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Loi nél dau

TCVN 12365-2:2018 hoan toén twrong duong voi ISO 16140-2:2016;

TCVN 12365-2:2018 do Ban ky thuét tiéu chudn quéc gia TCVN/TCIF13
Phuong phap phén tich vé Ihy mau bién soan, Téng cyc Tidu chuén Bo lwéng
Chét Iwgng thim dinh, B3 Khoa hoc va Cang nghé cang bé.

Bb tiéu chudn TCVN 12365 (ISO 16140) Vi sinh vét trong chudi thuc phdm —
Xéc nhan gia tj st dyng phirong phép gdm cac tidu chuéin sau:

- TCVN 12365-1:2018 (SO 16140-1:2016), Phdn 1 ~ Thugit ngt va dinh nghia

~ TCVN 12365-2:2018 (ISO 16140-2:2016), Phin 2 — Quy trinh xéc nhén
gi4 trj st dung phuong phép thay thé so véi phuong phép chuén



TCVN 12365-2:2018

L& gidi thigu

Ngay nay c6 rt nhidu phueng phap thay thé, chli yéu 1a cac phirong phap doc quyén dugc ste dyng
@& danh gi4 chét lwgng vi sinh ctia nguyén ligu thd, thanh phdm va tinh trang vi sinh cta quy trinh san
xuét. Cac phuong phap nay thurong nhanh hon va dé thye hign hon so voi phwang phap chudn tuong
(rng. C4c nha x4y duyng phuong phap, ngudi s dung cudi cling va céc co quan chire nang cin cb quy
trinh phd bién dang tin cay d& xac nhan gia tri st dung c4c phuong phép thay thé nay. D liéu thu
dwgc s& cung cdp cho nguel stk dung cubi cing v8 dir ligu higu ndng cla phuong phép dua ra, do d6,
cho phép ho chon phuong phap cy thé. Cac de ligu thu dugc cling cb thé dugc ding 1am co s& cho
viéc chizng nhan phwong phép bdi mot tb chire déc I4p.

Tiéu chuln nay:

~ nham cung c4p quy trinh cy thé va huéng dan xac nhén gi trj st dung phurong phép déc quydn
dwgce sir dyng nhir mdt phwong phép nhanh va/hodc dé dang thyc hién hon so v6i phirong phéap
chudn twong tng,

— cling ¢4 thé dugc sr dyng d& xéc nhan gi4 trj st dyng cac phwong phép khong ddc quyén khac
dwgc s dyng thay cho phwang phap chun,

~ duoc dy dinh 1 sy ké thira clia quy trinh xéc nhan dugc xudt ban trong phign ban diu tién clia
1SO 16140 (ISO 16140:2003), va

~ duwoc xay dyng chl yéu 88 xac nhén gié tri st dung cac phuong phap c6 khd nang nudi cdy vi sinh
vét dich, nhung cling c6 thé 4p dung cho cac phirong phép vi sinh vét khang thé nusi cdy nhu virus
(vi dy: Norovirus) va don bao ky sinh (vi dy:Cryptosporidium hodc Giardia). Trong nhing truémg hop
nay, mot s tie ngl cn duwgc didn gidi @& pht hep véi tinh huéng &p dung cho sinh vat khang thé nudi
cly dugc.

Viéc s dyng tigu chudn nay lién quan dén chuyan mén va cac linh viec lién quan nhu vi sinh hoc, thiét
ké théng k8, phan tich nhu duge néu trong c4c phan twong ing. Thye té théng ké bao gém téng quan
vé Iy thuyét 14y mau va thiét ké céc thyc nghism, phan tich théng ké d ligu vi sinh (dinh tinh va dinh
lwgng) va tng quan vé cac khai nigm théng ke vé 14y mAu ngAu nhign, tinh khong ddng nhét clia mau,
tinh &n dinh clia mau, thiét ké cac thye nghigm va cac thanh phan phwong sai.

Khi tidu chudn ny dugc xem xét tiép theo, s& phai tinh dén tét ca cac thong tin sin ¢6 lién quan dén
mirc d6 tuan thi cac quy trinh va Iy do sai léch déi véi cAc san pham cy thé.

Vigc hai hoa héa cac phurong phép xac nhén gia trj sir dyng khdng thé c6 ngay va déi véi mot sé nhom
sén pham cy thé thi tidu chuén quéc té varhogic céc tidu chudn quéc gla co thé dang hign hanh ma
khéng phil hop véi tigu chudn ndy. Hy vong réing khi c4c tiéu chudn d6 dugc soat xét, sé duge thay ddi
a8 phit hgp voi tiéu chudn nay, néu khng thi chi vi céc Iy do kg thugt. Vi du: 1SO 16297 M aé cap dén
xac nhdn gi4 trj sir dung cho mt ddi twgng riéng (tinh trang vé sinh clia mau sira twoi nguyén lidu) va
58 t8n tai nhu mot tidu chulin xac nhan bén canh tiéu chudn nay. N&u phal xac nhan thi tidu chudn cy
thé nay phai dwoc wu tién rieng.
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Vi sinh vat trong chudi thwe pham —

Xac nhan gia tri sir dung phwong phap —

Phan 2: Quy trinh xac nhan gia tri siv dung
phwong phép thay thé so véi phwong phap chuin
Microbiology of the food chain — Method validation ~

Part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods
against a reference method

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh quy trinh chung va quy trinh k§ thuat d& danh gia csc phrong phép thay thé,
phén I6n 14 phurong phép ddc quydn trong phan tich vi sinh v4t trong chudi thyre phdm. Céc nghién ctu
x4c nhan gié tri s dyng theo tiéu chuin ndy dwqc diing cho céc t chire danh gi4, xac nhan gid tri st
dung phwong phap.

Tigu chuin ndy c6 thd 4p dung a8 xac nhan gia tri st dung cac phuong phap phan tich (phat hién hoic
dinh lwgng) vi sinh vat trong:

~ céc san phdm thye phdm;

- céc san pham thirc &n chan nusl;

~ cac mau mdi tredng trong khu vige san xuét, xt 1y thyrc phdm va thirc &n chan nudi;
~ cic miu tir giai doan san xuét ban dau.

Tiéu chulin nay trong trung hop cy thé c6 thé &p dyng cho vi khuin va ndm. Mot sb didu trong tidu
chudn nay c6 thé &p dyng cho c4c phuong phéap xac dinh vi sinh vat khac hodc cac chét chuydn hoa
clia chiing tity theo tirng trrdng hop. Trong twong lai, hudng dan cho céc sinh vat khac (vi du: virus va
ky sinh triing) s& dugc dwa vao trong tisu chufin nay hodc dwoc tach thanh mét tigu chuln rigng cla
b9 TCVN 12365 (1SO 16140).
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2 Talligu vién din

Céc tai ligu vién dan sau rit cAn thiét cho viéc 4p dyng tigu chudn nay. DSi véi cac tai ligu vign ddn ghi
nam cong bb thi ap dung phién ban dugc néu. BSI véi cac tai lidu vign diin khong ghi nam cang bd thi
ap dyng phién ban mi nhét, bao gdm ¢ cac siva 88, b sung (néu co).

TCVN 12365-1 (ISO 16140-1), Vi sinh vat trong chudi thyrc phédm — Xéc nhén gid trj st dung phuong
phép - Phén 1: Thugt ng(r vé djnh nghia.
3 Thuét ngir va dinh nghia

Trong tiéu chu&n nay ap dyng c4c thut nglr va dinh nghta trong TCVN 12365-1 (ISO 16140-1).

4 Quy trinh chung di véi vigc x4c nhan gia tri siv dung céc phwong phép thay thé
Quy trinh xéc nhan gi trj st dyng bao gém hai giai doan:

~ nghién ciru so sanh phuong phép cla phwong phép thay thé (ddc quyén) so véi phuong phap
chudin dugc thye hign trong phéng thie nghigm t chiec;

— nghién ciru lién phong thir nghigm ciia phirong phap thay thé (doc quydn) so véi phuong phap
chu#n dugc thyc hign trong cac phang thir nghigm khac nhau.

Céc quy trinh ky thudt @& thyc hién nghién ctu so séanh phwong phép va nghién ctu lién phong thir
nghiém dugc quy dinh tai Didu 5 va Didu 6 tby thudc vao ban chét clia phrrong phép thay thé (doc
quyén) 12 djnh tinh hay dinh lgng. D@ ligu thu dwgc trong mot s phan cla nghién clru xac nhén gia
tri st dyng dugrc d4nh gi4 bing céch sir dyng Gidi han ch4p nhan (AL) va khdng danh gia théng ké vé
div ligu. Céc AL ndy dya trén y kién clia cac chuy@n gia va dir ligu thu dugc trong c4c nghién ciu xéc
nhén gi4 tr st dung h_ien hanh.

5 Phuong phap dinh tinh - Quy trinh k¥ thuat v& xac nhan gia tr| st dung
5.1 Nghién ciru so sénh phwong phap
5.1.1 Xem xét chung

Nghién ctru so sanh phuong phap 12 mdt phan clia qua trinh xéc nhan gié tr si dung dugc thye hién
trong phdng thi nghigm ta chrc. Nghién ctru ndy bao gdm ba phan sau:

~ nghién ciu so sénh cac két qua clia phrong phép chudn voi két qué clia phurong phép thay thé
trong cac mdu nhidm (ty nhién vahoc nhan tao) (cling dwgc gei 1a nghién ciru d¢ dap tng);
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— nghién ciru so sénh dé xac dinh mirc phat hign tuong déi (RLOD) trong céc mAu gay nhi&m nhan
tao (con goi la nghién ciu RLOD);

— nghién cleu myc tiéu/logi trir clia phirong phap thay thé.

Cac két qua (trong cac bang va cac phép tinh) ctia cac phan khac nhau va vigc giai thich két qua, bao
gdm céc két qué khéc nhau, phai dugc ndu trong béo c&o nghién ciru.

C& phan mau thir phai dworc néu 1 trong phurong phap chudn,
5.1.2 Nghién ciru c3p d6i hodc khdng cip déi

Céc phuong phap chudn va phuong phap thay thé phai dwoc thiee hién chinh xac trén ciing mét miu
(cting mdt phan méu thir) cang nhiéu cang tét. Tuy nhién, c6 sy phan biét gitra cac nghisn cieu, sir
dung ciing mét phan méu thiv cho ca phirong phap chuén va phirong phap thay thé, vi ¢a hai phirong
phép déu co cling bwde ddu tién trong quy trinh (tang sinh), va cin st dung cac phin méu thir khac
nhau cho phuang phép chuén va phirong phap thay thé (vi dy: do canh thang tang sinh khac nhau).
Trong trwdmg hop ca hai phuong phép déu st dung cling mgt phén mau thir, cac két qua cla hai
phwong phap nay sé c6 lién quan nhidu dén nhau. Vi dy, khi m&u khéng bj nhi&m, ca hai phuong phap
d&u cho két qua mAu &m tinh. Do méi quan hg nay, ma d@ ligu thu dugc tir phuong phép chudn va
phwong phép thay thé duwgrc goi 14 c3p déi hogc thich hop. Trong tidu chulin ndy, cym tir "nghién clru
c3p doi" s& duoc sir dung cho loai hinh nghién clru nay.

Tinh hudng nguge lal, cling c6 thé khdng cé burdc ban du (ting sinh) giéng nhau cho ca phuong
phép chudn va phwong phép thay thé. Trong tredng hop ndy, cn si dung céc phin miu thir khac
nhau ti¥ cting [6 hang hofic mé sdn ph&m cho ¢ hal phuong phap va d ligu két qua thu duge goi 1a
khéng c3p ddi hoic khong so sanh. Trong tiéu chudn ndy, cum tir "nghién clru khang cap doi* dwoc
st dyng cho loai hinh nghién cu ndy. Viéc chen nghién clru cdp ddi hojic khdng cip ddi phy thuje
vao c4c quy trinh clia phurong phép chusin va phirong phép thay thé. Néu c6 buée ban dAu trong cach
tién hanh (taing sinh) thi thiét ké nghién ciru cip ddi 13 béit budc.

Didu nay mé t nghién ctru so sanh phrong phap néu phurong phap chudn va phwong phép thay thé
€6 buée ban ddu chung trong céch tién hanh (tang sinh) (nghién ctru c3p d6i) va néu phuong phép
chudn va phurong phap thay.thé khong co budc ban dAu chung (nghién ciru khdng cép dol). Sy khac
bigt gitra ¢4 hai loi nghién ctru dugec chi ra trong phn ndi dung khi thich hep.

51.3 Nghién ciru d dap leng

Nghién ctru d6 dap teng nhdm xac dinh chénh lach d9 dép irng gitra phuong phép chudn va phuong
phap thay thé. Nghién ciu nay dugc tién hanh str dung mAu nhidm ty nhién va/hogic nhén tao. Cac
nhém va cac kidu/loai khac nhau phai dwgc kidm tra vé didu nay. Gisi han chdp nhan dwgc xéc dinh
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v& sy chénh 1éch t6i da co thé chdp nhan dugc tly thudc vao loai hinh nghién clru (ciip déilkhéng
c3p dbi) va sb lwgng nhom dugc thir nghigm.

5.1.3.1 Chon cac nhom dé thir nghidm

Viéc chon nhom va kidufloai str dyng trong x4c nhén gia trj str dung sé& phy thudc vao loai hodc nhom
vi sinh vt va pham vi xac nhan.

Néu phurong phép durgc &p dyng cho nhidu loai thyc phdm thi phai nghién ciru it nhét 5 nhém thire
phém. B4o c4o nghién ctru x4c nhan phai néu rd cac nhom thye phdm dugc st dung trong nghign
ciru. Néu phuong phap cAn xac nhan d6i voi mét sé ¢6 han cac nhom thyc phdm, vi dy: "cac san
phdm thit n ngay, san phim thit cAn dun lai treéc khi 4n” va "sa ché bién nhiét va cac san phdm
sira", thi chi nhirng nhém nay dugc nghién clru. Ngoai thye phdm, mAu thirc an chan nudi, méu méi
trudmg, va mAu giai doan san xuét ban ddu c6 thé dugc dwa vao lam cac nhom bd sung. Didu nay s&
mé rong viéc 4p dung phurong phap thay thé cho cac nhém b sung nay.

D4i véi tht ca cac nhém duge chon (thyre phdm va cac san phdm khac), it nhét phai nghién ciru ba loai
khéc nhau cho m&i nhém. Phy luc A trinh bay tdng quan vé c4c nhom va kidu/loai c6 lién quan véi cac
vi sinh vét déc trung c6 thé c6 lign quan dén viéc xac nhan. Phy lyc A cin dugc sir dung dé tao didu
kién cho vigc chon cac nhém, kidu/loai va cac san phdm va vi sinh vat dic trung. Didu nay khong phai
18 vige chon bét buge.

Khi chon mau cho nghién ctvu, wu tién cao nhét 4 tim nhing mau bj nhigm tie nhién, Néu khong thé c6
dwgce dii sé mau bj nhim ty nhign thl cho phép st dyng mAu nhim nhan tao (xem Phuy lyc B va Phy
lyc C). Chi tiét v& vige chudn bj m3u da nusi cdy nhan tao phéi dugc néu trong béo c4o nghién ciru xac
nhan. Tét nhét 14 cac méu thirc phAm thu duge tlr dai phan bb cang rong cang tt a8 giam moi sai léch
do mAu cyc bd va mé rong pham vi xéc nhan.

Phai bdo dam ring v6i viéc chon cac kiéu/loai khéc nhau, ca hé vi khudn nén cao va thép (tw nhién),
céc logi trc ché (stress) khac nhau do ché bién va nguyen ligu thd (chura ché bién) déu dugc dwa vao
nghién clru.

VI DY: B xéc nhén gié tr sl dyng phirong phap phét hign Listeria monocytogene va nhom "cac san phém thit &n ngay, sin
phém thit xiz fy nhigt tnsdc khi 2n", c&c loai sén phdm 8 thd 14 (1) céc sdn phdm thit da ndu chin (hd vi khuin ndn thép, irc
ché nhigt), (2) c4c san pham thit len men hoac séy kho (h9 vi khudn cao, izc ché pH) va (3) san phém 6 X Iy (hun knoi)
[aw<0,92] (h& Vi khulin nén trung binh, rc ché aw).

Vi dy, trong mét s8 truémg hop, déi véi phuong phép thay thé ap dung cho nhidu logi thire phdm, c6
thé Két hep cac nhém "&n ngay” va “nguyén ligu" tir cling mét nhém sén phdm. Vi dy, cac nhém thit
nguyen ligu va thit &n ngay (san pham) c6 thé dugc gdp vao mét nhom cb ba loai chia ra cac loai thyc
phdm n ngay va nguysn ligu. Viéc chon nhom thyc phim (két hep) phai dya trén phan tich nguy co.
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5.1.3.2 S6 lwgng miu

Béi voi mBi nhém can kidm tra, phai kidm tra téi thidu 60 mAu don 18, It nhét 14 ba loai voi it nhét 20 mau
dai dién cho méi loai (ba loal x 20 mAu cho méi loai = 60 mAu). Phai c6 dugc phan két qua phan tich
duong tinh béng phuong phap chudn hogc phwong phéap thay thé (nghia I3 khong phai I3 tét ca cac
méu déu duang tinh hogic am tinh) cho mdi loai dwgc kidm tra. Trong tinh huéng 1y twdng, méi loai thir
nghiém ¢6 10 mau (50 %) dwong tinh va 10 mau 4m tinh, nhung nén ndm trong khoang tt 25 % dén
75 %. DSl voi méi nhom, it nhét 30 mau phal cho két qua duong tinh bdng phirong phap chuin
varhozc phuong phap thay thé.

5..3.3 Két qua ciia phwong phap thay thé va khing dinh

Nhidu quy trinh ctia phirang phap thay thé gém hai budrc, buéc dau tign 13 bwoc tang sinh, phat hign
va buéc thir hai 12 khing dinh két qua phat hign tir budc mot. Két qua cuéi ciing ciia phuong phép
thay thé 1a két qua thu dugc sau budc hai. Két qua cudi cing sé gidng nhur két qua sau khi tang sinh
va phat hién trong treng hop khang cb buréc xéc nhén trong quy trinh phwong phép thay thé.

Két qué (cuéi cling) clia phurong phap thay thé phai khing dinh dugre phdn nghién ctu 46 dp Gng.
Tét ca céc két qua thu duge bing phwong phép thay thé trong nghién ciru khéng cip d8i phal dugc
khing dinh. Trong nghién cru c3p dél, chi c4c két qua dwong thu dugc bing phwong phap thay thé,
tuong (ng vol két qué clia phwrong phap chudin 1a &m tinh, thi phdi dugc khdng dinh. Vige khing dinh
nay cin d8 x4c dinh ligu két qua c6 phai 12 dwong tinh thyrc hay duwong tinh gi. Phép thir khing dinh
hotic cac phép thir phai co kha nding phyc hdi va khing dinh viéc nhan dang clia chiing phén 13p 1a
dich clia phuong phép. Cac phép thir nay co thd dwoc dya trén quy trinh khing dinh clia phuong
phap chudin, buéc khing dinh cla phuong phép thay thé trong trwdng hop nay c6 thé phan 1ap va
khing dinh vidc nhan dang clia chiing dich, st két hop clia ¢4 hai hodc b4t ky quy trinh nao khac c6
th& phan 14p va khiing dinh sy nhan dang clia chling dich.

