tri trung binh (log,, CFU/g) | _ 3,79
| D6 léch chusn I3p lai, s, (log,; CFUIg) 0.07
D6 léch chudn tuong ddi 1ap lai (%) _ 1,76
Gidi han I&p lai (1), theo chénh 1&ch trén thang log,, (log,, CFU/g) 0,19
| D6 léch chudn tai lap, sk (log,, CFU/g) 0,14
! D6 léch chudn tuong dsi tai lap (%) 3,68
|
i Gidi han tai lap (R), theo chénh l&ch trén thang log,, (log,, CFU/g) L 0,39
| * Vatlieu chudn do RIVM ciia Netherlands chudn bi.
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