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Vi sinh vat trong thyc pham va trong thirc %n gia sic -
Nguyén tic chung vé kiém tra vi sinh vt

Microbiology of food and animal feeding stuffs —
General rules for microbiological examinations

1 Pham vi &p dung

Tiéu chudn ndy dua ra cic chi din vé cach tién hanh kiém tra vi sinh vat phl hop véi cac tiéu chusn
riéng ré.

Muc dich clia tiéu chuén nay I3 gidp dam bdo tinh hgp thirc clla cdng viéc kiém tra nhim xéc dinh tinh
86ng nhét clia céc ki thudt chung sif dung trong kiém tra & t4t ca cac phdng thi nghiém, gitp dat dugc
cac két qua ddng nhit tai cac phong thi nghiém khac nhau va bo vé s khod clia nhan vién phdng thf
nghiém bang cach ngin ngifa cac nguy cd truyén nhiém.

Tiéu chuéin nay c6 thé dugc s dung toan bd hodc timg phén trong viéc cong nhan phong thi nghiém
clia cac co quan quéc gia.
2 Tiéu chudn trich din
ISO 6887 : 1983, Vi sinh vét hoc - Hung din chung vé viéc chuéin bi cac dung dich pha loang dé kiém
tra vi sinh vaat.
3 Cosd thi nghiém
3.1 Khu vyc thr nghiém
Céc khu vue c8n cb cho hoat ddng d#c thi clia phong thi nghiém vi sinh vat nhu sau :
- nai nhan, ndi bdo quan, nai chudnbi va x ly mAu;
— chuéin bi va khir trling moi trudng nudi cAy va dung cy;
— 1ién hanh phan tich : can, ph lodng, ciy, ciy truyén, nudi &m, bdo quan cac chiing v.v...
— khirnhidm va 1am sach thiét bi, va xif Iy céc chét thai sau phan tich.
3.2 Khu vyc phy trg
Céc khu vigc thudc pham trd nay bao gém :
- 161 vao, hanhlang.céuthang.thangvméyd\éhanghoacthangméy:
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* khu vy hanh chinh (thl du nhu : phdng thu ky, van phdng, phdng tai lidu ..);
- phong thay 4o va nha vé sinh;
- phong vin thu luu trir;
- nha kho.

3.3 V] tri co sd thir nghidm

Mai trrdng trong 46 ti€n hanh phén tich vi sinh vat phai khdng &nh hudng dén 489 tin cly clia phép phan
tich.

Phai chu y t6i vi trf clia cg s& thif nghiém sao cho trénh nguy co tap nhiém chéo. D€ dat dugc didu 66
c6 thé &p dung nguyén tic "dudng mot chiéu®.

Phai chi y 83m bao viéc bao vé khdl cac diéu kién vuot qué sy cho phép nhu nhigt 68, bui, 3 &m, hoi
nubc, tiéng 8n, A4 rung, 4nh sang mit trdi chiSu thing...

Mat biing khu vyc phai a0 rong a& gilr dugc vé sinh va ngan ndp. DEI v t4t cA cic cd s3 thir nghiém,
nén cb khodn 20 m 2 dién tich 1am viéc cho m&i phan tich vién.

Trong khi tién hanh thr nghi@m, c4n cha y han ché viéc qua lai khu vuc thr nghiém, chi danh cho
nhimg ngudi cAn thiét a& thuc hign thir nghiém.,

Cén c6 cac phong riéng biét vashodc cac khu wvifc riéng biét va / holic cac khu dugc khoanh viing riéng
danh c¢ho viée :

- nh&n mAu va bdo quin miy;

- chuén bi mAu , d&c biét trong truding hgp nguyén lidu thd (thi dy nhu sin phdm dang bdt cb chira
s6 lugng I6n vi sinh vat);

thao tac véi vi sinh vét gy bénh (thi du Salmonella, Listeria monocytogenes);

chudn bi va khif tring mdi trudng nudi cdy, dung cu;

rifa dung cu thuy tinh va cac dung cy khac, cling nhu khif nhidm dung cy va méi trudng nubi ciy;

kiém tra 96 vo trling cia thuc ph&m.
Cing can cach ly cac khu vuc sau:

- khu vyc diing d& chusn bi mdi trudng nudi cy va phdng dung a8 khir tring méi trudng nudi c&y
va dung cu; va

~ khu vuc khf nhi&m sau thi nghiém va khu vuc rlra.
T &m, th lanh va th g4 c6 thé dat duge a3t trong chc phong dic biét, chuyén dung.

3.4 Trang bj cho cd s4 thir nghiém
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3.4.1 Co sd thir nghidm phai dugc trang bi nhu sau @& gidm b4t nguy ¢o nhiém bén do bui kéo theo vi
sinh vat:

- tudng, tr&n va san nha phai nhin tron, dé rifa va chiu dugc cac chéat tdy rifa va cac chét khir tring
ding trong phong thi nghiém;

- cac dudng 6ng din nubc qué néng ngang qua co sd thif nghiém trir khi ching dugc boc kin:

~ cn I4p hé thdng b3o v& chBng blic xa mat trdi & phia ngoai cc cilfa 8, trir mdt s& trudng hop
dac biét,

- céc clra ra vao va clra s8 cdn dugc ddng kin khi dang tién hanh thir & ngin gié lua; ngoai ra
chung phai dugc thiét ké sal cho chéng dugc bul bam va dé lau rifa.

3.4.2 Nhiét 6 mai trudng va chét lugng khdng khi (mat a6 vi sinh vat, d 8m, mic bui 104 lan, v.v.)
phai twong hap véi ti€n trinh thir. D& dat muc dich nay nén ding hé théng loc khdng khi tai d8u vao cla
lubng kh.

Khi phép thir dugc tién hanh trong 1 moi trudng hai nhiém bén, thi phang thir nghiém phai dugc trang bl
d4c biét, vai mot ti cly th8i khéng khi sach va /hosc1 td an toan.

Thiét bi nay phai phit hop véi cic qui dinh cb lién quan.

3.4.3 M3t ban va cac trang bi cla phdng thi nghiém phai dugc ché tao bang vat liéu nhin tron, khong
th&m, d& Iam sach va khir triing. D€ tranh tich bui, cac ti tudng phai dugc bS tri cao cham trén, néu c6
thé dat dugc.