Néu budr téng sinh clia céc phuong phap chudn va phurong phép thay thé khac nhau vé s Ian ting
sinh (nghta l&: budc dAwkhdng chon loc vé birwe thir hailcd chon loc) hodc téng thei gian i 4m, cén c6
céch khiing dinh bd sung cho nghién ctru x&c nhén. Cach thir nhét phai dwec st dung véi phuong
phap thay thé theo dang quy trinh/huéng dén ciia né (didu kién kiém tra thang thuémg béing phuong
phép thay thé theo quy trinh i kém b thir, viéc nay khdng bao gdm céc cac phép thir bd sung ma c6
thé dugc thyc hign trong qua trinh nghién ctru x4c nhan). Cach thir hai phai chuyén phan nudi cdy
tang sinh clia phwong phap thay thé sang phan trong (rng cla phurong phap chuén sao cho giam
thidu tdng thei gian 0 4m clia budrc tang sinh clia phuong phéap chudn dugc dy kién. Két qua cla hai
cach khing dinh phai dugc bao céo riéng ré.
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51.3.4 Tinh va dién gidi d§ dap ing

Nhin chung, de li¢u phai dugc néu trong bao céo dé c6 tong quan vé céc di ligu thd thu duge. Thong
tin phéi dugc néu rd cho loai nhidm (nhidm tw nhign hojic gay nhidm nhan tao) clia cac mAu dwgc sir
dung, loai thiét ké nghién clru da duwgc sir dung (vi dy: nghién ctru c3p ddi hoac nghién clru khéng
cip i) va cac phép thiy khing dinh dwoc sir dyng dé khiing dinh két qua clia phurong phap thay thé.
B6i voi cac mAu gay nhidm nhan tao, quy trinh (tham khéo) st dyng @& chufin bj phai dugc quy dinh
(xem thém Phy lyc C).

Céc két qua thu dwoc dbi véi cac phuong phap chuln va phuong phép thay thé co ngudn géc tir ciing
mdt méu, c6 nghta 14 tir mot phdn mau thir trong treemg hep nghién cir cip adi hodc hai phdn mau
the trong trwémg hgp nghién ciru khong cip 60i, phai dwrge néu cy thé ddi voi nghién cru cip doi theo
Bang 1 va nghién clru khdng cip d6i theo Bang 2. Bang 3 dugc chuén bj cho cic két qua miu téng
hop cho tht ¢ céc loai ciia nhém (2 60 méu) va cho méi loai (2 20 mAu) dbi véi nghién ctu cip ddi va
khdng c3p d6i.

Bang 1 - So sénh va glai thich cc két qua mau giira phrong phéap chuén va phwong phap thay

thé cho nghién ciru cip ddi
Két qua ciia phuong phép (chudn hojc thay thé) trén méu
Phurong Phurong phap thay thé Dién giai
::::n (gbm ol phép khding dih néu | K209 "‘:‘: p':h“ 79| (dva utn kbt qud ol phuomg
trong quy trinh clia phuong phép thay thay thé da dugc khing dinh)
phép thay thé) (bang céch bat ky)*
+ + Khong cin thiét Théng nhét drong tinh (PA)
- - Khéng cn thiét Théng nhét am tinh (NA)
3 Sal 16ch &m do két qua clia phwong phap
+ - Khai
ng chn e thay thé am tinh gia (ND)
- + + Sai léch duong (PD)
Théng nhét &m tinh do két qua cia
= + 3 phuong phap thay thé dwong tinh gid
(NAY
* khiing dinh két qua ciia phuong phap thay thé theo 5.1.3.3,
> khong cin phép thi khing dinh thém. Két qua clia phurong phap thay thé duwgc khing dinh gibng nhir két qua clel
phurong phép thay thé.
© két qua duong tinh gis ndy (FP) phai dugc sir dyng aé tinh 1718 duomg tinh gid.
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Bang 2 - So sanh va dién giai cic két qua miu gitra cic phwrong phap chudn

va phwong phép thay thé déi véi nghién civu khéng cip doi

Két qua cia phwrong phap (chufn hoic thay thé) trén miu

Phwong Phuong phap thay thé Khéng dinh Dién giai
PhaP | (dm moi phép khdng dinh néu|  PUOMG ":é" (da trén két qua clia phuong phép
chuin trong quy trinh clia phuong thay th thay thé da dugc khing dinh)
phép thay thé) (bang cach bét ky)* .
+ + + Théng nhét dwong tinh (PA)
& " A Sai léch 4m do két quéa phuong

phép thay thé am tinh gid (ND)®

Théng nhét &m tinh (NA)

Théng nhét &m tinh do két qua ciia
phuong phép thay thé duong tinh

gla (NA)

Sai léch am (ND)

Sai léch am do két qua ciia phuong

phép thay thé am tinh gia (ND)

Sai $ch duong (PD)

Théng nhét 4m tinh do két qua clia

phwong phép thay thé duong tinh
gid (NAP

khdng dinh két qua clia phurong phap thay thé durge thyc hidn theo 5.1.3.3.
K&t qua duong tinh gid (FP) nay phai duge si dyng 4 tinh ty 1 duong tinh gid.

Béng 3 - Tém tit cac két qua thu dwoc biing phirong phap chudn va phieong phap thay thé cia
t4t ca cac mau ddi véi tirng nhém

Két qua phwong phép chuin Két qua phwong phép chuin
duwong tinh am tinh
(R+) (R
Két qua phuong phap thay thé ++ o+
duong tinh (A+) Duong tinh phi hop (PA) Sai léch duong (PD)
Két qua phwong phép thay thé +- o
&mtinh (&) Sai lsch am (ND) Am tinh phi hop (NA)

Dya trén d@ liu théng ké trong Bang 3 déi véi cac nhom két hop theo nhém va theo kidu/loai, tinh gia
tri d6 d&p (rng clia phrong phap thay thé (1) va clia phwromg phap chudn (2) d6 dang twong dbi (3) va
-ty s6 duong tinh gia d8i voi phurong phap thay thé sau khi khing dinh thém cac két qua (4) nhur sau:
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D¢ dap (ng clia phuong phap thay thé: SEa = (P—sg\%a—) x100 % )
Do dap (ng clia phurong phap chudn: SE = ﬁg}%} x100% 2
D9 ding trong dbi: RT = m x100 % 3)
Ty 1& duong tinh gid d6i vol phurong phap thay thé: FPR = % x100 % )

Trong d6: N 12 s6 lwgng mau téng s6 (NA + PA + PD + ND) va FP Ia cac két qua dwong tinh gid. Cac
phén gidi thich tir viét tat dwoc sir dung, xem Béng 1 dén Béng 3.

Céc két qua cla phrong phép thay thé da khing dinh phai dugc st dung dé xac dinh xem cb trong
thich véi két qué ciia phrong phéap chudn hay khéng.

Tinh chénh léch gitka (ND - PD) d8i v&i ¢ nghién ctru c3p d6i va khéng cip dbi v tdng clia (ND + PD)
81 v&l cac nghidn ciru c3p @61 Kidm tra xem chénh léch valhosc tdng clia PD va ND phit hop véi gisi
han chAp nhén (AL) trong Bang 4 d6i voi logi nghién ciru (cip d6i va khéng c3p déi) hay khong va sé
Ivgng nhém dwgc sik dyng trong dénh gia.

CHU THIGH: Gidi han chép nhan (AL) durgc dura trén dO ligu va sy théng nhét clia chuyén gia. AL khdng dva trén phan tich
théng ke o ligu.

Vige dién gii céc két qud phai duoc thye hién theo tirng nhém va d8i véi tht ca céc nhém duoc sir
dung trong nghién ciru xéc nhan. Vige didn giai cac két qua cling phai thyc hién theo tirng cach tang
sinh trong trong hop céc quy trinh khéc nhau dwgc st dung cho céc loai mau khéc nhau. AL khéng
dép irng khi gia tri quan sét dugc cao hon AL. Khi AL khéng dép (rng thi tién hanh didu tra (vi dy: phan
tich nguyén nhan géc) aé dién giai cac két qua quan sat dugc. Dia vao AL va thang tin bd sung, quyét
dinh xem phuong phép thay thé cé dugrc coi 1a khdng phil hop véi myc dich d8i véi nhém ho3c cac
nhém c lién quan hay khéng, Céc Iy do chép nhan phuong phép thay thé trong treong hop AL khong
dat yéu cu phal duoc néu rd trong bdo cao nghién ciku. '
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Béng 4 - Cac théng s6 giéi han chdp nhan va cac gia trj i v&i thit ké nghién ciru
c3p d6i va khéng cip dbi lién quan dén sb lwgng nhom dwoce siv dung

$6 wong nhém Nghién cieu c3p ddi Nghién ciu khong céip déi
(ND?- PDb) (ND + PD) (ND—-PD)

1 3 6 3
2 4 8 4
3 5 10 5
4 5 12 5
5 5 14 5
6 6 16 6
7 6 18 i
8 6 20 7

2 ND = s8 lugng mAu c6 két qua sai lgch sm.

® PD = s8 legng mau c6 két qua sal ich durong.

CHU THICH: Thong tin v& sy khéc bigt quan sat duec gitra cAc két qua cda phuong phép thay thé tnrrc va sau khdng dinh
két qua (budrc 1 va bude 2) theo phuong phap thay thé cin duge néu trong bdo c4o x4c nhén gid trj s& dyng nhu thong tin
bd sung, nhung khdng dugc sit dyng trong danh gid tdng thé higu nang cila phirong phép thay th.

5.1.4 Mtrc phat hign twong déi ciia nghlén ciru

Nghién ciru so sénh duorc tién hanh @& danh gia mirc phét hién (LOD) clia phrong phép thay thé so
véi phrrong phép chudn. Vigc 8anh gia dugc dya trén viéc tinh mic phat hién twong dbi (RLOD).
Trong nghién clu nay, s dung I3p lai c4c mau nhifm nhan tao & ba mirc nhidm ho3c nhidu mic
nhim hon. Tét nhét 1a c4c mirc da biét d& tinh LOD. Tuy nhién diéu nay |2 khéng bét bugc.

5.4.41 Chon nhém, s6 Iwgng mAu va phép thir 13p lai

D6i vi vige chon nhom va kidufloai, xem 5.1.3.1. St dyng cling céc nhém nhw duge chon cho nghién
ciru d9 dap (ng (xem 5.1.3). DI v6i mi nhém, chon mot loai cd lign quan. D2 tinh dai dién cao hon
cho nhém dugc danh gia, kidu/loai nay nén khac véi loai diing trong nghién cru d9 dap (rng (néu co
thd). Cac mAu phai duge nudi cdy nhan tao. Céc quy trinh chuéin bi mAu nudi cdy nhén tao dugc néu
trong Phy lyc C. M3i kidufloai dugc nudi cdy véi mot chiing khac.

Chudn bj téi thidu ba mizc cho mBi loai bao gdm it nhat mot mirc kidm chimg am, mét mec thép va cép
mirc cao hon. Tét nhét, mérc thép 1a mirc phat hign Iy thuyét (tir 12 0,7 cfu/phén méu thir) va mizc cao
hon la mirc chi trén mirc phat hin 1y thuyét (vi du: 1 cfu @én 1,5 cfu/phn mAu thiz). It nhAt mirc thép
¢An c6 4 phyc hdi ting phén theo phuong phap chudn (46 phuc hdi timg phan & mirc th&p can trong
Khodng tir 25 % dén 75 % s mAu duoc kidm tra). Can udc tinh mirc 4§ nhiém (triy kidm ching am). &

13
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moc kidm chirng am, cAn kidm tra it nh&t nam méu 13p lal bing c4 hai phurong phap. Déi véi mirc thi
hai (thép) (mirc phét hign Iy thuyét), cn kidm tra it nhat 20 mau I3p lai va & mirc the ba (cao hon),
phai kidm tra It nhét 5 m3u 13p lai theo ca hai phuong phap. Mic kigm chirng am khong dugre cho két
qua dwong tinh. Khi thu duoc céc két qua dwong tinh, cin 13p fai céc thyc nghiém cho tét ca cac murc.

Céc két qua thir nghiém sai lgch dwong thu duge bing phuong phap thay thé phéi dugc khéng dinh
thém (xem 5.1.3.3). RLOD phai dugc danh gi4 sau khi khang dinh.

CHU THICH 1: B4 am tét i tirmg phén, o6 thé tao va thir nghiém nhiéu mie nhiém hom.

CHU THICH 2: CAn c6 mirc nhi&m aéi vé1 LOD clia phieang phép chudn ndu phirong phép thay thé c6 LOD thép hon phuong
phap chudn.

5.1.4.2 Tinh va dién gial RLOD
RLOD duqc x4c dinh 1ty sb clia cac LOD cila phwwong phép thay thé va phuong phéap chudn:

RO Lo, ”
D=
Lo,

D4 vi m3i nhom, it nhét cac RLOD phéi dugc wéc tinh bing cach I mo hinh bd sung-logog (CLL)
vao, két hop dir liéu c6 matkhdng c6 mét cla ca hai phwong phap. Cac mirc nhiém khdng cin tinh
to&n RLOD vi ching 84 bao gém trong mé hinh két qua cac duwdng db thj xac suét phét hién so véi lidu
log (mirc nhim). M6 hinh théng ke va cac phép tinh dwgrc néu trong Phy lyc D. Cac phép tinh 6 thd
duge thye hién véi cac bang Excel® clia tiéu chudn ndy. Bang tinh Excel® d& tinh c4c gia trjf RLOD c6
s8n db tai v& midn phi tai http://standards.iso.org/iso/16140 va sau d6 chon tép RLOD. Béi véi cac
phép tinh siz dyng bang tinh Excel® nay, phéi chon "chua biét ndng d¢". Tinh RLOD; cho méi hang myc
thir i. Tém lai két qua dirgc néu trong Bang 5.

Bang 5 - Trinh bay RLOD treére va sau khi khang djnh cac két qua cilia phwromg phép thay thé

RLOD st» dyng céc két qua ciiaphwong | RLOD si¥ dyng céc két qué ciia phrrong
phap thay thé phip thay thé da khing dinh
Hang myc
(ahom) i RLOD; RLOD;
1
2
k
Két hgp

 Excel 12 vi dy v& sén pham thich hop c6 ban s&n. Thong tin dua ra tao thuan tign cho ngusi str dyng va khéng &n dinh phal
st dyng san phim nay.

14
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Giti han chip nhan (AL) d6i véi RLOD dya trén cac két qué ciia phirong phép thay thé da khing dinh
quy dinh mirc tang téi da LOD clia phurong phap thay thé so véi phwrong phap chudn khong dugc coi
18 ¢6 lién quan trong vigc xem xét tinh phti hop cho myc dich clia phwong phap. Do d6, gid tri AL s& > 1.
CAn di8n gii cho tirng hang myc.

AL d6i v6i di lisu nghién ciru cdp ddi dugc thiét 1p & mec 1,5, nghia 1a LOD dbi véi phuong phap
thay thé khéng dugc cao hon 1,5 1n LOD ctia phwong phap chudn. Gia trj LOD dbi véi phwong phap
thay thé nhé hon gi4 trj LOD clia phwrong phép chudn ludn dwec chép nhan vi didu nay c6 nghia 1
phuong phép thay thé ¢ kha nding phét hién ra mirc nhim thép hon so voi phwong phap chuln.

AL @i véi d ligu nghién ciru khéng cip déi & mirc 2,5, nghia la LOD abi voi phuong phép thay thé
khéng durgc cao hon 2,5 1an LOD ciia phirong phap chudn. Gia tri LOD i voi phuong phép thay thé
nhd hon gi4 trj LOD déi véi phwrang phap chuin ludn dugc chép nhan vl didu ndy c6 nghla 14 phuong
phép thay thé c6 kha niing phat hién ra mirc nhidm thép hon so véi phurong phap chudn.

AL khéng dugc dap (ng khi gia trj quan sat dwgc cao hon AL. Khi AL khéng dap tng, cin tién hanh
didu tra (vi dy: phan tich nguyén nhan gbc) dé giai thich vé& cac két qua quan sat dugc. Dyra trén AL va
théng tin b sung, quyét dinh xem phuang phap thay thé co dugc coi 4 khdng phit hp véi myc dich
clia nhém hodc kidu/loai c6 lién quan cin nghign clru hay khong. C4c I do chdp nhan phuong phap
thay thé trong trréng hop AL khong dép tmg phai dwgc ndu trong b4o c4o nghién ciru.

Ngoai vigc tinh RLOD, d( ligu c6 thé dwgc danh gia sir dyng md hinh x4c suét phat hign (POD) clia
AOAC néu trong Tai ligu tham khdo [14] va c6 trong cac hwéng din xac nhén gié trj sir dung clia
AOACP. Viéc danh gi sir dyng mo hinh POD c6 thé cung cAp thém thang tin v& sy teong duong cia
céc phuong phap.

5.1.5 Nghién ciru muyc tidu va loal trir
54.5.1 Chon va sb lwgng céc ching

Cn sir dyng mdt loat c4c chiing. Cc tiéu chi chon céc chling thir nghiém dwgc néu trong Phy luc E.
Céc chiing duoc sl dyng cAn dugc tinh dén nguyén téc do cita phuong phap thay thé (vi dy: dyra vao
dich cdy, da trén tht nghigm mi8n dich va phan t&). Cac nguyén tc do khac nhau c6 thé can st
dyng céc bang thir nghiém céc chiing khéc nhau.

M8i chiing duge si¥ dyng phai duge mé t cac dic tinh sinh hoa vahogic huyét thanh hoc varhogic bién
abi di truydn véi ddy di chi tiét a& nhan dang da biét. CAn wu tin sir dung c4c chiing phén Iap tir thyee
phém, thirc &n chain nudi, mdi trwdmg ché bién thye phim hozic san xudt ban diu c6 tinh dén pham vi
xac nhan. Tuy nhién, c6 thé st dyng cac chiing clia bd swu tap chiing phan I4p tir bénh vign va mai

) trwamg. Can biét ngudn géc ciia tht ca cac chiing va dugc luu gitr ndi bd (vi dy: phang thir nghiém
chuyén nganh), b steu tap chiing cdy clia quéc gia hogc qubc € cd thé dugc sie dung trong twong lai,
néu cin.
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Dbl véi phép thir myc tidu, phai thie nghiém it nhét 50 mau thuan clia vi sinh vat (dich). Vi thir nghiém
myc tidu clia cac phwong phap xac dinh Salmonella, phai thir nghiém it nh&t 100 chiing thuén ciia cac
typ huyét thanh khac nhau clia Salmonella.

Bbi v6i phep thir loai trir, phai thir nghiém it nhat 30 chiing thuan vi sinh vat (khong phai dich).

M3t s6 vi sinh vat s& kho hodc khong thé nudi cy nhw virus hodc don bao ky sinh. Trwdng hep sinh
vét dich khong thé nudi cdy dwec, cAn st dyng céc huyén phi thudn cc chiing thir nghiém bb sung &
buéc thich hgp sém nhét ciia phong phép.

CHU THICH 1: B5i véi mot 58 vi sinh vAt, 5@ rét kho dé thu duge sb lugng chiing yéu clu ddi véi céc phép thir myc tiéu va
phép thir logi trir. Trong Rhimg trrdmg hap nay, c4c bén tham gia nghién ciru x&c nhan phi théng nhét chon mot bg ching
thir nghigm.

CHU THICH 2: Céc huéng dan bdo quan va duy trl c&c ching trong cac b suu tap (nGi bd) 6 thé co trong TCN 8128
(150 11133y3,

5.1.52 Nudi cdy cic chiing dich (muc tidu)

M8i phép thir dugc thyre hign mdt 14n va chi vol phong phép thay thé (bao gbm ca burdc khing dinh
néu dugce quy dinh trong quy trinh clia phirong phap thay thé). Nusi cdy dich pha loang clia tirg
chiing thir nghigm thuan trong méi trrdng phat trién thich hgp. Chiing cdy ndy dwrgc sir dyng cho phép
thir myc tigu. Khong thém méu.

Chiing cAy thuln trong canh thang khdng chon lgc cin dugc phét trién trong diéu kign téi wu dé co
duqc mat 85 té bao cao trong pha tinh. Mire ndng dd cla chiing cdy phai cao gép 10 An dén 100 tan
50 V61 mirc phét hign téi thidu clia phirong phap thay thé dang dugc xac nhén gi4 tri st dung va phal
tién hanh tht ca cac buéc (tang sinh) da dwgc chi tiét trong huéng din ciia phuong phap thay thé. Néu
phirong phép thay thé c6 nhidu hon mét budc (tang sinh) huong dén (vi dy: déi véi cac loai mau khac
nhau), khi 66 st dyng mot buréc nghiém ngét nhét (khd khan nhét) cho toan bd c4c chiing thir nghigm.
Khi thu dwgc cac Két qua nghi ng& ho#c &m tinh, cAn 13 lai thir nghiém véi phuwong phéap chudn thi
c&n kiém tra xem c6 thé phat hign duoc v6i phurong phap chudn thich hep hay khong. Néu két qua 13
am tinh, c6 thd phai xem xét a8 I3p lai phép thir véi mat hang thyc phim b sung. N&u phurong phap
thay thé c6 ca budc khng dinh thi cac phép thir khing dinh phai bao gém trong thir nghigm cac chiing
dugc chon,

5.1.5.3 Nudi cdy céc chiing khdng phai dich (loai tris)

Mai phép thir dwoc thwe hign mat 14n va chi voi phrong phap thay thé (bao gm ca buéc khing dinh
néu dugc quy dinh trong quy trinh phwong phap thay thé). Nusi cdy dich pha loang ciia tirng chiing thir
nghiém thudn lrbng méi tredng phat trién thich hop. Chiing cAy nay duwac sir dyng cho phép thir loal
trir. Khong thém mau.
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Chiing thuan cAn cAy trong canh thang khang chon loc phai dugc phat tridn trong cac didu kién thi ru
& cho mét 46 té bao cao trong pha tinh. Néu phurang phap ndy cé bude phat tridn trong mai trurémg
chon loc treére buge phat hién thi véi cac myc dich thiv nghiém logi trir, can thay méi trudmg chon loc
béing méi trwdng khéng chon loc. Néu phuong phép thay thé cho két qué nghl ngér hosic dwong tinh thi
13p lai phép thr si¥ dung hwéng dén hoan chinh (tang sinh) cia phwong phap thay thé, tién hanh ting
sinh chon loc néu dwoc néu trong huéng dan. Néu phrrong phap thay thé bao gdm nhidu hon mét
buéc ting sinh (vi dy: i véi nhidu loai mau khac nhau) thi m8i budc can st dung tét ca céc ching
thir nghiém. Ngoai ra, nén st dyng phurong phap chudn d& kim tra cac chiing khong thd phat hign
dugc biing phuong phap chudn.

54.5.4 Bidu thj va di&n glai két qua

GCéc két qua dugc néu trong Bang 6. Phéng thir nghigm tham gia nghign ciru so sanh phuong phap cé
trach nhiém dién gidi két qua. Béo céo phai néu r5 moi b4t thwomng so voi két qua dw kién.

Bang 6 - Trinh bay cac két qua clia phép thir myc tiéu va loai trir

Visinh vat Phuong phép thay thé

Két qua thiv nghlém Két qua khing dinh

Muyc tidu (ching dich)

1

2

V...

[Loai trir (chiing khéng phai dich)

1

2

V...

5.2 Nghién ciru lién phong
524 Xem xét chung

Myc dich clia nghién ciru lién phong thiy nghiém 13 xac dinh chénh 18ch v& d¢ dap (mg gitra phuong
phap chuln va phrong phap thay thé khi duge thir nghiém bdi cac cong téc vién khac nhau sir dung
cac mAu gibng nhau (didu kign téi I4p). Céc didu kién @& tién hanh nghién ctru lién phong thir nghiém
cAn phan 4nh cang nhidu cang tt cac didu kign thudng dugc céc phong thir nghigm riéng ré st dyng
a dat durge didu kign tai 14p. Sy khéc biet gilra cAc nghién ciru 3p 001 va khong c3p a0 duge néu 16
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trong van ban, Tuy nhién, khéng dwa ra cac myc riéng nh hudng dbi véi quy trinh do va phan tich d&
1iu bj han ché. Nghién ctru lién phang dwgc phong thir nghiém té chire quén Iy.

Céc két qua (céc bang va cac phép tinh) clia cac phan khac nhau va vigc gidi thich cac két qua, bao
gdm céc két qua khac nhau, phai dwgce néu trong béo cio nghién ciru,

5.2.2 Quy trinh do

Nghién ctru lién phéng phai tao ra it nhét 10 bd d ligu hop 18 tir it nhét 10 cong tac vién. Cac cbng tac
vién phai dén tir t8i thidu nam té chir khac nhau, nhirng tét nhét 12 10 t& chirc khdng bao gdm phéng
thir nghiém 14 chirc. Téi da ct thé c6 ba bd di ligu tir mot td chirc. Cac k§ thuat vien tham gia chudn bj
mau dé ding trong nghién ciru lidn phong s& khdng tham gia vao thir nghiém cac méu nay trong
nghién clru lign phéng.

CHU THICH: C4c phng thir nghiém & céc dja didm khac nhau, nhung thugc mdt cong ty hodc vién nghién ctru, thi dugc
chép nhan Ia c4c té chtrc khéc nhau.

Quy trinh nhw sau:

—trong trding hop dbi véi phuong phap thay thé cé cac quy trinh khac nhau (tang sinh), phai chon
mét quy trinh (tang sinh), vi dy: quy trinh co thei gian & 4m ngén nhét hosic didu kign chon loc tét nhat.
Sén pham da chon phéi phit hop véi quy trinh dwge chon. Vige nay (d& chon xem Phy lyc A) duge st
dung @& chun bj cac mAu thir cAn c6 h vi khudn ndn ty nhien;

- méAu thir ndy phai dugc cdy vi sinh vat dich. Quy trinh cy méu phai phi hop véi sén phdm da
chon. C4c mu thir phal do phong thir nghiém t3 chirc chudn bj 6& dam bao sy ddng nhét gitra cac
méu st dung céc quy trinh chun bj cé trong Phy luc B va Phy lyc C;

~  phai s dyng it nh4t 3 mire nhidm khac nhau: kigm chirng &m (L) va hai mrc (L va Lo). it nhét
mdt trong sé nay s& cho cac két qua duong tinh tirng phan. Mire nhidm cAn thiét a8 thu dwoc @0
phyc hdi tizng phan phai dya trén s6 ligu nghién ctu RLOD clia phuang phép chuén trong nghién
clru s0 sanh phuong phép. Theo Iy thuyét, mire d nhidm trung binh 1 ciu/méu 1 0 @8 thu duec 46
phuc hdi tieng phan;

— mbi cdng téc vién phan tich it nhét 8 mau m I3p lai & méi mirc nhiém theo ¢ hai phwong phap, vi
vy téng cong téi thidu la 48 két qua (8 14n [3p lai x 3 mc x hai phuong phap) cho méi cdng téc vién;

~ @i v6i cac phép thiv cho két qua ciip d6i [két qua céip a1 xay ra khi bwdc ban dAu (téng sinh) 1
gibng nhau aéi véi phwong phap chudn va phirong phép thay thé], cin c6 mot mau dé thu dwgc mét
két qua d8i voi phrong phép thay thé va phurong phap chudn. Béi véi phép thiz cho két qua khdng cip
a6 [két qua khdng c3p dbi xay ra khi c&c phuong phép thay thé va phirong phép chuln bét dAu tiz cac
buéce ban ddu (tang sinh) khac nhau], cn dén cic phin méu thir khac nhau tir ciing mét mau. Mot
phan mau thir e phan tich bing phuong phép thay thé va mét phAn mau thir khac duge phan tich
baing phwrong phap chudn;
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~ dU ligu dugc bao co trong hai bang, bang d4u tién cho c4c két qua thu dugc bing phwrong phép
chuéin va bang thir hai cho céc két qua thu dugc bing phurong phép thay thé trréc va sau khi khing
dinh két qua. Néu két qua ctia phuong phap thay thé va phuong phap chuin thu dugc tir ciing mot
canh thang (téing sinh) ban dau (di¥ liu c&p 0i) thi viéc khing dinh phuong phap chuan cling khing
dinh dugc phirong phap thay thé. Trong céc truong hop phuong phap chudn cho két qua am tinh va
phuong phép thay thé cho két qua duong tinh, cAn khing dinh lai két qua dwong tinh. Néu két qua clia
phuong phép thay thé va phurong phap chufn thu duqe tir ce budc (tang sinh) khac nhau (khong cip
i) thi tat ¢ cac két qua thu dwge bing phwrong phép thay thé phai khing dinh. Quy trinh khing dinh
phai bao gém trong quy trinh nghién ctu va phdi c6 thé thu hi va khang dinh viéc nhan biét clia ching
phén 1ap dung I& dich clia phwong phap;

~ phong thi nghiém t chirc phai gilr lai canh thang, c4c dTa méi trwomg vavhosic c4c chiing phan I3p
trong mdt khodng thdi gian nhét dinh @8 ¢4 thé khing dinh két qua thu duec clia cdng thc vien, néu cin;

— méi cong tac vién phai thirc hign phan tich m&u vao ding thoi gian quy dinh;

~ trong ca hai treémg hop, viéc két hop "sé mirc nhiém/sé phan tich I3p lails cdng tac vien khong hgp
18" s8 duoc chen sao cho thu duoc it nhét 480 két qua (240 cho mbi phrong phép) str dung a8 tinh
toan cho méi phwong phap.

Phang thir nghigm 5 chire s dyng tét ca céc dir ligu ghi lai d& xac dinh két qua phii hop si¥ dung

 trong viéc phan tich dir ligu. Phdng thi nghigm t& chirc phai kidm tra dr ligu thd va thong tin cin thiét
khéc trong bang d( ligu 6é dam bdo riing tht ca c4c cdng tac vién da thyc hign phan tich bing phuong
phép thay thé va phuong phap chudn hhur da 14p thanh van ban. Khi c6 bling chirng cho thdy két qua
c6 thé dat dugc trong cac diu kign khdng thich hep vivhojic cac phwong phap khdng dugc tuan thi
nghiém ng3it thi t4t ca hosic t4t ca cAc két qua tir cdng tac vien diu bl loai ra dé phan tich tiép.

Khi nghién ctru lién phong thir nghiém két thac, t4t ca céc théng tin v& bang de ligu va két qua phai
dugc chuydn dén phdng thi nghigm tb chirc va kidm tra nhu sau:

~ b qua di ligu clia cAc cdng tac vien néu didu kign va thdr gian van chuydn ndm ngoai gisi han cho
phép (c4c gidi han v& thdi gian va nhigt dd van chuyén phai dwgc quy dinh trudrc khi van chuyén mau);

~ bd qua di¥ ligu clia cac chng tac vién nhan dugc mAwbd thir nghigm v.v... 43 bj hu hdng trong qué
trinh vén chuyén;

— bd qua dir ligu clia cAc chng tac vién s dyng cng thirc méi tnreng nusi cdy khdng phii hep voi
phuong phép (chudn);

~ bd qua de ligu clia cac 0ng tc vién néu cac cAu hdi cho théy réng phong thir nghiém da thyc hign
18ch khai quy trinh chudn holic c4c didu kién thir nghiém quyét dinh.
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5.2.3 Tinh toan va tom tat di ligu

Két qua thu duoc tir cac cdng tac vién dgc Iap trong nghién ciru lién phong thi nghiém dugc tom tt

trong Bang 7 va lrong Bang 8.

Bing 7 - Két qua duwong tinh bing phwong phap chuan

Cdng tac vién Mire nhigm
Lo Lt L2
Céng tac viensé 1 8 18° 8¢
Cong tac vien s§ 2 8 ”» ”
Cong tacviensd 3 I} 8
Vv... 8 8 ”
Téng cdng Po Py P,
= 56 Ivgng két qua clia phrrong phép chudn dwong tinh & mivc 0.
b 56 lwgng két qua clia phurong phép chudn dwong tinh & mirc 1.
< 58 lwgng két qua clia phuong phap chudn dwong tinh & murc 2.

Bing 8 - C4c két qua dong tinh (tredc va sau khing dinh) bing phwrong phép thay thé

Cdng téc vién Mrc nhigm
Lo Lt L2
Cdng téc vien sb 1 8 8> 8¢ 1’ g 3
Céng tac vién s6 2 8 8 8 ] ] 8
Cong tac vien sé 3 8 ] 1] ] 8 ]
ViV... 8 8 8 8 8 B
Téng sb Po CP Py CPy P, CP;

* 56 két qua ciia phromg phép thay thé dirong tinh & mirc 0.

® 56 két qua cia x4c djnh phuong phip thay thé dugc khing dinh & mirc 0.
© 4 két qué clia phurong phép thay thé duong tinh & mirc 1.

4 38 két qua cia phirang phép thay thé duoc khing dinh & mirc 1.

* 86 két qua clia phurong phép thay thé duong tinh & mirc 2.

1 55 két qua cla phi hép thay thé 4ng dinh & mic 2,

Tinh phan trdm @6 dic higu (SP) ciia phuong phép chudn va phuong phap thay thé, stz dyng de ligu

sau khi khng dinh, dya trén c4c két qua clia murc Lo nhu sau:

D0 dsc higu ciia phrong phép chuén:
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SPur = {1—(i]:| x 100 % (6)
N
D6 dac hiéu cha phrrong phap thay thé:
SPay = |:1—(~cl\f—°):| x100 % 7)

Trong dé:
N. 1456 phép thir Lo;
Po 12 téng s8 lugng két qua duong tinh gia thu dwoc véi cac mAu tring treéc khi khing dinh;
CPy I4 tdng s6 két qua dwong tinh gid thu dugc véi cac mAu tréng.

D6i v mdi mrc Ly va Lo, két qua clia tht ca cac cong tac vien dwec ndu trong Bang 9 dbi vai thidt ké
nghién ctru cdp dai va trong Bang 10 déi véi thiét ké nghién ctru khéng cip d6i. Bang 11 dugc chudn
bj cho c4c di ligu téng hop tir tét ca c4c cong tac vidn dbi véi nghisn ciru c3p d6i va khéng cip dél.

Bang 9 - Két qua tém tit ciia tht ca cng tac vién vé nghién civu cip déi

Két qua ctia phirong phap (chuin hojc thay thé) trén miu

Phuong phdp | Phwong phap Dién gial
chuin thay thée Khéing dinh phurong | (dya trén két qua khing dinh clia phurong phép thay
phép thay thé® thé)
+ + Khéng cin thiéte Théng nhét drong tinh (PA)
- - Khang cin thidts Théng nhét am tinh (NA)
. a Knong cdn e Sal lach 4m do két qua clia phurong phép thay thé am
tinh gia (ND)

- + + Sal I§ch dwong (PD)

IThéng nhét 4m tinh do két qué cia phuong phép thay|
thé duwong tinh gid (NA)Y

2 cackét qua clia phrong phép thay thé bao gdm khéng djnh nhir quy djnh trong quy trinh clie phurong phép thay th,

b c4c két qua clia phuong phép thay thé 8 khdng dinh 14 két qua sau Khi khing dinh thém nhw quy dinh trong quy trinh
nghién ciru x4c nhn gid tr s dyng.

© Khéng cAn phép thir khing dinh tham. Két qua clia phirong phép thay thé a2 khing dinh gidng két qua cbia phuong phap
thay thé.

< Két qua duong tinh gia (FP) phal dwgr st dyng d tinh t 1§ duong tinh gl3.
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Bang 10 - Tém tét cic két qua cuia tht cd céc cong tac vien vé nghién ciru khong cip doi

Két qua ciia phwomg phap (chudn hodc thay thé) trén miu
Phwong | Phwong phap | Khing dinh® phwong Dién giai
ehépchidn) Gyt phép thay thé (da vao két qué khéing dinh cia phuong
phap thay thé)
+ + + Théng nhét dwong tinh (PA)
+ + {Sai lgch &m do két qua ciia phuong phap tha
thé duong tinh gid (ND)®
- - - Théng nhét 4m tinh (NA)
R } " Théng nhét 4m tinh do két qua clia phwong
phép thay thé 4m tinh gid (NA)
+ - - Sal léch am tinh (ND)
R R N Sai l8ch &m tinh do két qua cira phwrong phép|
thay thé &m tinh gid (NA)
- + + Sai Igch dwong tinh (PD)
. i v_ Théng nhét am tinh do két qué ciia phuong
phép thay thé duong tinh gid
* chokbtqud y thé bao gbm khdng di quy dinh trong quy trinh ciia phuong phap thay thé.
® két qué clia phuang phap thay thé durgc khing dinh 1 két qua sau khi khang dinh thém nhur md ta trong quy trinh
cla nghién ciru xéc nhén gia tr si dung.
© céic két qua duong tinh gia (FP) nay phai dug sir dyng aé tinh ty I8 duong tinh gia.

Bang 11 - Théng ké céc két qua déi véi tht ca céc cdng tac vién thu dugce véi phwong phap
chuén va phuong phép thay thé véi mike L, hojic L,

Két qua ciia phwong phép chudn | Két qua cua phirong phap chuén
dwong tinh &m tinh
(R¥) (R
Kég‘ qud clia phrrong phap thay 4 A
thé duong tinh (A+) Duong tinh phit hgp (PA) Sai lgch dwong (PD) -
n;'éét qua clia phuong phép thay +- -
S o (4} Sai léch &m (ND) Am tinh phir hop (NA)

Dua trén d@ ligu théng ke trong Bang 11, tinh gia trj d9 dap (g clia phurong phép thay thé (8) va cia
phuong phap chudn (9), d6 dung twong déi (10) va ty 16 duong tinh gid d8i vél phuong phép thay thé
sau khi khang djnh thém céc két qua (4) nhw sau:

D4 dép (rng clia phurong phép thay thé: SEg =
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; X PA +ND)

D9 dap (ng clia phwong phap chuan:  SE; 2 CAHND) 100 % 9

) dap (rng clia phuong phap = artpern <% ©

B9 ding twong dbi: RT = w X100 % (10)
. ok FP

Ty 18 durong tinh gia aéi vl phwong phép thay thé: FPR = ® x100 % (11)

Trong dé: N Ia tdng sé m&u (NA + PA + PD + ND) va FP 1a c4c két qua dwong tinh gi. Céc phan gidi
thich tir viét tht Guoc sir dung, xem Bang 9, Bang 10 va Bang 11.

Céc két qua clia phirong phép thay thé da khng dinh phai dugc sir dung a8 xac dinh xem két qua ciia
phuong phap thay thé c6 twong thich véi két qua ciia phuong phap chudn hay khong.

5.2.4 Giai thich dir llgu
5241 Nghién ciru cip doi

B4i vél nghidn clru cdp d8i, tinh chénh [gch gitra (ND — PD) va tdng clia (ND + PD) déi vol mirc c6 60
thu hdi tirng phan(L; va c6 thé Lz). Cac gia trj tim thdy ddi v&i (ND - PD) va (ND + PD) khéng dugc
vuot qué gioi han chép nhén (ALs) néu trong Bang 12 véi sé phong thiy nghiém tham gia (Mab).

Bang 12 - Gi&i han chip nhan dwec dél v thiét ké nghién ciru cip 4ol
lién quan dén s6 lwgng phong thir nghigm hep tac

Nos (ND - PD) (ND + PD)
10 3 4
1 4 4
1286013 4 5
14 dén 16 4 6
17 4 7
18 5 7
19 dén 20 5 8

AL khéng dap (g dwoc khi gia trj quan st cao hon AL. Khi AL khong d4p (g durgc, can tién hanh
Gidu tra (vi dy, phan tich nguyén nhan gbc) d& cung cép i gidi thich v& cac két qua quan sét dugc.
Dira vio thong tin AL va thdng tin b sung, quyét dinh xem phwong phép thay thé c6 dugc coi 1a khong
phit hep v&i myc dich hay khéng. C4c Iy do chdp nhan phuong phép thay thé trong treong hep Al
khéng dap Umg duoc thl phéi dugc néu trong bao c4o nghién ciru,
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5.2.42 Nghién ciru khdng ciip ddi

B6i voi nghién ctru khéng c3p déi, tinh chénh Igch gitra (ND - PD) voi murc thu hdi tirng phan thu
duqe (Ly va c6 thé 14 L), Gia tri quan sat dwec dbi véi (ND ~ PD) khdng duoc cao hon AL. AL duoc
x4c dinh 13 [(ND - PD)may va duoc tinh theo mirc ¢o dg thu hdi tirng phén thu dugc nhu mo ta dudi
day slr dyng ba tham sb sau:

= ;; 12

Trong d6:

Py = s8 mAu c6 két qua duong tinh thu dugc bing phuong phap chudn & mure x (Ly hodc Lo) déi
V6 14t ca c4c phong thir nghiam;

Ne = s8 mAu thiv nghiém & murc x (Ly hodic Lz) thu dwoc bing phuong phap chuln clia tht ca cac
phang thir nghigm.