Céc trang bj clia phong thi nghiém phai dugc thiét k& sao a& thuan tién cho viéc lau rifa san nha (thi dy,
cac trang bi th(r nghiém cb thé di ddng dugc).

Céc phuong tién b3o quan kin phai thich hgp dé bao quan tai lidu s dung khi tiép xGc v6i miu, moi
truong nudi cdy, hod chat v.v.

Chu thich - C4c tai liéu hoic sach khdng dung thudng xuyén nén d& bén ngoai khu vic thir nghiém.
3.4.4 Co sd thlr nghiém cén duoc chiéu sang t6t va tranh dugce nhidu phan xa. Dac biét dé tranh anh
sangmat troi chidu thiing vao céc vi trf 1am viéc va cac thiét bi nhay cam (d3c biét 13 ti &m).

3.5 Bao quan va kiém tra

M3t san, tudng, tr&n, mit ban va cac trang bi clia phong thi nghidém phai dugc bao dudng thudng xuyén
va slra chita a8 tranhs n(t ran din d&n bui b4n cb thé tich tu va gay ra nhifm bén.
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Cén thudng xuyén phai thuc hién lau rifa va sat tring € gif cho cac phdng ludn trong trang théi thich
hop @& tién hanh thir nghiém.

Hé théng thong gié va cac bd loc cla ching cin dugc bao dudng thudng xuyén va thay cac bd loc khi
cén.

Phai kifm soét dinh ky 80 sach vé vi sinh vt trén mt ban 1am viéc va clia khdng khi.

D6 nhiém b&n b8 mat c6 thé duge danh gi4 béing cach 4p tnic tifp tdm 1y mAu @atdm chét trung hoa
thich hgp nén bé mat. Ch&t lugng khong khi cb thé dugc kiém tra bing cach it mét dia Petri md nip
@3 chifa mdi trudng thach khong chon loc (thf du: thach 8m t8ng s8 PAC) trong 15 phit

Ch thich - C6 thé ding cac phuong phép khac 88 xac dinh 60 nhim bén ciia bé mat va khong khi.

4 Lip ditvatrang b|

Nhin chung, t&t c& may méc va thiét bi phai dugc gilr sach sé& va trong diéu kién lam viéc tuong thich.
Céc hoat d6ng bao dudng cin dugc kiém tra. Céc trang thiét bi 68 kiém tra phai ludn sén sang.

4.1 TG c8y vi sinh vat

411 Mota

Ta 14 1 chd 1am viéc loai trir duge bui, duge trang bj luéng khi théi, thdi theo chiéu ngang hoac chiéu
doc. V& mit vi sinh vat, td an toan dugc dung € gilf lai c4c vi sinh vat trén cac tdm loc.

Theo qui udc, 8 lugng t6i da céc hat véi kich thutic I6n hon0,5 um ¢b trong mot mét khdl lathé hién c&p
loai hit bui clia td an toan. DS&i véi loai ti ding trong vi sinh thuc phém, s6 lugng hat khéng duge vuot
qua 4000 trong mdt mét khéi.

C4 hai loai ti:

a) td khdng khi sach ding dé bdo vé sin ph&m khdi sy nhidm bén tir bén ngoai, va a8 gidm su
thi€u tap nhi&m do ky thuat vién gay ra.

b) tl an toan, ding @& bdo vé san phdm khdi sy nhidm bén tir bén ngoai, cling nhu bdo v& ky
thuat vién va bao vé méi trudng.

Tl an toan phai dugc sif dung cho mol cdng viéc cb lién quan véi vi sinh vat gay bénh,
4.1.2 Bao dudng va kidm tra

Tinh hiéu qua cla ti an toan phai dugc 1 nhan vién c6 chuyén mén kiém tra khi ti€p can va kiém tra
thuding xuyén sau 66 (nén kiém tra hang nam). N&u ti c6 Iudi loc so bd thi cin thudng xuyén thay Iudi
loc nay.
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TU phdi dugc 1am vé sinh va sét tring sau khi s dung. C4n tién hanh kiém tra thuding xuyén v 60
nhidm vi sinh b&ng 1 xét nghiém bé& mat lam viéc va thanh td.

Viéc kiém tra thudng xuyén ty 18 vi sinh vét c6 mit dugc tién hanh véi trang bi théng thudng. Thi du,
trong mdi ti dit vai dia Petri md ndp A& chfa 1 mdi trudng nudi cdy thach khéng chon loc (thi dy PCA)
trong 30 phut. Cling c6 th& diing céc phuong phép khéac.

42 Céan

421 Tinh niing sir dyng

Phdng thi nghiém vi sinh vét thyc phdm phai dugc trang bj cac can véi pham vi can va @9 chinh xac cén
thi&t 88 can c4c loai san phim khac nhau. Nhin chung, cdn c6 hai @9 chinh x4c 1a: + 0,01 g va +
0,0001g.

Nhimg can nay chi y&u ding & can phin miu thir cAn phan tich va cac thanh phén cia mdi trudng
nudi cSy va thuc thlr. Chiing cling cb thé dugc ding a8 do céc thé tich dung dich pha lo&ing biing cach’
can.

4.2.2 Bao dudng va kiém tra
Can phai duoc @4t trén gia nim ngang viing chic va chdng rung.

Cén kiém tra thudng xuyén biing cach hidu chuén theo cac chuéin cbng téc (5t nhét 1a m3i ngay lam
viéc mot 14n). T8I thi€u mBi nam mot 14n, nhan vién c6 chuyén mon kiém tra toan b6 gidi lam viéc clia
can.

Lam sach dia can sau mé&i 14n ding, néu cén, va i thiéu mdi ngay mét 18n. Cac két céu co khi phai
duoc 1am sach va duge nhén vién cb chuyén mén kiém tra t6i thiu mdi nAm mot 14n.
4.3 Thiét bj 8ng hod mau

431 Mota
Thiét bi nay ding @& chu&n bi huy&n phii ban d4u tir mAu thir ciia san ph&m khdng & dang Idng.
C6 thé duing c4c thiét bi sau:

- thiét bl @8ng hoé ki€u nhu 8dng v6i cac tui chét déo v triing, cb thé kém bd diéu chinh t6c 49 va
thai gian; hosic

- thiét bi a8ng hoa kidu quay, cb t8c 3 quay tir 8 000 vong/phut 6&n 45 000 vong/phut, kém theo
binh chifa c6 ndp bang kim loai hoXc thuy tinh va cb thé khir tring dugc.