C

(pH)a= : (13)

Trong dé:

CPx = s6 mAu cb két qua dwong tinh da dugc khéng dinh thu dugc bing phuong phép thay thé &
muzc x (Ly ho3c L) i véi tht ca cac phong thir nghigm;

Ny = s6 mAu da thix nghiém & mirc x [L1 hodc Lo) theo phurong phép thay thé dugrc thiec hién tai tat
¢4 cac phong thir nghigm.

(ND - PD)nsc = /3N, X (P +(PH)at ~2{(P)g X (P¥)a))

Trong d6:

N, = sb mAu a3 thir nghigm & mirc x [L1 hojic Lz) bing phirong phap chudn duge thyc hign tai tit
c& cac phong thir nghiém.

AL khong dap &rng duoc khi gia tri quan sat cao hon AL. Khi AL khéng dugc dap (g, cin tién hanh
didu tra (vi dy, phan tich nguyén nhan géc) dé cung cAp i gidi thich v& cac két qud quan sét dugec.
Dyra véo théng tin AL va thong tin bd sung, quyét dinh xem phrong phép thay thé cé duqc coi la khéng
phi hgp véi myc dich hay khdng. Céc Iy do chdp nhan phuong phép thay thé khi AL khng dép tmg
duwoc phai néu trong bao cao nghién ciru.
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5.2.4.3 Si¥ dung mirc phat hi¢n twong déi

Ngoai ra, d6i voi nghién ciru c3p ddi voi ca nghién ctru khong cap déi, cing cn danh gia chénh léch
cac mirc phat hién (RLOD) gitra cac phong thir nghiém. Thuc hign viéc danh gia nay theo Phy luc E. Vi
chua dd kinh nghiém vé dién gidi két qua theo phirong phap nay nén két qua dugc sir dung chi d&
tham khao.

Ngodi ra, d@r ligu c6 thé dwoc danh gia st dyng xac xuét mé hinh phat hign (POD) néu trong Tai ligu
tham khao [14] va c6 trong huréng dén dénh gia trong tiéu chuAn AOAC 1. Danh gla siv dung mb hinh
POD c6 thé cho thdng tin bd sung v& 46 twong duong clia c4c phurong phéap.

6 Céc phwong phap djnh lwong — Quy trinh k§f thuat vé xac nhan gia tri str dung

6.1 Nghién ctru so sanh phwong phép

6.1.1 Xem xét chung

Nghién ctu so sanh phuong phép & mot phan cilia qua trinh xAc nhan gia trj siv dyng dugc thyc hign
trong phong thi¥ nghiém td chirc. Nghién ciru nay gdm c6 bén phan:

— nghién ciru so sénh c4c két qua clia phuong phép chuln véi két qua ciia phurong phap thay thé véi
nhidu thé logi m&u bj nhim khac nhau (nhi&m ty nhién va/hogc nhiém nhan tao) (cdn goi 14 nghién ctru
49 dang trong d6i).

— nghién ctru so sanh céc két qua cha phirong phap chudn v6i két qua cla phuong phép thay thé
trong cac mAu nhiém nhén tao, sl dung cc phép I3p lai clia tirng logi san ph&m trong mdt nhom. DI
ligu dwgc phan tich st dyng cAch tiép can so a& a9 chinh xac (AP) (con gol Ia nghién cieu AP).

- giti han clia nghién ctu dinh lrgng (LOQ) clia céc két qua clia phuong phép thay thé trong cac
méAu nhidm nhan tao s dyng cac phép I3p lai clia tirng mat hang san phdm trong mot nhém. D lidu
duqc sir dyng dé tinh LOQ clia phwrong phép thay thé. Nghién ctru nay chl thyc hign 86i véi cac
phuong phép cdng cy (nghfa & phuong phap khéng dia trén sb dém khudn lac riéng rs).

~ nghién cieu myc tidu/loai triy clia phwrong phép thay thé.

Cc két qua (cac bang va cong thivc tinh) cla c4c phan khac nhau va cac dign giai cac két qua, bao
gbm céc két qua khong phis hop, phai e néu 16 trong bao céo nghién ctu.

6.1.2 Nghién ciru 49 diing twong dél

Nghién ciru ¢ ding tuong déi 1a nghién ciru so sénh gitra cac két qua thu dugc bing phwong phép
chufin va két qua clia phuong phép thay thé. Nghién ciru ndy dugc thyc hign sir dyung cac m&u nhidm
ty nhién va/hoc nhidm nhan tao. Cac nhém, kidu/loal va mat hang khac nhau duge thir nghiém vé
muyc dich nay.
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6.1.2.1 Chon céc nhém dé st dyng

Viéc chon.cac nhom va kidufloai st dung trong x&c nhan gia trj st dung phy thudc vao kiduflogi hodc
nhém vi sinh vat va pham vi danh gia.

Néu phuong phap nay dugce ap dung cho nhidu loai thyc phim thi phai nghién ciu it nhét 5 nhém
thiee phdm. Béo céo nghién ciru xac nhan phai néu ré cac nhom thye pham dugc st dung trong
nghién ctru. Néu phuong phéap ndy dugc xéc nhn gid tr st dung cho mdt sb Ieong han ché céc nhém
thiec phdm, vi dy: "san phim thit 3n ngay, xi Iy nhiét trwéc khi an" va "sira ché bién nhit va cac san
pham sira", khi 6 chi c6 thé nghién ctru cac nhom nay. Ngoai cac nhom thirc phdm, cac mAu thirc &n
chan nudi, mau méi trwomg va mAu trong giai doan san xuét ban dAu c6 thé dwoc duwa vao lam cac
nhém b sung. Didu nay s& mé rgng pham vi st dung clia phuong phap thay thé cho cac nhém bd
sung ndy.

D6l vi tét ca cac nhém duge chon (thyre phdm va nhirng san phim khac), it nhat phai ¢ ba loai khac
nhau cho mi nhém dugc dua vao nghién ctu. Phy lyc A dua ra tdng quan v& céc kidulloai va cac
nhém lién quan cho mdi logi vi sinh vt c6 thé lién quan dén viéc xac nhén gié tri st dung. Phy lyc ndy
can dugc st dyng d& tao didu kién cho viéc chon cic kiduloai va cac hang myc san phim cho loai vi
sinh vAt 6 lién quan. Viéc nay khdng phai 14 la chon bét bude.

Khi chon mAu @& nghién ciru, wu tién cao nhét Ia tim nhirng mé&u bj nhiém ty nhién. Néu khong c6
duoc di s6 méu nhidm tw nhién thi co thé ding mau nhi&m nhan tao (xem Phy lyc B va Phy lyc C). D6
13 mong muén réing cac mau thye phim dén tir dai nhim cang rong cang tét d& gidm sai léch bat ky so
v6i mAu thyrc phdm cyc bd va m& rong pham vi xac nhan.

Cn dam bdo réng voi vidc chon cac loai ndn mAu c6 hg vi khudn cao va thép (tw nhién) khac nhau, cac
kibu/loal stress khéc nhau do ché bién va nguyén ligu thd (chwa ché bién) duec dua vao nghidn cieu.

VIDY: B4 xéc nhan gié tr si dung phuong phép dinh lugng Listeria monocytogenes va nhom thyc pham "san pham thit &n
ngay, xU Iy nhigt treéc khi &n" céc loai thirc phdm c6 thé 14 (1) cac san phdm thit ndu chin (hd vi khudn nén thp, tre ché
nhigt), (2) c4c sén phdm thit 1&n men hoc sdy khd (he vi khudn ndn cao, (e ché pH) va (3) san phim a2 xi Iy (xdng khoi) (aw
<0,92) (hé vi khudn ndn trung binh, awic ché).

Vi dy, trong mét sb treeng hep, a6l voi phuong phép thay thé co thé &p dung cho nhidu logi thuc
ph&m, c6 thé két hop cac nhom “4n ngay" va "nguyén liu” tir ciing mot nhom san phdm. Vi dy: cac
nhém thit nguyén ligu va san phdm an ngay vao mdt nhém, cb ba kidufloai dwec chia thanh cac loai
nguyén lidu va &n ngay. Viéc chon (két hep) cac nhém thye phim phai dya trén phan tich nguy co.

6.1.2.2 S6 lwgng miu
Béi v&i méi nhom can dugc kiém tra, ti thidu phai thir nghigm 15 mAu va It nhét phai sk dyng ba

kidwloai trong nhom @6. BSi vai mbi loai, phai thir nghiém It nhét 5 mAu dai dién cho loai nay. Bidu nay
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déin dén t6i thidu 15 m3u cho mai nhom dang dugc thir nghiém bang céch str dung téi thidu ba loai
khéc nhau. Cac méu can nhigm & mirc dai dién v& bién thién tw nhién cla mérc nhiém. TAt ca cac mau
két hop phai bao gdm pham vi ndng 4 thudmg théy ddi véi logi vi sinh vét duoc st dung.

Mot 6 mBu bj nhigm ty nhign o6 th chira s lugng cao chat phan tich dich va diéu nay c6 thé lam kho
khain d& co dugc dai ndng 9 nhidm yéu cAu. Trong treng hop nay, miu bi nhigm ty nhién c6 thé
duwoc "pha lodng” véi cac nguyén ligu khdng bj nhiém cla cing mot mat hang sn phém.

Céc phuong phép chudn va phuong phap thay thé phai dugc thyre hign voi cung mt mu cang chinh
Xac cang tét.

6.1.2.3 Tinh va dién glai nghién ctru 49 ding twong aéi

Céc két qué thu dugc duge phan tich st dyng phirong phap Bland-Altman . V& dd thj di liéu tirng
méu cho m8i nhém va cho méi mAu trong tat c& c4c nhém va vé dudng nhan dang trén d6 c6 tAt ca
cac diém néu hai phuong phap cho két qua gidng nhau ddi véi tirng mAu phan tich. Hinh 1 cho thdy vi
dy v& mot nhom cu thé. D5 thj clia mdt nhom cy thé cn cho thy cac két qua ciia méi loal dugc thiy
nghiém biing mat bidu trong khac bigt. DS th ciia tht c& cac nhom cn cho théy cac két qua clia tirng
nhém thir nghiém v6i mét bidu trong khéc bigt. Didu nay cho phép danh gid tnyc quan nhanh v muic
d9 ma hai phuong phép (khang) théng nhét. Néu két qua bét ky (clia phrong phép chudn hoic
phurong phép thay thé) nédm duwdi gisi han dinh lugng thi de ligu phéi duqc vé biing cach st dyng gia
tri thay thé clia 1 logro nhd hon gid trj quan sét théy trong trwmg hop gié trj thdp hon (vi du: < 2 logr
Gon vi s8 Gugc sira ddi dén 1 don vi logro). Twong tw, gia tr bt ky e hon giéi han trén cin sira bing
c4ch thém 1 logso don vi niva (vi dy: > 6 logio don Vi s& dugc stra ddi thanh 7 logso dom vi). Vi dy, két
qua clia phrrong phép chulin 2,54 logio cfulg va két qua ciia phuong phap thay thé < 2 logyo cfulg s&
dugo vé trén b thi I 2,54 88i véi phrong phép chuan va 1,0 di véi phuong phap thay thé. Theng tin
(dya trén didu tra, vi dy: phén tich nguyén nhén géc) c6 thé dugc néu trong béo céo nghién ciru dé
giéi thich v& cac phét hign khi mdt trong nhing phurong phap dua ra mot két qua dudi mirc gisi han
dinh lgng. ’

Céc gié tri stra ddi nay s& khong dugc sir dyng dé tinh cac dir ligu dugc trinh bay trong Béng 13,
nhung phai dwgc bao gdm trong db thi vé chénh l&ch (xem Hinh 2).
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Logus cfulg phirong phip thay thé

Loguchulg phirong phip chuln

Hinh 1 - B4 thi ciia két qua phwong phap chuin so véi phwong phép thay thé
@i v&1 mét nhom san phim riéng ré

Xac dinh gia trj trung binh ciia mdi cZp di ligu va chénh léch gitra cac gia trj nhu trong Bang 13 va vé
ab thi (xem Hinh 2) cho mi nhom va cho tAt c& c4c nhom @& minh hoa mirc @0 sai léch va s thiéu
ddng nhét ctia dir ligu. Hinh 2 cho thdy dwdng nhn dign (chénh lgch zero), dwong cla d§ chéch va
gii han d§ tin cay (CL) trén va dwéi 95 % cla d§ chéch.
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Bang 13 - Két qua théng ké déi véi tit ca cc nhém

Nhém Kiéuft Miu Logs cfu Trung binh Chénh léch
oo Phuong phap | Phrong phap
chuén thay thé
1 1 1 R1 Al (R1+A1)2 [ D1=A1-R1
2 R2 A2 (R2+A2)2 | D2=A2-R2
3 R3 A3 (R3+A3)2 [ D3=A3-R3
4 R4 M (R4 +A4)2 | D4=A4-R4
5 RS A5 (R5+A5)2 | D5=A5-R5
1 2 6 R8 A6 (R6+A6)2 [ D6=A6-R6
7 R7 AT (R7+A7)2 | D7=A7-R7
8 R8 A8 (R8+A8)2 | DB=A8-R8
9 R9 A9 (RO+A9)2 | D9=A9-R9
10 R10 A10 R10+A10)2 P10 = A10-R10
1 3
Trung binh nhém 1 En
D9 lach chudn ciia nhom 1 so1
x4 Rx Ax (Rx+Ax)2 | Dx=Ax-Rx
Trung binh nhém x De
D3 léch chun ciia nhém x Sox
Trung binh ciia tét c& cac nhém o,
D0 léch chudn cla tét cd c4c nhom SDal

Tinh chénh léch trung binh D d9 1éch chun clia cac chénh Iéch so va céc gidi han théng nhét di voi
tirng nhém va t4t ca cac nhém s dyng Céng thic sau:

[5: T-anj' (1)
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Trong d6 n |& sb c3p o ligu, T 1a phan tram clia phan bé Student-t dbi véi xac sudt B clia déi da chon
va (n-1) bacty do, d6 1a: Ty, _

(n-1) bacty [j_z!}("_‘)
V& @ thi theo Hinh 2 cac chénh léch ciia mau riéng I¢ so véi cac gia trj trung binh trén dd thi thé hign
dudng nhan dang (chénh I&ch zero), dudng clia d9 chéch va gii han tin cay trén va dudi 95 % clia 49
théng nhét (CL) clia 46 chéch ddi voi tt ca céc nhom. Bidu ndy minh hoa d6 chéch va (mirc d6 thiéu)
s théng nhét cla div ligu. Hinh 2 cho thdy bidu db déi v&i tirmg gia tri cling v&i dwdng nhan dang
(chénh léch zero), dwdmg dd chéch va cac gi6i han df tin cdy trén va dudi 95 % cla 89 chéch.

| ]
a0t —t
+ - = L S . »
£ A Barhin," o |
3 o o = ¥ ohém2
3 . *, Py Ca 3= A nhoms
T esr o) - + nhém4
E - nhéms
%’ a0t - tuybn nh (69 chich)
& 1 . ~tuyén tinh (gi6A han trén 95 %)
E i byl o (A han S5 %)
5 -1s-
201 *
Wi

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60

Trung binh cia logy, cfulg

Hinh 2 - 3 thj chénh Igch Bland-Altman d6! véi tét ¢4 cac nhém

Céc két qua clia 6§ chénh léch va d8 thi phan tan sé dwgc gidi thich dya trén quan sét trc quan vésb
lwgng d9 chéch va két qua cyc doan. Bidu nay dugc mong di ring khdng nhidu hon mét trong 20 gid
trj d liéu s& ndm ngoai céc gid trj CL. Moi st bt ddng so vorl dy kién cin dugr ghi lai.

6.1.3 Nghién ciru 4§ chinh xac

Nghién ctru v& @9 chinh xac 13 mot nghién ciu so sanh gitra c4c két qua thu dwoc bing phurong phép
chufin va két qua clia phwong phap thay thé. Nghién ciru nay dwoc tién hanh biing cach st dung cac
mau nhidm nhan tao. Mgt kidu/loai cho mi nhém s& dugc thir nghigm.

6.1.3.1 Chon cic nhém dé siv dyng

Xem6.1.2.1.
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Déi v6i mi nhém durge kidm tra, It nhat mot kidufloai phai dugc thi nghiém, st dung 6 m&u cho méi
kidu/loai. Trong 6 sau mau, cin c hai mirc thép, hai mivc trung c4p va hai mirc nhidm cao. Cac mirc

nay phai bao gém toan b dai nhiém ciia kidu/ioai duwgc chon. DI véi mdi mAu, phéi str dung 5 1&n lap
lal cho 5 ph&n mau thir khac nhau tir cling mot mau.

CHU THICH: Sau méu cé thé khac nhau thudc ciing mdt kiduloal, nhung khong nhét thi 14 cling mdt mat hang. Vi dy, mot
miu cé thd 1a stra bot dl bdo, mAu khéc 12 thirc & edng thirc danh cho té so sinh thuge ciing mat logi thyrc phdm (san phim
st bat), nhung khong ciing mdt mét hang thye phdm (xem Phy lyc A).

6.1.3.3 Tinh va dién gidi vé nghién ciru 49 chinh xéc

L4p bang cAc két qua nhur trong Bang 14 dya vao sb dém log duwgc chuyén ddi.

Béng 14 - Két qué cua nghién ctvu a9 chinh xac (finh biing log1o cfulg)

Nhém

Kidu/
loai

Hang myc
(mrc)

Phuong phap chudn

Phurong phap thay thé

tp.21
(xi

tp.2
(x2)

tp.3
(x3)

tp.4
(xe)

tp.5
(xs)

tp.1
(1)

tp.2
(y2)

tp.3
(v3)

tp.4
(ve)

tp.5
(ys)

Nhém 1

Kiéu/
loai 1

Mau 1 (th4p)

M3u 2 (thdp)

Méu 3 (trung
binh)

Méu 4 (trung
binh)

Méu 5 (cao)

M&u 6 (cao)

Nhém x

Kidu/
logi x

Mau1-6

2 tp. = phén miu thir
® (x3) = két qua this nghign logto Gla phuromg phép chun (x) adi voi cac phin mu thir i 1 8én 5.
© (ya) = ké qua thi¥ nghiém logro clia phirong phép thay thé (y) ddi véi céc phdn méu thir tir 1 ¢én 5.

D0 chinh xAc dugc si dung @8 kidm tra yéu cAu ring phuong phép thay thé cho két qua déi véi méu
khéc véi gié trj thu duge biing phwrong phap chuin nhé hon mét tidu chi chép nhan cy thé, Quy trinh

clia @9 chinh xac dugc gidi thich chi tiét hon trong Phy lyc G.
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Ky hiéu sau dwgc st dung: i d& cap dén mau va q 1a sb lwgng m3u (1 < i < q); j 6 cap dén cac phan
miu ther va n 13 sb lugng phén mdu thkr (1 < j < n). Cac phép tinh dwgc thyc hign cho méi
nhém/kiéufloai theo trinh tyr c4c thao tac sau:

- X3, két qua thir nghigm da chuyén abi logso ctia mau i di véi j13p lai voi 1 < i< qva1<j<n siv dung
phurong phap chun;

- ¥i, két qua thir nghiém da chuydn ddi logso clia mAu / 38 nhan ban jv6i 1 <i< qva1<j<n st dung
phuong phap thay thé.

D6l voi tirng hang myc mau hodic mAu, cac phép do dugc thc hién trong cAc didu kign I3p lai cho ca
hal phirong phép, céc gi4 tri i ugc coi 1a phan bd chudn. Khodng dung sai dy kién B(B-ET1) clia cac
gid trj yi dugc tinh theo Tai ligu tham khdo [8]. Gia st réng d6 Iéch chudn két hop co thé tinh dwge cho
t4t ca cac mlu hang myc.

Gi6i han chip nhan dwoc dat &: AL = £ 0,5 logse don vi. Didu ndy dugc thd hign nhi chénh léch gitra
phuong phap chudn va phurong phép thay thé.

Buoc 1: B véi mdi méu i, tinh gia tr trung binh X theo trung binh clia cac sé chuyén dbi logro thu
dugc béing phrrong phap chuln, x;. CAc gia tri nay Ia cac gié trj clia phuong phap chuln clia cac mau
X&c nhan gié frj st dung:

Xi = trung binh (x;) (16)

Buéc 2: DS voi ting méu J, tinh gié trj trung binh ¥ theo trung binh clia cac sb chuydn @i logro thu
dugc béng phuang phap thay thé, y;. Cac gia tri nay 14 cac gi i thay thé clia c4c méau xac nhén gié tri
st dyng:

Yi = trung binh () n

Buée 3: Dbi voi mdi mAui, tinh d8 léch chudn suy nh sau: sau =

(18)
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va

(19)

Buérc 6: DSi voi ml méu i, tinh do chéch tuyat ddi theo chénh Iéch clia cac trung binh tinh dugc déi
véi ¢4 hai phwong phép B; = ¥; - X.. Day la wérc tinh 49 thiéu chinh xéc clia phirang phép thay thé so
v&i phurong phap chudn.

Buée 7: BGi véi ting mAu , tinh cac giéi han B-ETI. Bay 12 khoang ma ty 16 dy kién clia cc két qua
trong twong lal & giam 14 B. D8i véi mdi méu, B-ETI duwge bidu thi nhie sau:

[B, +T5, ’1+1] (20)
n

Trong d6 T la phan tram clia phan bd Student- d8i voi B xac suét da chon va q - (n - 1) bdc ty do
(24 trong cai dat khdng yéu cdu), 46 la: T(H,} - V6i myc dich clia tigu chudn nay, § 1 80 %. T 12
8) g (n-t
2

hé 6 phii ciia B-ETI ciia m&u x4c nhan gi4 tri sir dung. Didu nay xac dinh gi6i han trén Ui va giéi han
du6i L

U= B+T 50, 1+% VaLi=B-Ts, 1+% @1)

Buéc 8: DAl véi mdi nhom, 18p bang cac gia tri chanh léch tinh dwgc cho cac m3u nhu trong Bang 15.

Bang 15~ Thé hién céc két qua théng ké ctia nghién ciru so sanh

Glatr | Glatr
Nhém | Miu |trung tam|trung tim|ps chach ﬁfn 1 gfgl' AL trén | AL dwol
(chudn) [ (thay thé)

Nhom1 | MBu1 Xi vi 8i ui L +AL AL
Miu 2
Miu3
Miu 4
Mau s
Miu 6

Dyng db thi clia cac két qua tinh dwgc nhw sau:
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~ tryc hoanh la céc gia trj chuén X, tinh theo cac don vi logso;

~ tryc tung 14 d6 chéch, cac gidi han chp nhan va gisi han khodng dung sai Ui - X va Li - X tat ca
tinh baing don vi logio theo chénh léch gia tri chudn twong mg clia mAu.

V& bidu db nhw vi dy néu trong Hinh 3. Céc giéi han khoang dung sai trén va duéi duoc néi thanh

dwdmg thdng d& ndi suy cac gidi han giira cac mire khac nhau clia cac m3u x4c nhan gié tri stz dyng.

Budng ngang thé hign cc gia trj chuln thu dugc véi phuong phap chudn. Chénh léch gitra céc gia tri

chuéin va cac murc nhidm trung binh duwoc thé hign bing cac déu chédm mau den. BAt cir khi ndo khong

c6 A6 chéch, cac gia trj thu hdi nay nim trén dueng tham chibu ndm ngang. Ngoal ra, cac gi6i han
~ chép nhan dugc thé hign béing hai dwong ngang dirt va gii han B-ETI 1 cac duong vach lién,

g - Bochuch
5 400 —BE1
Q ==AL=+/-05

Trung binh chudn

Hinh 3 - Vi dy vé d6 chinh xdc déi véi mdt nhom trong nghién ctu so sanh phwong phap

Néu déi véi tét ca i trong a0 chinh x4c Ui s AL va Ly > — AL thi phwong phép thay thé dugc chép nhan
1a twong dwong véi phong phap chudn a8l véi cac nhom rieng I8 va cac nhom két hop.

Néu bét ky gi¢i han trén hodc giéi han dudi vt qua giéi han chdp nhan va d9 léch chudn,
Srer> 0,125 thi thire hign quy trinh danh gia bd sung sau day:

Buwére 9: Tinh c4c giéi han chdp nhan m&i theo ham ciia d Iéch chudn: ALs = 4 - swr. Néu dbi voi tht
¢ i trong d§ chinh xac U < AL, va L 2 — AL, thi phirong phép thay thé dugc chép nhén ia trong
duwong v&i phirong phéap chudin ddi voi kiéwiogi va nhom két hop da néu.
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CHU THICH: Néu Swr < 0,125 th gi6i han chép nhan méi s& nhd hon hojc bing 0,5. Danh gié 14n thir hai cdn cho két qua
twong ty nhs trong tndng hop trube d6.

Phuong phép thay thé dugc chdp nhan 14 tvong duong voi phurong phap chudn néu twong duong voi
tht ca cac nhom riéng I8 va cac nhém két hop. Vi dy vé vic st dung d9 chinh xac dwgc néu trong Phu
lyc H. Can diéu tra (vi dy, phan tich nguyén nhan géc) dé gidi thich cac phat hign khi céc phrrong phap
khong tong duong déi véi cac nhém rigng 18 hogic c4c nhém két hop. Dyra vao cac didu tra, quyét
dinh xem céc phuong phép dugc coi la twong dwong hay khdng cho mét nhém hodic cac nhém c6 lign
quan. Két qua déanh gia phai dugc néu r5 trong béo c4o nghién ciru.

D61 voi viée tinh toan d9 chinh xéc, cb sén bang tinh Excel® tai: http://standards.iso.org/iso/16140 va
chon t4p tin AP cho nghién ctru so sanh phwrong phép.

6.1.4 Giol han nghién ctu dinh lwong
6.1.4.1 Xem xét chung

Db voi mot sb phwong phép thay thé, nén xac dinh gi¢i han dinh Ivgng (LOQ). LOQ chi ¢4 lién quan
khi quy trinh do clia phuong phap thay thé khong dia trén sb dém cac khudn lac c6 thd nhin thy
duoc ciia vi sinh dich va do d6 phai x4c dinh trong nhirng triémg hep nay. Céc vi dy vé cac phuong
phép ma LOQ c&n dwgc x4c dinh 12 do tinh ddn dién hoic huynh quang lién quan dén sy phét trin
clia vi sinh vat.

6.1.4.2 Chon nhém dé si» dyng

Chon ciing c4c nhém va céc kiduflogi dwoc sir dung trong nghién clru 48 chinh xé4c (xem 6.1.2.1 va
6.1.3.2).

6.1.43 Sb lwvong miu

Néu LOQ cn dugc xac dinh thi cac mau trdng dugc kiém tra dbi véi mdi nhomikiBulloai duge sir
dyng. Nhizng mAu trdng ndy dugrc st dung a8 xac dinh gi¢i han dinh lrgng clia phurong phép thay thé.
Phéi sir dyng it nhét 10 phén mAu thr tir ciing mot mAu. Kiém tra cac phin mAu thir v6i phuong phap
thay thé.

6.1.4.4 Tinh va giéi thich giéi han ctia nghién ciru djnh lwong

10 két qua cho mdi nhomvkiéufloai dwgc st dung d& wéc tinh d6 léch chudn ngudng hodic 6 léch
chudin dwdng nén. Tinh d8 léch chun sy clia n két qué nhu sau:

! I.i‘(y,—?)’ @)
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Trong do:
n 14 tbng s6 phan mAu thir dwoc st dung;
¥ la két qua chuyén ddi logio clia phan mau th j;

y 12 két qua trung binh chuyén ddi logio clia 14t ¢ cAc phan mau thir.

Gi6i han dinh lwgng dugc tinh béng LOQ = 10 so.
6.1.5 Nghién cipu muyc tiéu va loai trir

Phép thir myc tidu va loal trir khong bét budc dbi véi cac phrong phap dém téng quat nhu dém dla
tdng sd (TPC), phirong phap @ém ndm men va ném méc (¥ & M). Thir nghiém nay can thiét cho cac
phuong phap dém duoc thiét ké cho cac vi sinh vét cy thd (vi dy: Listeria).

6.1.5.1 Lya chon va s6 lwgng céc chiing thir nghiém

Phéi st? dyng mt dy cac chiing. Céc tigu chi lya chon cac chiing thi nghiém duge néu trong Phy lyc E.
Céc chiing dugc st dyng phai tinh dén quy trinh do clia phurong phap thay thé (vi dy: nudi cdy, phan
tich mién dich va phan ). C4c quy trinh do khac nhau y8u cAu si dyng céc kénh thir nghiém cac
chiing thir nghiém khéc nhau.

MSi chiing duge si dung phal diic treng vé sinh hoa va/hodc huyét thanh hoc varhodc di truydn véi
@4y dii chi tiét nhan dang da biét. Cac ching dugc st dung wu tién phéi dwgc phan 1ap tir thiee phdm,
thirc &n chan nu6i hogic mdi trwdng ché bién thyc phdm, hodc sdn xudt ban ddu cé tinh dén pham vi
xac nhén gi4 trj st dyng. Tuy nhién, cling ¢6 thé sl dung cac chiing ciia b st tap cac chiing bénh
vign va méi tredng. Ngudn géc xuét xtr clia tt ca céc chiing phan I4p cin dugrc biét va phal duoc luu
gitr ndi bd (vi dy: phong thir nghigm chuyén nganh), b swu tép chiing céy clia quéc gia hogc quéc té
@8 c6 thd sir dyng d& kidm tra sau nay, néu cin.

B46i véi phép thir myc tidu, cAn kidm tra it nhét 50 chiing thuan ctia vi sinh vat (dich).
D4i véi phép thir logi trir, cAn kidm tra it nhAt 30 chiing thudn ciia vi sinh vat (khéng phai dich).

Mot s8 vi sinh vat s& kho hoiic khong thé nusi cdy nhie virus hodic don bao ky sinh. Trirdng hep sinh
vét dich khong th& nusi cdy dwgc, nén siv dung cac huydn phii cia cc chiing thir nghigm @& thém
chiing & buéc thich hgp sém nhét ciia phwong phép.

©46i véi mot sb vi sinh vat, s& rét kho khan 68 o6 dugc sé lugng yéu cAu clia cAc ching déi vi phép
thir myc tiéu va phép thir loai trir. Trong nhirng trudmg hp ndy, cic bén tham gia nghién clru xac
nhan phai chon mdt b cc chiing thir nghiém.

CHU THICH: Céc hudng dén a8 b3o quan va duy trl céc ching trong c4c bd su tap (dia phiromg) 66 thd dugc tim théy trong
TCVN 8128 (1SO 11133)1.
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6.1.5.2 Céc vi sinh vt dich (myc tiéu)

M8i phép thr duroc thyc hign mdt 13n va biing phuong phap thay thé, phuong phép chudn va mét logi
thach khong chon loc. Mirc chiing cdy it nhét phai cao hon 100 I3n so véi mirc ti thidu dé dinh hegng
clia phuong phap thay thé dugc xac nhan gia tri si dyng. Khi sk dung phuong phap dd dia lam
phuong phap thay thé, mirc chiing cdy phéi chiva 6 c6 th dém dugc trén dra. Néu két qué 1a 8m tinh,
6 thé xem xét d& I3p lai cac thir nghigm véi viec bd sung mét loai thyre phdm.

6.1.5.3 Cac vi sinh vt khéng phai dich (loal triv)

Méi phép thir dugc thyc hign mét 1&n va véi phuong phap thay thé va phuong phép chudn. Mirc
chiing cAy phéi twong ty nhur mirc nhiém cao nhét dy kién co trong bat ky nhém nao duwgc sir dyng.
Khdng b sung thém mau. Chiing céy thuéin cAn phat trign trong canh thang khong chon loc thich hop & cac
Giéu kién sinh trudng t8i wu it nhét 24 h va dugc pha loang dén mirc thich hop tneéc khi bt dBu thir nghigm.

Néu sinh vat khéng thé nudi cy dugr, nén pha loang huyén phi géc dén mirc thich hop treée khi sir dyng.
6.1.5.4 Bidu thj va difn giai két qua

Lép béng céc két qua nhu trong Bang 16 d6i voi cac phép thir myc tidu va Bang 17 déi véi céc phép
thir loal triv, Viéc dién gidi do phong thir nghigém phy trach nghién clru so sénh phurong phép thyrc
hign. B4o c4o cin néu 15 mol bat thuromg so véi két qua dy kién.

Bang 16 ~ Trinh bay cac két qua ddi véi cac phép thie myc tidu

Visinhvit |Phuong phap chudn| Phirong phap thay thé| Thach khéng chon loc
1
2

AA S

Vigc giai thich di ligu clia phép thir myc tiu d6i voi phurong phap thay thé sir dung mdi tredng db dia
dugc thie hién trén co s& dinh tinh. Tuy nhién, d ligu dinh lwgng cin tao thugn loi cho viéc gial thich
der ligu.

Bang 17 - Trinh by céc két qua déi v&i cac phép thir loai trir

Vi sinh vét Phwong phép chudn Phirong phép thay thé
1
2
V...
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6.2 Nghién ciu lién phong
6.21 Xem xét chung

Muyc dich cla nghién ciu lién phong thir nghiém 1a so s&nh hiéu qua ciia phwrong phép thay thé véi
phuong phap chudn do cac cfng tac vién khac nhau thye hién, s& dung cac miu giéng nhau trong cac
didu kign tai 1p va a8 so sanh cac két qua ndy voi céc tiéu chi da dugc xac dinh tredc vé chénh léch
6 thé chép nhén dugc gitra phurong phap chudn va phirong phép thay thé. Khi co thé, cac didu kien
nghién ctru cdn phan anh bién thisn chudn gitra céc pheng thir nghigm. Nghign cizu lién phong thir
nghiém do phéng thi nghiém t& chirc thidt 14p.

Két qua (cac bang va cac phép tinh) cla cac bd phan khac nhau va vige gidi thich két qua, bao gdm
céc két qua khac nhau, phai dwge néu ré trong béo céo nghién clru.

6.2.2 Quy trinh do

Nghién ciu lién phéng thir nghiém phai tao ra it nhat tam b di ligu hop 16 tir it nhét tam cdng tac
vién. Céc cong tac vién t6i thidu phai dén tir bén 18 chirc khac nhau, nhung tét hon 14 tir tam t chirc
khong bao gdm phdng thir nghiém td chirc. T8i da ba b dir ligu co thé dugrc tao ra tir mdt th chirc.
Cac kg thuat vién tham gia vao viéc chudn bj c4c mau duwgc str dyng trong nghién ctru lién phong ther
nghiém s& khéng tham gia vao phép thir cac mAu nay trong nghién ctu lién phéng thi nghigm.

CHU THICH: Cac phang thir nghigm & c4c dja didm khéc nhau, nhung thudc mot cng ty hodc vian nghién ciru, durge chép
nhan 14 c4c 18 chirc khéc nhau,

D0 chinh xac va d6 chum can duoc tinh tir mot s8 lwgng 16n cac két qua thir nghigm 13p lai. Con sé
nay phai Ia téi thiu 96 két qua dbi véi mot hang myc duge chon bao gdm tam cong tac vien, ba mirc
nhidm, hai phirong phép dinh luong (chudn va thay thé) va cac phép do iip lal, vi dy: 8x3x2x2 = 96.

Céc huong dn chung a3 tién hanh cac nghién ctu lién phong thi nghigm dugc néu trong
TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Ngudri 8 chrc chiu trach nhigm soan thio quy trinh thir nghigm va bang
der ligu d8 ghi lai tAt ¢ d ligu thyrc nghiém va didu kién thir nghiém quan trong dwgc sir dung bdi mdi
phéng thir nghiém. Mai cng tac vién cn ching t3 naing I cla minh trong viéc s dyng phuong
phép thay thé va phuong phap chuén truéc khi tham gia nghién ctwu thich hop.

Quy trinh nhu sau:

~ hang myc phi hep (48 chon xem phy lyc A) dwoc sir dyng d& chuin b| cac mAu thir nghism. Hang
myc ndy cin chira hg vi khuan nén ty nhién.

~ hang myc dugc chon cé thé dugc nudi cdy véi vi sinh vat dich. Quy trinh nudi cdy mau phai phis hop
v6i hang myc d4 chon. Cac méau phél dugc chuan bj dé dam béo sy ddng nhét gita cac méu sir dyng
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céc quy trinh chudn bj ¢6 trong Phy lyc B va Phy Iyc C. Nhin chung, méu dang 16ng (dwgc so sénh véi
mau dang rén) dm bao sy ddng nhét hon. Cac mAu phai duwgc phong thir nghigm tb chirc ddng héa.
Céc phép thir a8ng hoa va c4c tiéu chi chAp nhan dugc néu trong TCUN 9331 (ISO/TS 22117)4.

— phdi s dung it nhét ba mizc nhiém khac nhau. Ndng do chét phan tich phai dugc chon a8 bao trum
16i thiéu cac mirc thép, trung binh va cao clia toan bj dai do clia phwrong phap thay thé. Cin bao gém
thém mirc kiém chimg am.

~ céc mAu I3p duge thir nghiém bdi mi phong thir nghiém cdng téc & ba mire nhidm. T4t ca cac miu
phai dugrc ma hod mir d& dam béo ring cac nha phan tich khong bit mic nhiém ciia chiing.

~ viéc phan tich mu phai dugc thy hign tai mdi phang thie nghiém vao thei diém quy dinh.

Phong thir nghigm t& chiec st dung tét ca céc di liéu dwgc ghi lai, phai xac dinh két qua phu hep sir
dyng @8 phan tich d lidu. Phong thir nghiém b chirc kidm tra d figu thd va cac théng tin khac yéu
cAu trong bang dir ligu d& d3m bdo réng tét ca cac cong tac vien da thyc hign phan tich theo ca
phwong phép thay thé va phuong phap chudn bing van ban. Khi c6 béng chirng cho théy két qua c6
thé a4 thu dugrc trong cac diu kign khong thich hep va/oic cac phirong phap khong dugc tuan thi
nghiém ngat thi cac két qua nay hoic tht ¢ cac két qua tir cong tc vien do ddu bj loai ra d& phan tich
thém. Khdng ¢ phép thir ngoai 18 ndo dwegc thire hién trén d liéu d4 chon.

6.2.3 Tinh toan, théng ké va dién glal di ligu

Céc két qua the nghigm da chuyén dbi sang loguo clia c4c cdng tac vién khac nhau cho ca hai phuong
phép chudn va thay thé dwoc néu trong Bang 18. Ghi lai cac di ligu nhu sau:

— Xy, k8t qua thi nghiém da chuydn i sang logro & mirc i d6i véi d6 13p lai j clia cdng tac vien k véi
1<i<q,1$jS$nva 1<k psidung phuong phép chudin;

— ¥, két qua thir nghiém da chuyén ddi sang logie & mirc i d8i voi d§ Iip lai j clia cong tac vien k véi
15i<q,1<jsnva1<ks psldung phuong phép thay thé,
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Bang 18 - Két qua théng ké ctia nghién ciru lién

phong thir nghiém trén méi mizc phan tich (k)

Phwong phéap chudn xj Phwong phap thay thé yy.
Cong tac vien (i)|  Mirc (k) Két qua Kétqud
1 Tréng
2 Tréng
Vav... Tréng
[0 Tréng
Léplai 1 Lép lai 2 Laplai 1 Lip lai 2
1 Thép
2 Thép
V... Thép
0] Thép
1 Trung binh
2 Trung binh
VV... Trung binh
[(] Trung binh
1 Cao
2 Cao
ViV Cao
[0} Cao

Céc phep tinh dugc thirc hign theo trinh ty c4c thao tac bt ddu voi sy chuyén @i sang logn cla tét c&
céc két qua thir nghigm. Cac ky hiéu sau day duoc st dung: / diing dé chi mirc va q 1 sb lgng céc mike
(1s/<q);jladdlap lai va nla sé Bn I3p lai (1 </ < n); k 1a cdng tac vién va p 14 sb long cing tac vien
(1 S k< p). Céc phép tinh chi tit dwoc néu trong Tai liéu tham khao [9] ho#c Tai liéu tham khdo [13].