Trong mét vai trudng hgp dic biét, vigc dbng hoa miu cb thé dugc tién hanh véi céc vién bi thuy tinh
khir triing duoc va o6 dudng kinh thich hap (khodng 6 mm; xem céc tiéu chusn riéng).
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4.3.2 Tinh n3ng sirdung
Thai gian hoat ddng théng thuding clia trang thiét déng hoa kidu nhu ddng khodng 1 phut 3&n2 phu.
Loai thiét bj nay khéng diing dugc cho mdt s5 thuc phdm nhu;

~ céc san phém cb thé 1am thiing ti (c6 cac hat nhon sic, cimg, khd), holic

~ céc san phdm kh6 dng hoa do c4u tric clia chiing (thi du xic xich).

Thiét bi 88ng hoa kiéu quay c6 thé van hanh trong mét khodng thdi gian c6 s6 vong quay tir 15000 a&n
20 000. Nhung véi thiét bi d8ng hod cham nhét thi thai gian vgn hanh ciing khéng dugc vugt qua 2,5
phat.

Céc bi thuy tinh c6 thé dugc dung a8 chufn bi cac huyén phi ban d4u cho mét vai san phim c6 d
nhét hoic san ph&m dac nhét dinh, dac bigt 1a a6i v6i san phém sira thi st dung biing cach I4c (xem
cac tidu chudn cy thé).

4.3.3 Bio duBng va kidm tra

Céc dung cy va thiét bj khac nhau cin dugc kiém tra va bao dudng theo chi d&n clia cac nha san xuats.

4.4 pHmét
441 Mbt3

pH mét ding A& do hidu thE & nhiét d% xac dinh gilta dign cyc do va dién cyc so sanh, ¢ hai dién cic
a8u dugc dua vao sin phim. pH mét nay c6 thé do chinh xac a&n + 0,1 don vi pH va ¢b nhimg ngudny
do 16i thiéu 14 0,01 pH. pH mét phai gén v6i b) can bling nhiét bang tay hosic ty déng.

Chu thich - Bién cyc do va dién cyc so sanh thudng duoc g4n véi nhau thanh hé théng dién cuc hop.
4.4.2 Tinh ning sir dung

pH mét duge dung d€ do pH clia m3i mé mal truding nudi cy va thubc thi (7.2) dé kidm tra xem 6 cin
diéu chinh khong. N6 cling cb thé dugc st dung a& do va / hodic didu chinh pH clia mBu thiy ho#c pH
clia huyén phil ban @du. Viéc sif dung pH mét s& dugc thao luain trong tidu chudn cy thé clia san phdm
cén phan tich, trong d6 cac diéu kién d& xac dinh pH, d€ didu chinh pH cling nhu phuong phép 1am
sach va khir nhi&m c4c dién cuc s& dugc qui dinh cu thé.

4.4.3 Bio duBng va kidm tra

Hang ngay phai hiéu chuén pH mét theo huéng dan cla nha sdn xuét, ding it nhat Ia hai dung dich
d&m chufin. Céc dung dich chusn c6 cc gl4 tri pH biét truc chinh xAc t6i hai s6 sau d&u phdy & nhiét
a6 do (néi chung, pH 4,00 va pH 7,00 & nhiét 63 20°C) phéi bao trim cAc gi4 tri pH cén do.

Cén vao dubng va kiém tra cAc dién cuc theo chc huding din clia nha san xust. Bidu cin kidm tra
thutng xuyén;

10
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- tinh trang cac dién cyfc vé mic 64 bén va 8o héa;
- thdi glan cho két qua va a6 &n dinh.

Trudc mdi 14n sir dung, hily kiém tra 88u do cla cic dién cyc 3 ngap hoan toan trong nubc cit hosic
chét 1dng khéc chua, theo nhws chl diin clia nha sin xust; holic 12 ngam 24 h trnubc khi do.

R\ sach cc didn cuc sau mdl I4n sif dung. D€ danh gid m(c bén va mirc 69 180 hoa clia chc didn cuc
&.Mmmmmmwmmmmmdsnwamﬁnm.

B30 quan cAc dién cyt theo huting din clia nha san xust.

4.5 N6 hip ap Iyc

451 Mdta

N&i hép 4p Iyc 13 mét thiét bj cho phép nhiét 46 ciia hoi nutic blo hoa dat 6&n It nhat 12 121°C 68 giét
chét cac vi sinh vét.

4.5.2 Tinh niing sU dyng

Trong cling mdt chu ky khir tring, ndi hép 4p lyc khdng duge sl dung a8 khi¥ trling céc dung cy sach
(va / hotic mdi truding nudl c&y) cling luc véi khir bén cac dyng cy A& sif dung (va / hodic moi trudng nudi
cHy 63 sif dung). TGt hon 1a s dung céc ndi hép 4p luc riéng biét cho hal qué trinh nay.

N&i hép ép Iyc phdi cb:
- R nh&t mdt van an toan;
- mot &p k&;
- mdt van x3;
-~ mét bd diéu chinh nhiét 33 8 duy tri nhidt 9 trong khoding £ 1°C nhiét 66 qui dinh;
- mot nhigt k& holic ciip nhiét dién ty gh.
N&i hép nén gan v6i mot ddng hé holic mét bd phan dit chuong trinh/thdi gian.
P& khir tring ndi hép phai dudi hét khong khi trudc khi tao &p ye. N&u nhu ndi hép &p Iyc khdng dugc

gén v6i mot thiét bj hut chan khdng tu Gong, thi c4n phal dudi khong khf cho @&n khi 6ng phun luéng hol
nube lidn tuc phét ra.

453 Béo dudng va kiém tra

Phai gitr néi hép &p Iyc & didu kién 1am vidc tt va phéi kidm tra thudng xuyén bdi cac bd phan cb nang
I va theo huéng din clia nha san xuét.

1
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T4t ca cac dung cu kiém tra phai gilf trong trang thai Iam viéc t8t va do bd phén cb thdm quyén kiém tra
dinh ky theo hudng dan cla nha san xuét.

Né&u cén, lam sach gi va thdo nudc thudng xuyén.

46 Tidm

461 Mota

T &m bao gdm mét budng gilr duge nhidt 33 8n dinh va phan phdi déu 8&n + 1°C ndu khéng cb qui
dinh nao khac. '

4.6.2 Tinh ning si dung

Céc ti &m cén dugc trang bi cac hé thdng diéu chinh d& gilr duge nhiét 30 d8u va dd &n dinh trong khi
sif dung.