Buwéce 1: D8I voi mdi mare nhidm, tinh X; 14 méc trung binh téng thé clia cac két qua I3p lai dugc chuyén
sang logio thu duege béing phuong phép chuén Xy d8i véi mdu da cho. Cc gié tri trung binh nay dwoc

gén céc gia trj chuén clia cic mau dugc st dung trong nghién ciru xac nhan gié trj sir dung:
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02
XAkt
i s (23)
Buwére 2: Tinh d6i véi méi mirc i (st dung yi), d0 l&ch tiéu chuan t4i 14p sm nhie sau:
Su = osh+82 (24)

Quy trinh ndy durge md tA chi tiét trong TCVN 6910-2 (ISO 5725-2)"

Buéc 3: D6l véi mdi mirc, tinh y;, trung binh tdng thd ciia phép do dugc thyc hign bing phuong phap
thay thé.

Buérc 4: DI véi mdi mirc, tinh o chéch tuyét ddi 14 y, — X. Day I3 wc tinh d6 thidu chinh xéc clia
phurong phép thay thé so véi phurong phap chudn.

Buérc 5: DSi v6i mi mirc, tinh c&c giéi han B-ETI theo Tai liéu tham khao [12]. p-ETI 14 khodng ma ty
18 dy kién cla cac két qué sau ndy sé gidm la p.

a) voi mi mire, B-ETI ¢ thé dugc bidu thi nhu sau: y, + k. sm

Trong d6 kw biéu thi hé sb phti va sm d6 Iéch chudn ciia khodng dung sai clia mirc i 4 cho.

b) d6 1ach chuln clia khoang dung sai bing:

Sni=Spi }1+ 3 - (25)

©) hé s phi d6i véi mirci béng ku =T

Trong d6: T = T(1/2 (1- B), v), nghta 12 phn trdm phan b8 t-student, B xéc suét duge chon, p s8 lvgng
cBng tac vien, n sb 13p lai va v sb bac ty do. D8I véi tieu chudn nay thi 4= 80 %. Céc thang sb trung

2
gianG = 4 va H=3L
n-H+1 s}
1,

Séluqngbactudodu'qcﬂnhnhwsau:v= (:“;)2

H+—) 1_1

n) . _n

p-1 p.n
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CHU THICH 1: G, H va v 88 c6 céc gié tr khéc nhau cho méi m(rc | va cAn dugc 14p chi s6. Vi Iy do dé doc, chi s i khéng
dugo sir dyng & ddy.

GHO THICH 2: 58 b ti do (dof) v khdng phai & mot sb nguyén va can thiét 8 o6 dugc gia t T dbi véi (dof) khang phél s
nguyén. Didu nay c6 thé duor thye hign biing cch siv dung bng thing ké mé 1dng hoc bing cach ndi suy gitra hal gid
trén va gid trj durdi dugc Iam tron cla v.

CHU THICH 3: CAn sir dyng mot phuong phép khac dé tinh B-ETI so v6i nghién céu so sanh phuong phép (xem 6.1.3.3) do
c4c phép do dugre thee hign trong didu Kign t4i 14p lai clia nghién ciru lin phong thi nghiém va trong céc didu kign 13p lai cia
nghién clru so sénh phuong phép.

Buwére 6: D6i voi mdi mc i, tinh cac gidi han .cﬂa B-ET1 dworc bidu thi nhu sau: [}7|ikm~sm]

Viéc nay xéc dinh giéi han trén Ui va giti han dwdiLi Ui = y, —ky-Su VA Li= ¥, Ky -Sai

Buwérc 7: Dyng biéu dd clia két qua tinh dugc nhr sau:

—tryc hoanh cho céc gia trj dich X; tinh bing don vi logso;

— tryc tung cho gi4 tri 6 chéch }T,—X,, céc giéi han chdp nhan AL (2 0,50 dom vi log) va gioi han
khoang dung sai Ui— X va L — X; déu tinh bing logse 14 chénh I§ch trong ng gié trf chudn clia miu.

Céc két qua dwoc minh hoa trong @8 thi m ta d chinh xac nhur vi dy néu trong Phy lyc | (Hinh 1.2).
Bidu dd nay duoc st dyung nhu mt cang cy hd tro quyét dinh dd hoa. Gidi han khodng dung sai trén
va dudi dwge nél véi nhau thanh dwdng thing d& ndl suy cac mike chénh 1éch ciia cac m3u x4c nhan
gia trf st dung. Puemng ngang bidu thj céc gia trf chudn thu dwgc béng phurong phép chun. Chénh
léch gitva c4c gia trj chun va murc nhidm trung binh x&c dinh dwgc bdi phuong phap thay thé y, dugc
bidu thi b&i céc chédm mau den. Khi khdng c6 dd chéch, cac gia trj thu hdi ndy ndm trén dwong chudn
ndm ngang. Ngoai ra, gi6i han ch&p nhan thé hign bing hai dudng ngang bj cét ngang va cac giéi han
B-ETI Ia céc dwong ké dirt doan. Giéi han chép nhén dugc cai dat & + 0,5 logro.

Phuong phép thay thé duge col 1 twong dwong véi phurong phap chudn khi c4c gid trj B-ETI ndm
trong céc gi6i han chdp nhan déi véi tt ca cac mire nhim.

Buirc 8: Néu bét ky gia trj ndo cia B-ETI ném ngoai gidi han ch&p nh4n thi thyc hign quy trinh danh

gié bd sung. Tinh ¢ léch chudn ti 13p trung binh ciia phuong phép chun sgee= 1is§1
Qe

Buwoc 9: Tinh c4c giéi han chdp nhan moi 1a ham s cia d9 lech chudn: AL = 3,3 . srar.

Néu tht ca i trong ¢ chinh xac Ui — X S ALs va L -X; 2 = ALs thl phuong phap lhay thé duoc chép
nhan 12 twong dwong véi phuong phap chudn,
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AL khéng dép {rng khi gia tri quan sat durgc cao hon AL. Khi AL khong dugc dap (g, nén tién hanh
didu tra (vi dy, phan tich nguyén nhan géc) dé cho Idi gidi thich vé cac két qua quan sét dwgc. Dya
V&0 thdng tin AL va thang tin bd sung, quyét dinh xem phieong phap thay thé ¢ dwoc col la khong phis
hop véi myc dich clia nhém hogic cac nhém lién quan khéng. Cac Iy do chép nhan phuong phép thay
{hé trong trwdmg hop AL khéng dat yéu cAu phai dwoc néu trong bao cao nghién cleu.

D& tinh 6 chinh x4c, xem béng tinh Excel® tai hitp: // standards.iso.orgfiso/16140 va sau d6 chen tap
tin AP cho nghién ciu lién phong thir nghiém.

Mot vi du v& viéc &p dyng d6 chinh xac cho cac nghién clru lién phong thi nghiém durge néu trong Phy
lycl
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Phu luc A

(Tham khao)

Phan loai miu va cac két hop dich dé xuét cho
nghién clru xac nhan gia tri st dung

Bang A.1 dua ra viéc phan logi cac thyc phdm chi yéu dé hirong diin cac nha phat tridn phrrong phap
xéc nhan gia trj st dung phwong phép thay thé. Cac dic tinh ndi tai clia thyre pham nhu mire hé vi sinh
vat vén co, ham lugng chét béo, A6 pH, ham Iweng muéi, hoat dd nwéc va s cd mét clia cac hop chét
khang khudin c6 thé 6 anh hudmg dang ké aén két qua clia phurong phép. Do @6, tinh chét ndi tai clia
thyc phdm 63 dwoc xem xét trong pham vi ¢6 thé khi phan loai thirc phém, nhung tinh da dang clia
thye phdm sdn c6 1am cho viéc xem xét nay kho ap dung cho kiéu/loai thiec phdm vwet qua mirc.

Céac co quan quan Iy khac nhau thwéng cé nhirng yéu ciu hoi khéc nhau vé phan logi thyc pham.
Nhirng khéc biét ndy da dugc bao gdm trong phén chi thich ciia Bang A.1 cang nhiéu cang tét.
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CHU THICH 1: Mot s6 nhém hofic c4c hang muc c6 thé dugc gdp lal hodc tach ra, néu thich hop.
CHU THICH 2: Mot s cor quan quan Iy c6 céc yéu chu cy thé dé phe duygt nghién ciru x&c nhan gié tr sir dung.

CHU THICH 3: San phdm chua qua ché bién, theo quy dinh cda Uy ban Chau Au (EC) sé 852/2004, dwgc dinh nghia 1a
“Thire phém chra qua ché bién va bao gdm cac san phim da duwgc chia nhd, tach, cht, thai lat, nghidn nha, 10t da, 1am sach,
cht fia, bc v3, xay Xat, wGp lanh, dong lanh, dong lanh sau hogc r& déng". Dibu ndy khong bao gbm cac quy trinh vé sinh
theo quy dinh. Do @6, cAn phan bigt gitra c4c san pham nguyén lidu va céc sén phdm c3n dugc lam vé sinh, Do @6 c6 cac
dinh nghla khac nhau ddi véi cac san pham ché bién va chira ché bién,

VIDY: Thittwol Quy dinh cia EC No 853/2004 I thit chura qua qué trinh ndo khac ngoai b quan lanh, 1m lanh hodc déng
fanh nhanh bao gdm thit duoc goi bing chan khong hojic boc trang méi trrgmg c6 kidm soat.

CHU THICH 4: Ché bién theo Quy dinh (EC) 852/2004 Ia *BAt ky hanh ddng n4o 1am thay ddi dang k& san phim ban ddu bao
gdm gla nhigt, xdng khol, mubl, 1am chin, sy kho, ngam muél, chiét, ép dun hojc két hop clla cdc qua trinh ndy” . Cac sén
phdm ché bién c6 thé chira cac thanh phan can thidt cho qua rinh ché bién hodc tao ra cac diic tinh cy thé cho san phim.
Cac co quan c6 thdm quydn khac nhau c6 c4c dinh nghfa khéc nhau d6i véi cac san phém da qua ché bién va chira ché bién.
GHU THICH 5: San pham thit thai 14t, c&t nhd hodc thit bam (<1% NaCl hodc c6 gia vi) cAn xi¥ Iy nhigt truéc khi &n nhur tAm
gia vi, tép mudi, wdp céc loai thao moc v gia vi, hogc cc thanh phiin khac d8 cai thign d3c tinh c4m quan hodic cAu tric clia
san phim,

CHU THICH 6: San phim thit gia cAm bao gbm thit cit miéng wop mubi va gia vi, thit g4 phi 12, canh ga, nghla 1a chu trac
nguy8n ven cb hoic khong ¢4 da.

CHU THICH 7: H3i sén bao gdm nhuy&n thé hal manh v& séng va c4c loai dong vat chan bung, da gai va hai sam twong ty
séng duoi bién.

CHU THICH 8: Thyc phdm &n ngay (RTE): Thiee phm do nha san xudt cung c4p cho ngudi tizu diing trirc tiép ma khdng cin
néu hogc ché bién tiép a8 loai b hogic giam vi sinh vat c6 lién quan dén mizc chép nhén dugc.

CHU THICH 9: Thyc pham sin a8 ndu (RTC): Thyrc phdm do nha san xult tao ra cAn phai ndu hodc ché bidn higu qua 68 logi
b hokic gidm i sinh vat quan tam @én mirc chip nhan duge.

CHU THICH 10; Thyrc phdm gia nhigt lal (RTRH): Thyc phdm dugc nha san xudt to ra thich hop dé ding trye tidp ma khong
cén ndu, nhung c6 thé 1am &m treéc khi an.

CHU THICH 11: B4i v&i dinh nghla v& thirc &n chan nudi, tham khao Quy dinh (EC) No T9/373/EECS

CHU THICH 12: Nutc dugc d cdp & Bang A.1 14 nude duqce sit dyng trong qué trinh san xudt hodic cho PPS. Trong nhing
trrdng hop ndy, khdng cin loc mau.

CHU THICH 13: N&u can thir nghiém c4c c& mAu cy thé clia mdt hang myc, vi dy 375 g thit bd xay thi cin kidm tra mét quy
trinh k¥ thuat hoan chinh trong nghién ctru so sanh phwrong phap cho tréng hop cy thé nay.

CHU THICH 14: Khi phurong phép cAn duoe xéc nhén ddi vél thire &n cdng thizc cho trd o' sinh vahogic cAc logi ngli céc cho
tré so sinh chira probiotica, c4c s3n phim cb chira probiotic cAn dugc chon va dugce xéc nhan gia t sir dyng 1a mét nhém
ady ai.

CHU THICH 15: Néu nghién ctru nhém dén cac don vi hinh thanh bao tir thi bao gm ca 16 bao sinh dutng va cic bao tr.
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Phuluc B

(Quy dinh)

Thir tw wu tién siv dung cac miu nhidm tw nhién va

nhan tao trong cac nghién clru xac nhan

Phy lyc nay dwa ra thie ty wu tién va thong tin V& vigc s dyng cac loai miu khac nhau trong ca hai
nghién cru so sanh phwong phap va nghién ctru lién phong thir nghigm.

La chon thir nhét: Miu nhidm ty nhién
Méu ly twéng 12 mu bj nhidm ty nhign c6 mc nhidm sinh vt dich gin véi mc phat hign mong muén.
Lura chen thir 2: Nhiém hén hop

Néu thy méu nhidm ty nhién & mirc qua cao thi c6 thé 13m gidm ndng 60 xubng bling céch “pha
lozing" mau bj nhiém tw nhién véi mot mau trong tw c6 chira h vi sinh vat nén binh thudng. Mau hdn
hep duge tao ra cin c6 sy phan bd ddng ddu vi sinh vat dich.

Lwa chon thr 3: Mau gay nhidm nhan tao

Céc chiing dwgc st dyng cho nubi céy nh&n tao phéi duwgc phan Ip tir cting mdt mét hang (hang muyc)
va c6 tinh dén tinh da dang ty nhién clia sinh vét dich, vi dy: typ huyét thanh, kidu gen va kiéu hinh.

Mcrc hg vi sinh vat dich cAn dal dign cho mAu nhidm ty nhién thuong gép trong san phdm. Mit hang
cAn chira mdt h vi sinh v4t nén *binh thwong".

La chon thir 4: M3u chuin

Céc mau chuéin @3 dugc chirng nhan cé chira mirc vi sinh vat dich phis hop, dugc xac djnh 18 & trang
thai 8n dinh, nhung trang théi trc ché c6 thé dugc siv 'uung @& tron vao mau khi phan tich ca bing
phurong phap dinh tinh va dinh legng. BSi véi cac nghién ciru dinh tinh, viée sir dung cic mAu nay cAn
han ché khi chi c6 mét vai ching hodc typ huyét thanh ctia vi sinh vat dich c6 ngudn géc tir thyrc phim
s3n c6 @& lam mau chuén.
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Phy lyc C
(Tham khéo)

Céc quy trinh chung dé tao méu nhiém bing
céch trdn va gy nhiém nhén tao mAu thiec phdm

C.1 Yéucduchung

Phy lyc nay cung cdp céc vi dy v& géy nhidm nhan tao cac ndn miu. Cac phuong phap duoc cac
phang thir nghigm & chirc st dung khng giéi han bdi céc phirang phap duge trinh bay & day. Déi véi
vigc gay nhiém nhan tao mAu, c6 hai kha niing dugc dua ra: diu tién miu géc duwgc dat tén, mAu thém
chulin duroc g2t tén khac. Cac quy trinh gdc dira trén viéc 1am nhidm cac mau ty nhién béing chat cy
da pha loang va sau d6 luu tr mAu trong mdt khoang thdi gian dai d vi sinh vat thich tng véi cac
didu kign mdi trng clia thiee phdm. Cac quy trinh thém chuin dugc dya trén visc 4p dyng cac didu
kign trc ché c6 lién quan chét cdy da pha losing va sau d6 nuéi cy cac chiing cAy bi tre ché vao thyc
ph&m. Théng tin thém vé phurong phép luén thém chuan dugc néu trong Tai ligu tham khao [10].

Cac huéng din aéi voi cac méu méi tredng (vi dy: mau bd mit) da duge AOAC cdng bé®l (xem céc
phan 4.1.3.11, 4.1.3.3 va 4.1.3.8.2 clia c4¢ huong din).

C.2 Lam nhiém bing cich trdn
X g mAu bj nhigm ty nhién duoc tron I3n véi y g mAu khong nhigm d dat duge mirc nhiSm mong mubn,

Bao quan mAu thyrc phém trdn ndy & nhiét dé thich hep cho loai thir phdm 6. B4 cho quan thé vi
khuén can béing trong mu téi thidu 1 ngay trwérc khi phan tich,

C.3 Quy trinh gay nhiém nhén tao méu thwe phdm

CHU THICH: Trong tam clia quy trinh nay 14 dat dugc sy phyc hbi timg phén.

C.3.1 Gay nhi&m nhén tzo mAu thwe phim c6 dd 4m cao bing dich c4y vi sinh vat
Chuén bj gay nhiém thyrc ph&m bing mot mAu cAy vi sinh vat.

a) Chiing cdy dich: Nudi cdy mdt dng canh thang tang sinh khéng chon loc vé1 chiing duwgc chl dinh.
U canh thang nay trong didu kign cho ching phat trién téi wu. Dém sé lrgng phat trién cla chiing
kh&i dong.
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b) Bidu chinh nhigt 49 vi khun cach pha loang: Sau khi &, pha loang chiing khdi dong trong dich pha
loang phii hop @& dat dwgc mirc gy nhidm thyc phdm mong muén. Mirc pha loang can thiét phy
thuée vao loai thyc phdm cén dwgc nudi cdy, chiing dugc chon, mirc nhidm dy kién, mirc vi sinh vét
nén dy kién va didu kign bao quan cila loai thye phim.

¢) Uc ché nhiét: Cac chiing dugc sir dung dé cy vao thue pham c6 gia nhigt trong qua trinh ché bién
4 duqc trc ché nhigt, vi dy: & 50 °C trong 15 min, treéc khi nusi cy vao thye pham.

d) Céy vao thyc phdm: Dung pipet Idy mét thd tich da biét hoic phun mot thd tich da biét clia dich cdy
& d6 pha lodng da chon vao thyrc pham. Co thé cdy cac mau riéng 1. Ngoai ra, c6 thé tron déu thyc
pham sau khi cdy a8 ddng nhét. Lwgng dich chét cdy cang It cang tt vi né s& anh huéng khong dang
k& dén hoat 4 nuéc (a.). Nhin chung, thieng diing 0,25 mli25 g méu (1 %).

€) Tron ddu: Sau khi cdy, thuc phdm duqc trén déu & dam béo tinh ddng nhét. Néu dich cdy duoc
thém lam nhidu bwéc, cin tron déu sau méi budre.

f) On dinh mAu/tre ché: Gite thyc phdm & nhigt a6 bao quan théng thudng ciia thie phim do. Xem xét
@én kha nang phat tridn hogic kha néing séng clia sinh vt trong thdi gian leu gite nay. Lian quan dén
c4c nhigt dd bao quan khéc nhau, bao quan thyc phdm da cdy trong thi gian 18 thidu nhw duéi day:

1) Thyc phdm déng lanh: [t nhét 2 tudn & - 20 °C;
2) Thyc pham bao quan lanh: it nht 48 h & nhigt dd 2 °C dén 8 °C;
3) Thyrc phdm bdo quan & nhigt do phong: it nhat 2 tulin & 20 °C aén 25 °C.

VIDY: Thit etia cac logl hat dugc bao quan & nhigt 8 phang, nirge cam duge bao quén & nhigt a9 2 °C dén 8 °C va kem
Ianh thyre phdm duge bio quén & - 20 °C.

g) Kidm tra x4c nhan mirc gay nhidm: Néu cin, kidm tra mtrc nudi cdy sau khi cac m&u dugc bao
quan trong thdi gian &n dinh thich hgp. Néu can, chinh cic mirc nhidm d& dam bio ring da dat dugc
mirc gdy nhidm mong muén.

C.3.2 Géy nhidm nhan tao thye phdm cé d3 4m thép véi ching vi sinh vat déng khd

a) Chudin bj chiing cdy d8ng kho: CAy chiing dugc chi dinh véo &ng dyng canh thang téng sinh khong
chon loc. U canh thang & didu kign cho chling phat trién téi wu. Sau khi &, thu 4y cac té bao vi khudn
béng cach ly tam. Rira c4c té bao hai 1an béng dung dich dém pha losng v trung. Ly tm va gan tach
16p ndi phia trén. Huyén phi Iai phén sinh khdi té bao vi khudn trong NFDM 10 % v8 tring (sia kho
khong béo). Chuyén huyn ph té bao vio cac vat chia thich hgp d& lam dong kho.

b) Bénh gid mirc sinh v4t dich: Thu l4y cac huyén phir té bao déng khé vao trong vat chira v6 triing.
Nghién thil cdng ching céy déng kho @& thu dugc bot min ddng nhat tredc khi danh gia mirc géy nhigm.
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St dung phuong phap khong chon loc dé xéc dinh mirc d¢ gay nhigm va G c4c dia trong céc didu kign
phat trién t6i ru.

©) Cay chiing dong kho vao mau thyc pham dé thu dugc mirc yéu ciu: Tron 0,1 g ching cdy déng khd
v6i 10 g thyc phédm chua cdy, vi dy: trong i chét déo vé triing. Léc tii cho dén khi ching cdy duoc
phan bd déu trong méu thyc phém. Tir m&u ban déu nay, chudn bj day mau thyc pham cé ndng do
chiing déng khd giam 10 14n (vi du: 1 g mAu ban dAu + 9 g thyrc phém cling loi .v.v...) 8&n muc thich
hop. Bam bao trdn ky & mdi mirc pha loang.

d) Lwu it thre ph8m & nhiét d8 bdo quan thich hop (t5t nh&t I nhigt 40 bio quan thong thuong). D&
cho quén thé vi khudn can biing trong thyre phdm cén It nhét hai tuén truérc khi phan tich.

€) Kidm tra xc nhan mirc gay nhidm: Néu cin, kigm tra mc nugi cdy sau khi céc mAu dugc lvu gitr
trong thi gian thich hop.

C.4 Quy trinh giy nhi&m nhén tao miu thwe phim st dung quy trinh thém chudn

Céc quy trinh thém chudn véi céc budc khac nhau nhw duwi day.

a) Céy ching dich: Cdy chiing dwgc chi djnh vao éng canh thang tang sinh khéng chon lgc. U canh &
didu kign t8i ru cho chiing phét tridn.

b) Bidu chinh mirc pha lodng: Sau khi U, pha loang, cdy trong dich pha loang thich hgp cho @én khi
dat nhiét 40 yau cdu. Céc quy trinh (e ché thudng dugc thye hign trén céc ching cdy thudn voi
104 aén 105 té bao/ml.

¢) Ap dyng quy trinh trc ché: Ap dyng bién phap x(t Iy chling c4y thich hep nhe trong céc vi dy duwéi day.
VIDY 1: X Iy nhigt (v1 dy, 15 min & 50 °C) béing céch ngam trong bé & nhigt dd 64 cho.

VI DY 2: X Iy ddng lanh (vi dy, 72 h & 20 °C).

VI DY 3: Xir Iy héa chét (vi dy, i Iy & ndng d3 mubl cao hogic & pH thép).

VEDY 4: Bdo quan & 4 °C (v1 dy, ti thidu mot tudn).

Céc didu kign 4p dung (rc ché manh phy thudc vao logi vi sinh vat va tham chi 13 chiing dwgc chon.
Quy trinh G ché duoc chon can gibng nhu e ché vi sinh vat dwoc tim théy trong mAu thyre phdm
dwoc st dung dé thém chudn,

d) Panh gi4 trc ché: Hidu qua tre ché thudmg dugc danh gia bing cach dinh lugng ching cdy thuln
trén thach chen lgc va khéng chen loc. Chénh lgch trén 0,5 logio cfu/ml dugc dyr kién 12 p dung (e
ché higu qua.
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€) Bidu chinh mirc chiing cdy: Pha loing chiing cdy, néu can trong dich pha loang thich hop cho dén
khi dat dwoc mic yéu cAu dé cy vao thyc phém. Déi véi cac phwong phép dinh tinh, mre ndy phai la
murc phat hign clia phuong phap.

f) Cdy vao thyc phdm chiing cdy pha losng bing cach dung pipet 4y mt thé tich da biét hosc phun
mot thé tich da biét. Chiing cy pha loding duwyc cy vao mau bang cach phun hodic sir dyng pipet. Vigc
cély cac m&u don I& dugc chon nhidu hon, Thé tich chiing cdy cang nhé cang tét vi s& khang &nh
hieding nhidu dén hoat dd nuée. Thong thudng, str dung 0,25 mli25 g mau.,

g) Trdn dé dam bao tinh ddng nhét: Sau khi nudi cdy, m3u duoc trn ddu d& dam bao tinh ddng nhat.
Néu chiing cdy duoc thém véo theo nhidu budc thi trgn déu sau mi buéc them.
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Phy lyc D
(Tham kh&o)

Cac md hinh tinh RLOD
st dung di¥ ligu t nghién ciru so sanh phwong phap

D.1 Yéu cu chung

Giéi han phat hign (LOD) la mirc nhidm thép nhét phat hién duoc véi d tin cdy dy kién. Trong tidu
chudn nay, st dyng LODso v&i mirc nhiém dy kién 50 % két qua duong tinh. Mir phat hién twong aél
(RLOD) 14 ty 18 LOD clia phwrong phép thay thé va LOD cla phuong phép chudn. Nhw vay, phép do
nay khong phy thudc vao mirc két qua thir nghigm dwong tinh @& chon.

Bang D.1 dwa ra vi du vé dtt liu dugc sir dyng 68 tinh LOD va RLOD: mirc nhi&m, sé lugng c4c phép
thir dwgc thyc hign, sb két qua duong tinh déi véi phirong phap chuin va phuong phép thay thé. Sé
Ivgng céc két qua duong tinh dwgc mo ta bdng phan bd nhj thire. S8 lrgng CFU c6 mit trong cac
phén miu thir dwgc phén tich (theo Iy thuyét) dwge m6 t béing phan bd Poisson.

Béng D.1 - Vi dy v& di ligu sir dyng dé tinh LOD va RLOD

Nhém Mic X (cfulg) Dot Npos ref: Ppos ait
Stra va san phém sa 1 0 5 0 0
iStra va sdn phim stra 2 0,0224 20 12 10
Stra va san pham siza 3 0,037 33 5 5 5

LOD va RLOD duqec tinh tir d& ligu biing cach lign két cAc quan sat phan bd nhj thirc véi s phan bd
Poisson ciia CFU trong cac phén mAu thir béng cach &p dyung M6 hinh tuyén tinh téng quat (GML). D&
biét théng tin chung v& GLM, xem Tai ligu tham khao [11]. Cy thd'hon, md hinh dugc sir dyng a2 mot
md hinh iog-log bé sung (CLL).

d 14 mirc nhidm tinh biing CFU trén mt don vi khdi lugng ho3ic thé tich (vi dy: CFU/g) va p 1 xé4c suét
thu dugc két qua duong tinh: p = E(nes/er)

Béing cach 4p dyng ham lién két phi tuyén tinh sau, p dugc chuydn thanh tham sé 7 c6 thé dy doan
tuyén tinh ti Ind (logarit ctia nhi&m): 7= In[- In (1— p)].

Ngoai chirc nang lién két, ham dy béo tuyén tinh duge st dyng mé hinh 7 nhu ham cla Ind. £8 tinh
LOD va RLOD, st dyng cac md hinh khac nhau, Céc mé hinh ndy c6 thé dugc trang bj trong c4c goi
phin mém théng k8. V&i myc dich cia tigu chudn nay, cAc chuong trinh cy thé dyra trén Excel® dugc
tao s&n @& tinh LOD va RLOD.
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D.2 Céc mirc nhidm chura biét

Khi chua biét dwgc mirc nhidm, chi c6 thé wéc tinh tryc tiégp RLOD. Tity chon nay dwgc quy dinh trong
5.1.4.2. Khong thu dugc thong tin v& LOD. Trong treong hop nay, st dyng ham dy bdo sau:
n=an+Li+D.

Céc thong sb L) duge wéc tinh phit hep cho mirc nhidm clia mau. RLOD dwgec tinh theo cung mot
céch: RLOD = exp(- D).

Cac chi tiét ciia mo hinh duwgc trinh by trong Tai ligu tham khao [15] va Tai ligu tharh khao [16]. Trong
tidu chudn nay, rét han ché b tri phép thir d& woc tinh RLOD. Viéc b sung cac théng sé phi hop
trong phurong phap nay véi do tin cay wéc tinh clia RLOD.

D.3 Céc mirc nhidm da biét, woc lwong RLOD théng qua LOD

Khi mec nhidm (x&p xi) da biét, RLOD c6 thé dugc wéc tinh trye tiép hodic théng qua cac LOD ciia
phurong phép thay thé va phuong phép chudn. Trong tredmg hop phuong phép chuln, dbi voi mbi

nhém LOD dwgc wor tinh biing cach tinh RLOD: RLOD = %
el

M8 hinh hozic ham dy doan dworc sir dung d8 wéc tinh LOD I4: 7= a0 + £ + Ind
Trong d6:

80 = InAo (Ao 12 c& mAu tinh bing g hogic mi);

fi=InF;(F; hiéu ng nhom ciia nhém thir /);

d = mdre nhidm (cfu/g hogic cfu/ml).

Céc chi tiét clia mb hinh dugc néu trong Tai liéu tham khdo [15] va Tai ligu tham khao [16].

LOD 6uore wbe tinh nhur sau: LoD = I=P)
AF
V6ip=0,5 (vi LODso duge xac dinh). F thu dugc tir Cong thirc sau:
)
—L _(n,-y)d, |=0 (D.1)
g(exp(Aqu,)—1 Qi

Phuong phap tinh RLOD théng qua LOD cho phép danh gia cac déc tinh higu ning LOD ciia phrrong
phép thay thé.

66



TCVN 12365-2:2018
PhulucE
(Quy dinh)

Cac diém can lwu y khi chon chiing cho cac phép thir myc tidu va loai triv

E. Yéucéuchung

Phy luc ndy dura ra cac y8u cAu thir nghigm téi thidu d& st dyng chung. Vigc lya chon c4c chiing thir
nghigm, phan I6n phéi ¢6 ngudn gée tir c4c nhém duwgc thir nghiém trong nghién ciru va bao gdm cac
tinh chat da dugc cong nhén clia ching dich nhw: dic didm nhan biét da dang, vi dy sinh hoéa, typ
huyét thanh, typ thyc khudn thé, phan bd dia Iy va bat cir yéu ciu ndo khac clia cac nha x4y dyng
phuong phap thay thé.

E.2 Phin loai nhém dich

a) Nhém chtra dinh danh, vi dy: vi khuan téng s, coliform, n&m men va vi khun lactic.
b) Ho, vI dy: Enterobacteriaceae.

c) Chi, vi dy: Salmonella, Pseudomonas va Listeria.

d) Loai, vi dy: Listeria aureus va ichia coli.

€) Typ huyét thanh hozc typ thyc khudn thd, vi dy: Salmonella enterica serovar Enteritidis.

E.3 Chon nhém dich trong nghién ciru muc tiéu

a)_Dél Vv&i cac nhém chua dinh danh, nhém dich dugc xéc dinh bing phrong phap chudn, cac chiing
duge si¥ dung phai dugre chon tir cac nhém c6 kha nang phét trién dién hinh theo phurong phép chudn.

b) Béi v&i ho: Si dyng céc chiing tir mot loat cac chi trong ho va néu c6 thé, bao gbm mot thanh vien
dai dién clia tAt ca cac chi trong ho.

¢) Béi voi chi: Str dung mét loat chiing clia c4c loai tir chi ndy va néu c6 thé, thir nghiém cang nhidu
loai cang tét trong chi.

d) Déi véi loai: Chon mét loat chiing tir loai d6. D& liea chon chiing, phai xem xét can k& hon nhidu chi
tiét phy khéc. Vi dy: Salmonella va Listeria dwoc phan typ huyét thanh (typ huyét thanh) va kidu thyc
khudn thé. Sau nay, chon theo cac phirong phép kidu khéc (di truyén) co thé thich hop. Khi xéc dinh
céc chiing dwong tinh, cac phéng thir nghiém t& chirc phai st dung cac thdng tin cap nhat s&n c6 d&
d&m béo riing céc chiing cé li8n quan dén cac nhém dich tai thdi diém thir nghiém.
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) Béi v6i cac ching huyt thanh hotic kidu thye khudn thé d4c trung: Mot loat cac ngudn ciia typ
huyét thanh hogic thy thé.

E.4 Chon cac nhém khéng phai dich trong nghién civu loai triv

a) Cac nhom khéng phai dich (nghta 14 cac nhém d kién &m tinh va dugc st dung cho cac thir
nghiém phan ng chéo) cdn duoc quy dinh theo nhém dich.

b) Khi nhém dich 1a ho: Cac chiing khdng phai dich phai bao gdm céc ho cb quan hé mét thiét khac.

) Khi nhém dich 4 chi: Cac chiing khng phai dich phai bao gdm cac chi khéc duerc coi la twong ty vé
sinh héa hogc di truyén hoc véi chi dich.

d) Khi nhém dich I3 loai: Cac chiing khong phai dich phai bao gdm cac loai khéc trang chi dich.

e) Khi nhém 681 tugng dich 13 typ huyt thanh hoiic thyc khudn thé @3c trung: Céc ching khéng phéi
dich phai bao gdm céc chiing huyét thanh hoiic thyre khudn thd khéc trong cling mot loai.
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PhylycF
(Tham khao)

Céc xem xét dé tinh mirc phat hién twong déi (RLOD) giia cac phong thir nghiém
thu dwoc trong nghién ciru lién phong

" Mtzc phat hign twong dbi (RLOD) dugc udc tinh trong nghién ciru lién phéng st dyng cac mé hinh
théng ké twong ti nhu trong nghién ctu so sanh phirong phép (nghién ctru RLOD, xem Phy luc D).
Trong trwéng hop nghién civu lién phéng, diéu nay duoc didu tra xem co sy khac bigt gitra cac phang
thir nghigm hay khong.

S6 lugng méu drong tinh duge mé ta bing phan bd nhj thire. Phan cac mau dwong tinh di
kién [P = E (ngos/niat)] durrc lién két véi s6 lurgng cfu trong méu béing p (P = 1 — e*) va siz dyng thém mo
hinh z [z = In(A)]. Bidu nay ham y mdi quan ha fog-log bb sung gitra z va p: z = In(A) = Inf-In(1-p)]. Viéc
tiy chon phan bé nhj thirc va ham lign két log-log (CLL) bd sung, c6 thd dwoc quy djnh nhw céc diu
vao trong md hinh tuyén tinh tdng quét c6 s&n trong t&t ¢ cac gbi théng ka chinh.

Céc md hinh thich hgp nhw sau:
z=In(s.x) + D (F.1)
z=In(s.x)+ D+ Lab; (F.2)
Trong dé:

s 1a lwgng mAu (vi dy: bing g hodc mi);
x 1a mi¥c nhidm clia mAu (cfu/g hodc cfu/ml);
D 1a chénh lch gitra c4c phirong phép thay thé va phuong phép chudn trén thang do z (thang do
mirc log), trung binh ciia ¢ac phong thir nghiém;
Lab; 13 9 léch h¢ théng déi véi phurong phap phang thir nghiém thir j & thang do z (thang do mirc
log), trung binh clia phuong phap chun va phuong phép thay thé. Cac hiéu (ng phong thir
nghiém dwgc md phéng don gian nhét nhu 1 cac higu tng cb dinh trong m6 hinh CLL (xem
5.1.4.2 va Phy lyc D d8 giai thich thém vé& ma hinh CLL).
Cac tham sb D va Lab; dwoc udc lugng biing cach didu chinh m hinh CLL vao di ligu két hop. Phép
thiv théng k& dugc thyc hién d& didu tra chénh lgch trong phong thir nghiém. Néu nhirng didu nay
khdng c6 § nghta théng k& thi md hinh don gidn hon dugc sir dung d8 wéc lugng RLOD; khac md
hinh bao gém c4c hiéu ting phong thir nghiém dwoc sir dung.

D3i v6i ca hai loai m6 hinh, RLOD dugc tinh nhu 14 &2, trong @6 D 4 tham s8 wé tinh.
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Trong moi trrdng hop, khoang tin ¢y 90 % [RLODiow, RLODugy] @i vi RLOD tao thanh tinh dworc, vi
dy: [e24{055)500), GO, 095)se]

Trong d6:
se(D) Ia sai sd chuan x4p Xi clia wérc tinh D;
df  labécty do cliamd hinh dugc didu chinh;
1a10,95} 12 gia trj t&i han 95 % mot mat clia phan bé t-Student véi df bc ty do.

Mot b dir ligu vi du v8 cac phép tinh lién quan dén viéc xac nhan gi4 tr] st dung tai 10 phong thi
nghiém ciia phirong phép thay thé i voi Listeria innocua trong sta & ba mirc nhidm. Gi6i han chdp
nhan gid dinh AL = 4. B4 phan tich théng ke, d ligu dugc sép xép theo mire/phirong phap/phdng thir
nghiém két hop trong b dr lidu véi 60 hang (ba cp x hai phuang phép x 10 phang thir nghiém)

(Bang F.1).
Bang F.1 - Vi dy vé mgt bd di ligu ti mdt nghién ctru lién phong thir nghiém
(ch:"lz‘:m“ Phwong phap P:‘;:?;':" Npos | Muestea | Phuong phap P:::[g’::w Npos | Miested
0 Chuln A 0 8 Thay thé A 0 8
0 Chudn B 0 8 Thay th B 0 8
0 Chuén D 0 8 Thay thé D 0 8
0 Chuén F 0 8 Thay thé F 0 8
0 Chufn G 0 8 Thay thé G 0 8
0 Chuln H 0 8 Thay thé H 0 8
[ Chudn ] 0 8 Thay thé J [ 8
0 Chudn L 0 8 Thay thé L 0 8
0 Chudn M 0 8 Thay thé M [} 8
0 Chuln 0 0 8 Thay thé 0 0 8
24 Chudn A 8 8 Thay thé A 8 8
24 Chuin B 6 8 Thay thé B 8 8
4 Chufin D 7 8 Thay thé D 6 8
4 Chufin F 8 8 Thay thé F 7 8
4 Chudn G 7 8 Thay thé G 8 8
24 Chudn H 5 8 Thay thé H 7 8
24 Chudn J 6 8 Thay thé J 5
24 Chudn L 7 8 Thay thé L 5
24 Chudn M 6 8 Thay thé M 7
24 Chudn 0 7 8 Thay thé []) 6
253 Chuln A 8 8 hay thé A 8 8
25;; Chudn B 8 8 hay thé B 8 8
25, Chudn D 8 8 hay thé ) 8 8
25, Chudn F 8 8 Thay thé F 8 8
25, Chudn G 8 8 Thay thé ] 8 8
253 Chudn H 8 8 Thay thé H 8 8
253 Chuén ] 8 Thay thé ] 8 8
253 Chudn L 8 Thay thé L 8 8
253 Chudin M 8 Thay thé M 8 8
253 Chudn o 8 Thay thé 0 8 8
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Trude khi khdp di ligu, cac phén khong co nhidu théng tin clia bd di ligu b xda. Trong trudng hep
nay, tét ca cac két qué tir cac phang thir nghiem A va F khong c6 két qua phan doan cho mirc bat ky
duoc loaira.

Cac di ligu con lai d4 dwoc phan tich bing cach nhap dir liéu m hinh CLL (xem Phu luc D) nhu 1a
mdt mo hinh tuyén tinh téng quét (GLM). Céc thut toan déi véi GLM c6 sin trong tét ca cac géi phin
mém théng ké chinh. D4i voi vi dy ndy, GenStat da dwoc siv dyng. Xem Tai liéu tham khdo [11] dé biét
thong tin chung v& GLM.