N&u nhigt 88 méi trudng gin bAng holic cao hon nhidt a8 clia ti &m, thi cin phai bs trf mdt hé théng
lam mat.

Bao vé& cac thanh cda ti &m tranh anh sng mat trdi chiéu thing.

Né&u cb thé, khi sif dung bt ky loai ti &m nao (d5i luu khong khi b4t budc hoc khéng), cac ti &m
khdng nén d& ady quéa bdi vi mbi trudng nudi ciy s& cin nhiéu thdi gian hon d€ can bing nhiét do.

Khi x8p mau vao ti &m phai chi ¥ t6i sy luu thdng khéng khi; trong moi tinh huéng cac dia Petri hosic
cac 8ng nghiém a& cach c4c thanh trong ti 4m trong vong 25 mm. Khdng chéng cao qué sau dia Petri
va cac dia phai c4ch nhau ft nh&t 25 mm.

4.6.3 Bao dudng va kidm tra

Nhiét 4 déng nhét trong khi lam viéc phai dugc ki€m tra b&ing nhiét k& hoac bang cap nhiét dién.

D6 chinh xac clia phép do nén cao g&p bdn I&n dd chinh xac yéu cdu (thi du: dd chinh xac yéu céu la +
2°C, thi 5 chinh xac clia phép do 12 + 0,5°C).

Phai ki€m tra tinh 8n dinh clia nhiét 3, thi dy, bing mét hoic nhiéu gi tri 16n nh&t va nhd nhat.

Kiém tra nhiét dd clia t& 8m hang ngay lam viéc. D6i véi muc dich nay, mbi ti 4m dugc gin vai it nhat la
mét nhiét k€, v6i bu chét do duge ngam trong glyxerol dung trong chai gén xi kin. Cac hé théng kiém
tra khac c6 tinh nang tuong tu c6 thé dugc st dung. Cac vach trong va vach ngoai clia ti &m phai duoc
lam sach thudng xuyén va sat tring, néu cén thi loai bd bui b4n & hé théng quat gi6.

12
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4.7 Tulanh va phdng bao quan lanh

474 Mot
D6 12 céc ti cho phép duy tri ché 9 blo quan lanh. Khi khng c6 qui dinh khéc, nhiét a9 nay phai 12
+3°C + 2°C, trir khi bdo quan mAu phan tich nhiét 38 phai 1a +2°C + 2°C.
4.7.2 Tinh ning sir dyng
Phai cb cac t khac nhau dé bdo quan:
- mbdi trudng dinh Yudng chua ciy va thubc thir;
- méu d& phan tich;
- céc ching vi sinh vat va cac moi trudng da c&y.
Céc vat duge bdo quén trong tli lanh va céc ngan lanh sao cho duy tri dugc tudn hoan khéng khi thich
ing.
4.7.3 Bao dung va kiém tra

M&i ngay lam viéc phai kiém tra nhiét 66 clia titng bubng bing 1 nhiét k& hodic bing 1 aiu dd dudc dat
c6 dinh. (Xem 4.6.3 vé b chinh x4c cla thiét bi nay).

Phai thuting xuyén thuc hién cic céng viéc bo dudng sau day:
- lau bui & cac canh quat ho#ic & cac t&m trao a8i nhiét phia ngoai; -
- lam tan bang;

- lam sach va khir tring mit trong cba ti.
4.8 Tuda

481 Mota

T da cb céc budng lanh cho phép duy tri ché d6 bao quén lanh sau. Khi khdng cb qui dinh khac, nhiét
d% nay phai nhd hon -18°C, t6t hon 1a & -24°C + 2°C.

4.8.2 Tinh ning s dung
Phai c6 céc ti khac nhau d& bao quan:
- mot vai méi trudng dinh duBng chura cy va thubc thi,

- cAc mau phén tich;

13
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- céac chiing sinh vat.

Xép dat trong th lanh va cac phdng bao quén lanh sao cho duy trl duge nhiét d6 Al thap, dac biét 12 khi
dua cac san phdm chua déng lanh vao.

4.8.3 Bao dudng va kidm tra

M&i ngay lam viéc phai kiém tra nhiét dd cla timg bubng bing 1 nhiét k& hoc bing 1 d4u dd I3p c8
dinh. (Xem 4.6.3 vé dd chinh x&c cla thiét bi nay).

Phai thuding xuyén thuc hién cac céng viéc bao dudng sau day:
- lau bui & canh quat ho3c & t&m trao ddi nhiét phia ngoai;
- lam tan bang;

- 1am sach va sat tring mit trong clia t.
‘4.9 Bé diéu nhiét

491 Mota

B& nhiéu nhiét 1a b8 cho phép duy tri 1 nhiét dd xac dinh. Khi khdng cb qui dinh khic, 3 chinh x4c cn
dat @&n x 0,5°C. Nhiét d6 lam viéc s& dugc qui dinh trong timg phuong phép sif dung.

4.9.2 Tinh ning sirdung

Céc tinh n&ng str dung chinh nhu sau:
- duy tri mdi trudng thach tan chay vé triing & 47°C + 2°C;
- nudi &m moi trudng da cdy & 1 nhiét 6 khong d3i;

- chusn bi cac dung dich ban d4u & 1 nhiét d6 duoc khéng ché (thf du, chufn bi cac huyén phi
caseinat ddi hdi phai duy tri 15 phit trong bé & nhiét d 37°C);

- XU ly cac huyén phli ban d8u & mét nhiét & khdng ché& (thf du, viéc d8m cac bao tir cb thé cin
phai loai bd hét cac t€ bao dinh dudng).

DE kiém tra nhiét d chinh xac, b8 diéu nhiét cin dugc trang bi 1 bom nubc tuén hoan va 1 hé théng
Giéu nhiét ty 8ong. Viéc khudy tron chéat Idng nay khéng dudc gay ra cac giot nhd phan tan.

4.9.3 Bao dudng va kiém tra

M&i bé dugc gn véi mét nhiét k& hosc mét c&p nhiét dién doc 1ap cla hé théng diéu nhiét ty dng.