L&p md hinh CLL bao gém céc higu tng phong thir nghigm véi div lisu két hop tr ba mau va tam
phong thir nghiém (trly phong thir nghiém A va F), cac higu tng phdng thir nghiém Labj déi voi phong
thir nghiém D, G, H, J, L, M va O th& hién sy chénh lach véi phang thr nghiém B duge tim théy 1a
0,39; 0,39; -0,34; -0,17; 0,39; 0,00; va 0,39 twong (ng (tét ca céc sé chudn 0,44). NhGng chénh léch
phong thi¥ nghiém nay khang ¢4 y nghta thing ke trong phan tich thi nghiém sai 1&ch (giam d lach
6,37 v&i bdy bac tw do, gi4 tri trung binh khi binh phwrong gén ding p 0,50). Do d6, md hinh CLL khong
6 céc higu (rng phdng thr nghiém da dugc didu chinh thich hop d& wéc tinh chénh léch clia phuong
phép D béing -0,046 5 (sai sb chun 0,22). RLOD sau d6 dugc wéc tinh 14 exp [- (- 0,046 5)] = 1,05 voi
khodng tin cay 90 % 14 0,73 -1,51.

Do d6, phurong phap thay thé chi c6 d¢ dap tng hoi it hon (LOD cao hon 5%) so v&i phrong phap
chudn (do chi c6 mot két qua duwong tinh ddi véi mau & mic trung binh trong phang thir nghigm J).
Day khdng phai [a chénh lgch Gang k& vi tir thyre té 13 khoang tin cay bao gdm mot gié trj va tir viec
phan tich clia thiy nghiém sai léch (gidm 0,04 A9 léch v&i mdt bac ty do, gia tri khi binh phrong gén
dang p 0,83). V& x4c nhén gié trj st dyng, phwong phap thay thé s& duoc xéc nhan hop 18 véi moi gidi
han ch&p nhan (AL) xuéng dén 1,6.



TCVN 12365-2:2018

Phu luc G
(Tham khao)

Quy trinh ctia dd chinh x4c dé xac nhan gia trj siv dung cc md hinh dinh lwong

G.1 Tiéu chi chdp nhan

Chién lugc xac nhan gia trj si dyng déi véi cac phwong phap djnh lugng dya trén ¥ twdng ring ngudi
dung cudi cing va ngudi quyét dinh thire sy yu cAu mét quy trinh phan tich cho két qua Z khac voi
gié trf chi djnh clra mdu X it hon mét tiéu chi chdp nhan duwoc 1 A. Didu nay nén dwoc hidu nhu 12 mot
muc tisu phis hp véi myc dich. Yéu ciu nay c6 thé dwge bidu thj bang cdng thirc sau:

1Z-X1 <A (1)

Tiéu chi A th hign sy gan diing clia sw théng nhét gitra gi trj da dinh va két qua thu duwgc 1 c6 thé
chép nhan dugc. Phwong phap tao ra mdt ty ¢ 16m cac két qua c6 thé chép nhan dwgc I cb gi trj dbi
Vv&i nguer ra quyét dinh va c6 thé dugc cho 1a phu hop véi myc dich. Nhw vay, gié trj chdp nhan dugc
A phy thudc vao myc tidu clia quy trinh phan tich. Didu nay co thé dat dwoc béng sy ddng thuan gitra
nha phan tich va ngudi st dyng cubi hoic béng cach st dung cac quy dinh. Trong khudn khé ciia tieu
chudin nay, cac gi6i han chdp nhan dwoc thu dugc bing sy ddng thusn giira céc bén lign quan va
dwec tinh bing cac don v logio.

G.2 Gia trj chuin dwoc chi djnh

Khi phan tich c4c mau, cé4c gié tri chinh xéc chwa dugc biét. Tuy nhién, khi x4c nhan gié tri si dyng
phuong phap, gid dinh réng mét gid tri c6 thé duwoc chi dinh dAy di cho vat ligu si dyng d8 danh gia
higu e clia phrrong phép. Bidu ndy thueng dugce thyre hign bing cach st dyng mau chudn (da dugc
chirng nhan), nhwng didu hay hdu nhu khdng c trong vi sinh hoc. Trong khuon khd clia cach tiép can
d0 chinh xac, gié tri dugc chi dinh cla mAu 1a gia tri thu dwec bing phuong phap chudn,

Gia trj chuan dugrc chi dinh ¢6 thé dugrc Iy tir mot phép do don 18 hodc tir c4c phép do I3p lai (trung
binh).

Khi gidi thich d@ ligu xac nhan gié trj si dung trong khudn khd cua tiéu chudin nay, gia trj chudn dugc
gia dinh 1a mot hiing s6, miic dil né dugc wérc lugng tir dir ligu thy nghigm.

G.3 Khoang dung sal

D& ra quyét dinh, ligu phuong phap thay thé c6 hop 18 hay khdng, cin xac minh xem ligu phrrong phap
thay thé c6 thé tao ra mot ty 18 1on céc két qua chdp nhan dugc tinh theo trung binh hay khéng. VI
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khéng phai d& dang dé tinh ty I8 nay tryc tiép d6i véi gii han c6 thé chp nhan duoc da néu, khi d6 st
dyng phuong phap gién tiép. Didu nay bao gdm vigc tinh khodng dung sai (B-ETI) co chira trung binh
1y 1& B % két qua va d& kiém tra xac nhan ring B-ETI dugc bao gbm trong giti han chdp nhan dugc.
Didu nay c6 thé duoc dich sang cong thivre sau:

Prob (| Z-X|) <A2 (©62)

Khéng nham 1&n khoang dung sai B dy kién véi khodng tin cay duoc siv dyng @& xac dinh khodng ma
gid tri chuéin dugc chl dinh cla théng sb théng k& dwoc gid dinh 14 ndm & mixc tin cy nhét dinh
(thwong 12 95 %).

G.4 Quy trinh v& @6 chinh xac

Céc mau dugc si dyng trong cac nghién clru xéc nhén gié tri st dung dwoc chon @& bao trim toan bo
dai rng dyng mong muén va cé cac mic nhidm khac nhau. Cac B-ETI khac nhau dugc tinh tir cac
phép do thyc nghiém dugc thyee hién trén méi b mau, céc gié trj chudn s& dwoc biét. Thire sy, B-ETI
12 cac khodng ma di kién s& co mot ty 18 B trong sb cac phép do trong twong lai s& ném trong d6.

Do d6, déi voi mot mic nhidm nhét dinh, mién 14 B-ETI dugc bao gdm trong gidi han chdp nhan, thi
céc didu kign a6i voi phuong phap phan tich danh gié dugc dap tng day dd.

DU ligu dwoc gidi thich, dia trén @b thi ciia B-ETI va céc gioi han c6 thé chép nhan dirgc nhu minh
hoa trong hinh G.1 d8i v&i mdt bd mau (vi dy: cdc mAu tir cling mt nhém hozic mét kidu/loai).

180 200 2.20
-A=.020 +A§+0.20

Khoiing dung sal dy kién-B 80 %

Hinh G.1 — Bidu th] a8ng th&i khoang chdp nhan va g-ETI

@i véi mot mau mdt hang xac nhan gia trj st dyng riéng &
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Phuy luc H
(Tham khdo)
Ap dung a5 chinh xac trong nghién cibu so sanh phwong phap

Mt phirong phép thay thé dém E. coli trong thyc phim va thirc &n chan nuéi a4 dwgc xac nhan gl tr
st dyng cho cac nhém khéc nhau. Trong phu lyc ndy, chi cac két qua thu dwgc cho nhém thire &n cho
ddng vét canh va thirc &n chan nudi. Cac nhém khic yéu ciu danh gia twong ty.

Theo thiét ké thir nghiém, s&u mau khac nhau clia ba mirc nhiém khac nhau 4 duwgc kidm tra. B6i voi
m&i méu, 14p lai nam I1&n thir thyc hién voi phuong phap chudn va phuong phép thay thé. Bang H.1
tom tat cac két qua thu dugrc va cac phép tinh. Cac bude va céc ky hiéu dé cap dén trong 6.1.3.3.

Bang H.1 - Téng quan cac két qua va tinh toan

S6 dém Lip lal Miu 1 Miu 2 Miu 3 Miu4 | MEus Mius
1 40 210 350 520 4500 3600

2 55 %0 470 410 4800 7900

Chun 3 80 320 500 660 7900 5500

4 % 100 480 310 3800 5900

5 50 130 490 590 4100 8700

1 100 % 890 430 9100 7800

2 60 25 810 510 2400 9100

Sosanh 3 70 60 460 480 3700 6000
4 8 50 520 .520 3400 6100

5 45 65 580 580 7800 6000

Chuyén a8l sang logio

1 1,60 232 254 2,72 3,65 3,56
2 1,74 1,95 2,67 2,61 3,68 3,90
Chuin 3 1,90 2,51 2,70 2,82 3,90 3,74
4 1,95 2,00 2,68 249 3,58 377
5 1,70 21 2,69 2,77 3,61 3,94
Budc 1 X 1,740 2,114 2,681 2,716 3,653 3m
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Bang H.1 (két thic)

56 dém Lép lai Méu 1 Mau 2 Miu3 Miu4 Miu5 Miu6
1 2,00 195 295 263 3,9 3,89
2 178 14 291 2,71 338 3,96
Thay thé 3 185 178 2,66 268 357 3,78
4 1,93 17 272 2,72 3,53 3,79
5 1,65 1,81 276 2,76 3,89 3,78
Buéc2 Yi 1,845 1,778 2,763 2,708 3,568 3,785
Bu6e3 ot 0,134 0,207 0,124 0,048 0,248 0,083
N 5 5 5 5 5 5
Buwoc4d Sat 0,156
s Sty 0,146 0,231 0,084 0,131 0,125 0,151
Sat 0,150
Budc6 Yi-X 0,105 -0,336 0,082 -0,008 | -0,085 0,014
s ftetn | 0471
Bubc? T(0,10;24) | 1,318
s 0,225
ui 0,330 0,111 0307 0217 0,140 0,240
L -0,120 -0,561 0143 | 0234 | -0310 0,211

Gid trj B-ETI dugc tinh cho B = 80 %. Két qué: T(‘ _ﬁ)‘( " =Tz =1318.
o
2

Cang thirc Excel TINV (phan bd t-student chuydn i), dugre stz dung trong b Exel chudn trong tidu chudn nay, chuyén
thanh mot gia tr] -hal dudl. Do vay, ham TINV dugr si dung theo odng thire cla Bang H.1: TINV (1 - B); g(n-1)) = TINV
(0,20,24) = 1,318.

Buwéc 8: Lap bang céc gid tri théng ké tinh dugrc cho tieng mAu ctia nhém.

Bang H.2 - Trinh bay céc két qua théng ké clia nghién ciru so sanh cho loai thirc 4n cho déng

vét canh
Miu Giatritrung | Glétrjtrung 21 PETI - | P-ETI AL trén AL duéi
tam (Ref) tam (Alt) chéch trén duél
Mau1 1,740 1,845 0,105 0,330 -0,120 05 =05
Méu 2 2,114 1,778 -0,336 | 0,111 05 -0,5
Méu 3 2,681 2,763 0,082 0,307 05 ~0,5
Mau 4 2,718 2,708 -0,008 | 0217 05 =05
Méu 5 3,653 3,568 -0,085 | 0,140 05 =05
Méu 6 3m 3,785 0,014 0,240 05 =05
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Quan sat théy ring ddi véi mAu 2, gioi han B-ETI L virgt qua gidi han chép nhan dugc AL = 0,5 log

don vj.

Vi mdt khodng dung sai virgt qua giéi han chép nhan dugc, nén can danh gia bd sung theo cac budc

trong 6.1.3.3.

Buére 9: Céc gioi han chdp nhan thay thé duoc tinh 13: ALs =4 - ser =4+ 0,15 = 0,6. So sénh cho thdy
réing céc gi¢i han B-ETI U; va L clia buc 7 khdng vwrgt qua Gisi han chép nhan méi + ALs. Phuong
phép thay thé duqc chdp nhan 1a twong duong véi phuong phép chudin cho vige két hop nay clia

nhém thyre phdm va kidw/ioal thure phdm. Cac két qua théng ké cuéi cling durgc néu trong Bang H.3.

Bang H.3 - Trinh bay céc két qua théng ké ciia nghién ctu so sanh déi véi

nhém thirc dn cho déng vét canh

Miu G":':”(g;‘f')‘“ G:’a,';[(‘”““’)‘“ sl'?i;?:h P-ETI trén| P-ETIdwoi | ALtrén | AL dusi
M&u 1 1,74 1,85 0,11 0,401 0,181 06 -06
Mau2 20 178 022 | oori | -0s11 06 06
Maus 268 276 008 | oart | -0zt | 08 06
Mau 4 272 271 001 | 0281 | 0,301 06 06
Maus 365 357 008 | 0211 | -3t 06 06
Miu6 377 379 002 | oat1 | —0271 | o8 06

Sau d6, dyng db thj vé& do chinh xéc cuéi cung.
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Phy lyc |
(Tham khéo)
Vi dy vé viéc ap dyng dd chinh xac dbi véi nghién cteu lién phdng

Mat nghién ctru lién phong thir nghiém da duoc 16 chirc d& x4c nhan gia trj siv dung phirong phéap dinh
lwong thay thé so véi phwong phép chun. Trong nghién ciru nay, ba mau ¢6 murc nhiém danh nghia
da dugc chudn bj & khodng 150 cfu/g, 1 500 cfulg va 15 000 cfulg. Cac mAu dugc ma hoa thip, trung
binh va cao twong {rng. Mot nhém tam phong thir nghiém da tham gia nghién clru ndy va dwgc ma hoa
tir mgt dén tam. M3i phdng nhén dugc cac mau dé phan tich I3p lai véi phwong phap chudn va
phwrong phép thay thé, nghta I tdng bén phép do tai mai mec.

Nghién ctru lién phong da duoc té chire theo 6.2.2 clia tidu chudn nay. Bén canh ba mirc nhiém, cling
kém thea phép kidm chirng &m tinh. Nhirng két qua nay khdng dugc néu trong vi du ndy. Sau khi nhan
dugc két qua tir cac cdng tac vién, cac ndi dung da dugc kiém tra, vi du: nhat ky nhidt d9, ngay tay
méu va phén tich mAu. C4c két qua thir nghiém dugc néu trong Bang L1.

Bang I.1 - Di# ligu thé

Cong tac vién| Muc Phwong phap chuan Phuwong phap thay thé
Lp lai 1 Lip lai 2 Lap lai 1 L3p lai 2

1 Thip 300 260 120 220
2 Thap 250 210 260 100
3 Thip 180 160 110 150
4 Thip 150 140 220 210
5 Thip 190 164 150 130
6 Thap 140 190 160 140
7 Thap 180 240 160 160
8 ~ Thip 130 150 140 220
1 Trung binh 1800 1900 2000 2900
2 Trung binh 1200 1300 2100 1300 |
3 Trung binh 1700 1500 2100 1200
4 Trung binh 1400 1300 1500 2400
5 Trung binh 1700 1800 1300 1600
6 Trung binh 1900 1700 2100 1800
7 Trung binh 2300 2600 2100 2000
8 Trung binh 1200 1300 2200 1400
1 Cao 21000 15 000 17 000 27 000
2 Cao 24 000 16 000 19000 23 000
3 Cao 15 000 14 000 21000 11000
4 Cao 13 000 13 000 14000 14 000
5 Cao 15 000 22000 14 000 17 000
6 Cao 23 000 20 000 21000 19 000
7 Cao 12 000 15 000 13000 12 000
8 Cao 13 000 12000 18 000 20 000
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Thao téc d4u tién tneéc khi tinh 12 chuyén tt c3 cac két qua thir nghiém va logso. Bang 1.2 chira cac
két qua thir nghigm d chuyén ddi sang logio Va cac buerc tinh ké tiép. Céc buéc va cac ky higu tham
khao 6.2.3

Bang 1.2 - Di¥ ligu d chuyén vé logo va tinh toan

Chuyén v& logy Thép Trung binh cao

Cong tac Chudn | Thaythé Chuén | Thaythé Chudn Thay thé
vién
1 248|241 (208|234 326328330346 (4,32 (4,18 423 | 443
2 2,40 (232 (241|200 |3,08|3,11|332(3,11 (4,38 (420 ( 428 | 436
3 2,26 | 220 (2,04 | 218 [ 3.23| 3,18 | 3,32 | 3,08 4,18 [ 4,15 [ 4,32 | 404
4 2,18 (215 (234|232 3,15 3,11 3,18 338 [ 4,11 [ 4,11 | 4,15 | 415
5 228|221 (218|211 (323(326|311|320|418(434( 4,15 | 423
6 215|228 (220|215 (328|323 332326436 (430 ( 432 | 428
7 2,26 (2,38 (2,20 | 220 [ 3,36  3.41 (3,32 [ 3,30 | 4,08 [ 4,18 | 4,11 | 4,08
8 2,11 [ 218 (215|234 (3,08 (3,11 (334 | 3,15 | 4,11 (4,08 | 4,26 | 430

Buéc 1 [ BN 4,20

Buoc2 [ 8 8 8 8 8
s 058 0,138 0,028 0,118 0,077 0,083
st 094 0,000 0,098 0,000 0,071 0,059
sr m 0,138 0,102 0,118 0,105 0,110

Buéc3 | = | I I | 3,26 l J 423
"

Buscd | T [ 0,050 [ o0 |

Budc5 G 1,000 0,882
H 62 0,00 12,11 0,00 0,854 0,400
v 921 1493 7,56 14,93 11,72 1334
T 134 134 1,34
sn 0,143 0,121 0,114
Ko 1,382 1402

Buecs | U-X | [ [ [ 021 ] [ o

[w=x T [ ] [ oz | [ o1z
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Hinh 1.1 cho thdy c4c didm d liéu sau khi chuyén @i loge. O' giai doan nay, kidm tra biing mét cho
théy phuong phép thay thé cho két qua ti I thuan véi phwong phap chudn. Ngoi ra, dt liéu duoc
phan bé gin voi duéng phan giac ddu tign ¢6 d6 déc twong dwong voi ‘mt” va khing dinh két qua
nay. Trong hinh 1.1 cling c6 cAc trung vi cia cac phép do thu duwoc voi phwong phap chudnddi véi mai
murc dwoc hién thj (cac dwdng thing dirng).

o,

40 ks
g |
£ 35
g i
B i
F) 30t e
o H ol
- | #
1
b
'
20 4 .
151
00 20 25 30 a8 40 45 50

Log (chudn)

Hinh 1.1 = Kiém tra tuyén tinh bing quan sat

Trong buérc 6, céc giéi han clia B-ETI tinh dugrc. Céc gid tri nay dugc thu thap trong mét bidu dd cting
v6i cac Gioi han Chép nhan (AL). Bldu db nay dwoc thd hign trong Hinh 1.2. Bidu nay cho thdy ring
khong mirc nao va gi6i han chdp nhan nao bj vuet qua. Két luan ring phuong phép thay thé duge xac
nhan gia trj si dyng ddy @ so v&i phuong phéap chuln ti 185 cfu dén 15 000 cfu véi vide chép nhan
0,5 nhw da néu trong buéc 7.
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B9 chéch —MUCTI trén (beta = 80 %) — Mirc Tl durti (bela = 80 %)
o | 08— Mrcchdp nhan dusi — Mac chdp nhan trén
" e e
T 04
g
s
3 0z
§ 02
5 00
g
o 00 ey
LI PV 45
£
£
B 02
g o4
04 | a8
06 M Log (cfulg)

Hinh 1.2 - D3 chinh xac clia phwong phap thay thé sir dung #= 80 % va 1 =0,5 logt

Luu y ring mot s phép tinh ciia Bang 1.2 da khong dwgc st dyng vi khong cin thuc hign danh gia bd
sung buéc 8 trong 6.2.3. DAy 14 nhitng phép tinh dugc sir dung d8 xac dinh sb bac t do va dd léch
chudin t4i 13p clia phrrong phap chudn (vierva Srer)

Tuy nhién, véi myc dich minh hoa, 9 Iéch chun tai 1ap lién phong thu dugc 1a:

(1)

Gia trj nay cdn dwgc dung dé tinh cac gioi han chép nhén moi, ALs = 0,350 ciia budc 9.

Tét ca céc phép tinh co thé d& dang thyc hign frong Excel®.
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