Ki€m tra nhiét d6 clia b& méi 14n sif dung, t6t nh&t Ia kiém tra hang ngay.
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Kiém tra thuding xuyén mifc chat I1dng trong bé (nubc, etylen glycol ...).
D& tranh sy bdi nhidm vi khudn phai thudng xuyén thay chat 1dng nay.

4.10 TU sdy khirtring

4.10.1 Mata

TU s&y khir tring 13 mdt budng duy tri dugc nhiét a9 tir 170°C dén 180°C a8 giét cac vi sinh vat bing
nhiét kho.

4.10.2 Tinh ning st dyng

Chi khir trling thiét bi b&ng kim loai ho#c bang thuy tinh trong thd s8y khir tring. Thai glan khir tring ft
nh&t 1a 1h, k& tir khi dat duoc nhiét 85 cén thiét.

Canh bso - Dung cu thuy tinh do thé tich khong dugc khir trung trong ti sy nay.
Nhiét 66 c4n phan b déu trong budng s&y.
T4 séy phai dugc trang bi:
- bd 8n nhiét
- 1 nhiét ké ho#c cap nhiét dién ty ghi.
Tt nh&t 13 dugc g&n vai 88ng hé hodc bd phan @at chuong trinh / thdi gian.

4.10.3 Bao duBng va kim tra
Kiém tra tinh 88ng nhat clia nhiét 36 trong timg bubng lam viéc.
Giir t0 & trang thal [am viéc t6t va cac dung cu kiém tra phéi dugce kiém dinh thudng xuyén.

Nén thudng xuyén lam vé sinh td.
4.11 Loviséng

4111 Mdta

L& vi song 1a may ding séng cyc ngén dé lam ndng san pham.

4.11.2 Tinh ning s dung
Hién tai, chi c6 mot kha nang sl dung: Iam tan chay méi trudng thach nubi cdy.

Thiét bi dugc sif dung d& hoat 80ng & ché 85 ap sudt khi quyén. N6 c6 thé dun néng cac mbi trudng
nubi c&y bang 1 chu trinh phét séng cyc ngin kiém soat dugc. Viéc phan b6 séng cuc ngén phdi déng
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déu trong san ph&m dé tranh c6 nhimmg viing bl qué nhiét. D& phan bg nhiét dugc t6t hon, nén sif dung

thiét bi c6 gén bé xoay.
Canh béo - Vigc gia nhigt méi trudng thach nubi cdy trong 10 vi s6ng cé thé 1am sbi cham.
Chu thich - Khi cdn thiéu sy danh gia ddy ai vé hiéu qua khir ting cac méi trudng nubi cdy clia 10 vi
s6ng, thi kha néing sif dung ndy chua dugc qui dinh & day.

4.12 Kinh hién vi quang hoc

4.12.1 Tinh ning st dung

Kinh hién vi quang hoc gdm cb cAc vat kinh v&i 88 khu&ch dai khac nhau. Ding vat kinh cb d6 khuéch
dai cao nhiing chim trong d4u cho phép quan s&t hinh thai clia vi sinh & dang huy8n phu trong nubc
ho#c sau khi nhudm mau. T8t hon 1a kinh hién vi nén c6 1 vat tvong phan pha va bd phan tu quang
chia tng A& tao thuén Igi cho viéc kiém tra cAc vi sinh vat con s8ng.

Ch thich - Céc thiét bi (cac kinh lup) c6 38 khu&ch dai th&p va kinh hién vi Iap thé diéu chinh dugc tidu
diém cb thé sir dung 88 kiém tra cAc khusn lac & trén, ho3c trong méi trudng thach nubi cdy.

4.12.2 Bio duBng va kiém tra

Sau khi sif dung vét kinh soi ddu, rlta sach th&u kinh sao cho khéng Iam anh hudng d&n chét Iugng
quang hoc, 8 loai bd hét ddu con dinh.

[t nh&t 1a hang nam, 1 nhan vién cb thdm quyén tién hanh viéc 1am sach, kidm tra cac phén co va
quang hoc.
4.13 Dén ddt bing ga ho¥ic 16 d5t néng bing dién trd

Bén d6t bang ga dugce diing € tao ra va duy tri 1 viing bio vé& quanh diém néng. Bugc dung a8 khir
tring cac que han va céc vong cdy kim loai bing cach dét d&n nong dd.

Lo a6t néng béng dién trd Ia thich hgp dé khir tring cac kim loai ho#ic cac vong cdy bing kim loai sau
khi thao tac véi vi khudn gay bénh.

4.14 Dung cy phan ph8i mai trusng nudl cdy va thuc thir

4141 Mota

Dung cy phan phéi méi trudng nudi cdy va thubc thir 14 mét dung cu hay thiét bi diing d& phan phéi méi
trudng nubi cdly va thuSe thif va cac 6ng nghiém, cac lo hosic vao cac dia Petri (thi du, 6ng dong, xilanh
thao tac bang tay, xilanh ty ddng, bom nhu ddng hoic bom ca hoc cung cip tu ddng).
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4.14.2 Tinh n3ng s dung

Trong truding hap phan phdi vd triing cac mdi trudng nudi cly 1 cach vd trling va thubc thi, tat ca cac
bd phén clia dung cy hay clia thiét bi tiép xtc véi san phdm phan phéi phai vo triing (xem 6.2).

D0 chinh x4c clia dyng cy hay thigt bj phai phli hgp véi 89 chinh xéc clia thé tich cdn phan phsi. Dac
biét, dd chinh xéc yéu ciu d8i v6i céc thé tich chét pha loiing diing 8& pha lo&ng thap phan 12 + 2 %.
4.14.3 Bao dubng va kidm tra

BAo quan cac dung cuy nay trong diéu kidn that t6t phi hop v8i hubng din clia nha sin xust.

Kiém tra thuding xuyén cac lugng thé tich dugc phan phéi.

4.15 M4y khufy co hoc

May khufy nay cho phép trdn ddng nhét cac méi trudng Idng khac nhau (thf du dich pha lodng thap
phan va miu thir dang 1dng) hosic huyén phll clia cAc t§ bao vi sinh vt trong chét 1dng, dua trén
nguyén ly 1am cho chét dung trong 6ng nghiém chuyé&n d6ng xoay tron léch tam (Vortex).

4.16 Thiét b| 38m khusn lac

Thiét bi nay t6t nhat 1 nén gin v6i 1 hé théng chiéu sang trén nén mau t6l, 1 kinh nup véi 66 khuéch
dal t5i thiéu 12 1,5 14n, va dung cu d8m co hoc dién tlr. C6 th8 ding b4t ky hé thdng 3ém tu ddng nao
¢b tinh nZing twong duong (thi du may dém lade).

4.7 Thi&t bj d8 nudl trong didu kign khdng khi bign ddi

4.17.1 Mot

D6 1a binh c6 thé gén kin holic bat ky thidt bi nao khac cb thé tao ra chc didu kién khbng c3i bién (thi
duy, dang sinh trudng hiém khi) duge duy tri trong sudt thai gian nudl &m cla mdi truding cdy. C6 thé
dung cac hé thdng khac véi tinh nang tuong duong, thi dy budng hiém khi. Tuan thi cic hudng din clia
nha san xuét trong viéc 13p @4t va bo dudng.

4.17.2 Tinh ning st dung

Thanh phén clia mdl trudng khf thu duge bang 1 hdn hop khi (thi dy tir bom khi) hosic b&ing b4t ky cach
khac phis hop (ching han, g6i tao khi ban s&n) s& dugc qui dinh trong tiéu chudn riéng.

4.17.3 Bdo duBng va kiém tra

C4n phai @4t dung cu chl b4o ban ch&t clia méi trudng khi trong timg budng mbi khi sif dung.

N&u cb chét xtc tac, cin phai thudng xuyén phuc héi theo hudng din clia nha san xuét.
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Thiét bi nay phai thudng xuyén dugc 1am sach va sat triing.

4.18 Céc trang thiét b] khac

Céc trang thiét bi va dung cu khéac & ding hang ngay, bao g8m c4c loai sau: thiét bj loc, 38 chifa bAng
thuy tinh ho3c ch&t ch&t déo (cic Sng nghiém, binh ciu, chai o), dia' Perti b&ng thly tinh ho3ic chat
déo, (thudng hay dung loai c6 dudng kinh tif 90 mm @&n 100 mm), cAc pipet bing thuy tinh hay bing
nhua (loai 10 ml, 2 ml, 1 mi), dung cy 18y mAu, vong va kim cy (b&ng hgp kim niken/crom, platin/iridi,
ho3c bing nhua sif dung mét I4n).

5 Nhan sy

5.4 Ning lyc

T4t c& cAc nhan vién 1am viéc trong phong thi nghiém vi sinh phai dugc dao tao AU kién thirc dé ho ¢b
thé thuc hién dang cac thao tac dugc giao.

Ngudi thuc hién thr nghiém cn phai cb ki€n thirc t6t va cd aU kinh nghiém thuc t& vé cac ky thuat vi
sinh va vi sinh vat. Ngudi d6 c6 thé thuc hién chinh xac va dim bao cac yéu cdu a8 thu dugc cac két
qua cb thé chdp nhan. DSi véi muc dich nay, ho cb thé, thi du nhif tham gia vao cac thir nghiém, thanh
thao sir dung vat chudn, hoiic cac phép thir tr danh gia vé dinh Iugng vi sinh vat (d%c biét cin xem cac
&n ph&m c6 lién quan clia Hiép hdi Sira Quéc t8).

T4t ¢ cac nhan vién phai dugc nhan cac fhbng tin lién quan mai nhat vé cac van dé vé sinh va an toan
phong thi nghiérmn.
5.2 Vésinh

V& finh virc vé sinh cho ngudi, phai tun thl cac Iuu y sau ddy d8 tranh 1am nhiém b4n mau thif va méi
truding nubi cdy, déng thai cling dé tranh nguy co lay nhiém sang con ngudi:

- m3c 0 thi nghiém sang mau, sach va trong trang théi tt, dudc san xust tif loai soi han ché duge
nguy co bat chay; khong mic 4o choang ra khoi khu vuc lam viéc va phong gif 4o quén;

- mang trang bi bdo vé t6¢ va rau, néu ¢én;
- gilt méng tay that sach va &n mic chinh t&, va t6t nhat nén an méc gon gang;

- rifa tay sach tay blng nutic &m, t6t hon nén rifa dudi vdi khéng diéu khién biing tay, sir dung xa
phong nudc hoic xa phong bdt, hoic néu cb thé bang nudc rifa sat triing cAp tif dung cu phan phéi &
trang thai sach s&, tru6c va sau khi kiém tra vi sinh vat va ngay sau khi di vé sinh; lau kh6 tay bang
gidly hosc bang khin lay sif dung mét 1an,

- khi dang cdy, tranh khdng néi chuyén, ho v.v. ...
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- khong hit thube, &n ubng trong cac khu vyc thir nghiém;

— cén dac biét Iuu ¥ ngudi bi nhiém tring (u nhot, sung tdy & ddu mdng tay) hodc cac bénh ma
m&m bénh cb thé gay nhidm tdi m&u thir va c6 thé 1am hdng két qua thr.

- khéng dé thirc an clia nhén vién trong cac tl lanh dyng 46 thi nghiém.

6 Chuin bj thiét b}, dung cu

6.1 Chudn bj

Thiét bi, dung cu @& sr dung trong vi sinh phai ddm bao dugc 39 sach va / hoc vé tring cho dén khi sir
dung. '

Trudc khi dung phai rifa sach thiét bi, dung cy, ngay ca khi méi mua.

Day nit cac 8ng nghiém va chai lo trude khi khif tring bang cac phuong tién thich hop (bdng nén, kim
loai, chit déo ...).

Lam nut pipet bAng bdng nén hoic cac bling cht lidu khac thich hgp.

N&u cén, dung cu cén khir triing phai dugc a4t trong cic hop chuyén dung hodic dugc géi trong chét liéu
thich hop (gifly chuyén dung, gifly nhm...). Dung cu cin h&p phai rdng (khéng c6 mdi truéing hosic cac
chét 1dng khac) phai cho phép luéng hai nuc xuyén qua dugc, néu khéng, viéc khir triing sé khdng cb
hiéu qua.

6.2 Khirtring

6.2.1 Khirtring bing nhit khd
P&t nong trong 1 khir triing (4.10) it nhét 1 h & nhiét 4 170°C adén 180°C.
6.2.2 Khirtring bing nhigt 8m

DGt néng trong ndi hap ap Iuc (4.5) it nhat 1a 15 phut § nhiét d6 t6i thiéu 1a 121°C, t6t hon nén dugc gén
v6i 1 thiét bi s8y chan khbng. Cén cb hién thi nhiét d& chic chan 12 nhiét 3 da dat dugc theo yéu ciu
(thf du nhu céc loai giay do nhiét d3c biét).

6.3 Dung cy sir dung mot 14n

Dung cu sif dung mét 14n ¢ thé dugc ding thay cho dung cu thuy tinh téi sir dung (dia Petri, pipet, chai
lo, 6ng nghiém ...) néu ¢ chét lugng tuong duong. '
Khi d6 nén khing dinh bing cach hdi nha san xu&t xem dung cu d6 cb thuc sy thich hgp d& dung cho
muc dich vi sinh vat khong (dc biét 12 tinh v8 tring) va ring nguyén lidu @6 khdng chifa cac chét (c
ché su phat trién ca vi sinh vat.
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Dung cu sif dung mét 18n cin Augc khir nhim trude khi loal bd ching. Bén canh cic phuong phap mé
t4 trong diéu 6.6, c6 thé thidu a6t. N&u trong co sd thir nghiém cb sn 1 16 thiéu dst, viéc khir nhiém va
loai bd c6 thé thuc hién dugc d& dang va 12 1 thao tac dbc 1ap.

6.4 Quan ly dung cu sach

Trong subt qué trinh bao quan, dung cu sach phéi dugc bao vé tranh bui, ddm bao dugc G0 sach..

6.5 Quan ly dung cy vd tring

Try6c khi sif dung, thiét bi, dung cu phai dugc bdo quan trong céc diéu kién gilr duge 39 vo trung. Dung
cy st dung mdt 18n phai dugc bao quan theo huéng dan clia nha san xust, khéng dudc 1am hong bao
bl; dung cu chuén bi thi nghiém phai dugc bio quan trong céc VAt chira sach.

Khi khif triing cac dung cu cho vi sinh, thdi han sl dung (holic ngdy san xust) phai ghi ngay trén mdi
bao bi. Dung cu dung trong bao bi gn kin cb thé bio quan dugc 3 thang d&n khi sif dung. Dung cy
dugc déng gbi khéng kin phai bao quan trong khodng thdi gian ngin hon (thi dy : 8 ngay).

6.6 Khir nhiém

Sau khi stf dung (ti€p xic véi méi trudng 43 c8y hosic tiép xtc v8i cAc vi sinh vat) cac dung cu va chét
chita bén trong phai dugc khir nhiém vi sinh trudc khi rifa hosic loal bd. Thi dy, nit bdng chi dugc thao
ra khdi pipet sau khi pipet da dugc khif nhiém; cac 8ng dyng mdi truding 13ng phai dugc khi nhidm trudc
khi rifa. Vigc khir nhiém c6 thé tién hanh theo mét trong hai cach sau day:

- khr triing b&ng nhiét &m trong ndi hp ap Iuc (4.5) t&t ca cac dung cu 44 ti€p xic vol miu cly vi
sinh vat (nudi £m, moi trudng nudi c&y d4c hoic 1dng, thudc thir bi nhidm bén, ...) f nhat 30 phut &
nhiét 36 t6i thidu 1a 121°C;

~ khir nhiém bang cach ngam trong dung dich chét sat triing d6i v6i cac dung cu cb kich thude nhd,
khéng bj &n mon (thi du nhur pipet).

Pipet Pasteur chi stf dung mot 14n.

Dung cu baing chat déo c6 thé dét truc tiép, néu luat Nha nudc cho phép.

6.7 Ria

Chi rita dung cy sau khi d3 khif nhiém.

LAy ra hét cac chét chifa bén trong cé-c dung cu chifa.

Trubc khi rifa, loai bd chat g&n kin khdi nit hosc ndp biing cach thich hop.

Rira c4n th8n cac nut hodc cac nép va dung cu thuy tinh trong nuéc néng cb dung dich chat tdy rira.
Né&u chét tdy rira khong c6 ban s8n, c6 th§ diing dung dich natri cacbonat 0,125 % (m/m) sau 86 ngam
trong axit lodng (thf du, axit clohidric (HCI) p = 01, mol/l).
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Tréng t4t c cac dung cu trong nudc cét va cb chit luong tuang duong.
C6 thé sir dung cac dung cy dac biét & rlra (thi du: may chuyén rifa pipet, may rlra dia, 3

7 Chudn bj, khir tring mai trudng nudl cdy va thusc thir

Viéc chuéin bi chinh x4c moi trudng nudi c&y 1a mdt trong cac bubc co ban trong phan tich vi sinh Vat,
do vay cin dic biét than trong.
7.1 Nudc cat

Sl dung nuic ct hosic nubc cb chét lugng tuong duong; nghia 13 nudc khong chifa cac chét (c ché
hodc anh hudng d&n sy phat trién cla vi sinh vat trong cacs diéu kién thir. NEu chusn bi nudc cat tir
nubc @3 xU ly b&ng clo, thi trung hoa clo truc khi chung cAt.

Béo quan nubc cét trong c4c thing chifa tam bing nguyén ligu trg (thi du nhu thuy tinh trung tinh,
polyetylen, ...) khdng chifa bét ky ch&t (rc ch& nao trudc khi sif dung.

Ch thich ~ Trong mét vai trudng hop, cn sif dung nudc méi chusn bi va khdng chifa cacbon dioxit hoa tan.
D8 dugc coi la chat lugng tét, nubc cat phai cb dién trd sust nhd nhat 13 300 000 Qcm.

Chu thich - Do viéc chay qua chét trao di ion, nudc g4 khir khoang thudng chira Iugng vi sinh vat cao; do
d6, khdng nén 4p dung phuong phap nay khi chua khing dinh duoc 1a ¢6 it lugng vi sinh vAt trong nutc.
Tham khao y kién v6i nha san xu4t aé cb bién phap Iam gidm nhidm vi sinh vat. Sau khi loc khif tiing, nudc
@3 khir ion hoa @3 nhiém vi khudn nhiéu c6 th8 vAn con chifa cac chét ¢fc ché sy phat trién clia mét s vi
sinh vat.

7.2 Chuén bj méi trudng nudi cay
Cé hai cach chuén bi la:
- tircéc thanh phan co ban, khd hoc khdng; hodc
-t mbi trrdng hoan chinh khd.
Cac chai, lo chifa cac thanh phdn ca ban khd hoc méi trudng hoan chinh khd phai dugc gilr gin, bao vé
khoi &nh sang, nai khd réo & nhiét dd qui dinh clia nha s3n xuét.

Khéng sif dung s&n ph&m qué han diing a4 ghi.

Do céc thanh phén khé va méi trudng cb tinh hit &m, do vay cin déng géi chat ngay va cn than nit
chai sau khi I8y m3u. Khéng dugc ding méi tnrdng da 6 ddu hidu vén cuc hoa cing chimg té da hap
thu nuée.
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7.2.1 H3i nudc cho san pham
Lam theo hudng d&n clia nha san xuét.

7.22 PopH

Dung pH mét (4.4) do pH va diéu chinh, néu thdy cin, pH clia moi trudng sau khi khif tring va lam
ngudi d&n 25°C nhu ydu cu + 0,2 don vi pH, trir khi cb qui dinh khéc.

Viéc diéu chinh thong thudng dugc thuc hién blng cach s dung natri hidroxit (NaOH) dung dich
khoang 40 g/l (1 mol/t) ho#c axit clohidric khodng 36,5 g/l (1 mol/).
7.2.3 Phan phdi

Phén phdl mdi trudng vao cac vat chifa thich hop, hosic thao tac blng tay, hoZc bing thiét bi tv ddng
(4.14).

Dung vét chifa ¢ dung tich bing thé tich clia Iugng dugc phan phéi, I6n g&p hal 14n hosc ba 14n thé tich
36 @ tranh mdi trudng sbi tran qué trinh h&p &p Iuc.
7.3 Khirtring
Khir tring méi trudng nudi cdy va thuc thir ¢b thé ti€n hanh cac ky thuét khac nhau gém:
— khir trung blng nhigt 4m;
~ khirtring béng loc.

Tuy nhién, c6 mdt vai trudng va thuSc thlr nhét dinh c6 thé sl dung khdng cin qua bt ky thi tuc khir
trling nao (xem tidu chun quéc t& hoic theo qui dinh nha san xuét).

Sau khi khir tring, méi trudng phai dugc kiém soat, d3c biét 1a pH, mau sic dd vo tring va d4c tinh vé
mt vi khu&n hoc.
7.3.1 Khirtring bing nhiét &m

Tién hanh khir tring b&ng nhiét 4m trong néi hdp ap luc ddc lap (4.5) hosc trong thiét bi chudn bi méi
trudng va bd phan phan phéi. Thdng thudng, qué trinh h8p kéo dai khodng 15 phit & nhiét 86 121°C
(245 kPa). BSi v6i cac thé tich 16n hon 1 It, c4n theo m6t chu ky khi triing cén thiét. Trong moi trudng
hdp, phai tuan thii cac huéng din cla tiéu chudn nay hay clia nha san xuét.

Truée khi hap khir triing, mét s8 vat chira dai dién cho mdi vi trf clia nél h8p phai duge gin vai mot gidi
gidy thi¥ (loai c6 ban s8n trén thi trudng) bao nhiét 46 dat duoc.

7.3.2 Khir trung bing loc

C6 thé tién hanh trong céc diéu kién chan khdng hoc tang 4p.
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Dung mang va && loc c6 dudng kinh I8 0,22 um. Ching da duge khir triing trong ndi h&p &p Iuc (4.5)
trubc khi st dung. Tham khdo hubng din clia cac nha san xu#t v8 viéc sif dung cac y8u 15 loc hoiic
mang loc dugc ban & dang v triing séin.

Khir tring céc linh kién khac nhau 63 I8p rap holic chua I3p cla thist bi loc trong néi hp 4p luc (4.5) 15
phit & nhiét 66 121°C. N&u cén, viéc Ip rap vb tring cb thé dugc thyc hidn trong budng an toan sau

khi hdp ap Igc. Mot vai thiét bi 14p rap sin c6 thé dugc ban & dang vo triing.

7.4 Bio quan

M&i bao géi dung chal lo,'8ng nghiém va dia Petri phai dugc ghi nhan va chi tiét nhu sau:
- tén mdi trudng;
- ngay chun bj va / hosic han ding.

7.44 M&i trudng nudl cfy pha s&n va thubc thir

M8i trudng nudi cAy dugc phan vao cac 6ng nghidm holic chal lp va thusc thir khi chua sif dyng ngay thi
phai bdo v8 tranh 4nh sang va gilf khd réo (thf du nhu diing nit cao su trong khi bao quan holc ding
néap xody).

Néu nhu khdng c6 qui dinh nao khéc, phai 88 moi trudng nudi cfy va thubc thir trong tli lanh (4.7) véi
thal gian t6i da 1 3 thang, néu a8 & nhiét a4 tir 18°C @&n 23°C thi thdi gian t6i da 12 1 thang trong diéu
kién cac thanh ph4n clia ching khéng bi thay d8i.

Khéng bao gid sif dung méi trudng a3 b| mét nude.

Trudc khi sir dung, nén a8 nhiét 60 clla mdi trudng nudi cdy can bing vdi nhiét 36 clia phong thi
nghiém.

7.42 M4l trusng va thu8c thir sin sang cho sir dyng

Cé&n phai tuan th( cac hudng dan clia nha san xuét : thdi han si dung, nhiét dd bdo quan va cic diéu
kién bdo quan, diéu kién s dung (thf dy pH) va kiém tra tinh hidu qua.

7.5 Lam tan chdy mdl trudng thach nudi cdy

Lam tan chdy méi trudng nudi cdy trong ndi cach thuy hoic bang cac phuong phép khéac cho két qua
tuong ty (thf du ndi hdp ho#ic 13 vi séng). Tranh dun néng qua va khi mdi trudng tan phai bd ra ngay.
GIr méi trudng nudi cdy & dang tan chay trong bé diéu nhiét duy tri nhiét 80 & 47°C + 2°C (4.9) cho d&n

khi s dung.

Khdng khi nao dugc ding mdi truding nudi cdy & nhiét 88 16n hon 50°C. Khéng nén gilr méi trudng da
tan chay qua 8h. Khdng st dung méi truéing dun @i dun lai nhiéu 14n.
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Trong trudng hop mdi trudng nudi cdy d3c biét man cam thdi gian Iam ta chay phai ngan, va dugc qui
dinh trong tiéu chuén c6 lién quan.
7.6 Dudi khdng khi trong méi trung nudl ciy

Né&u cn, ngay trubc khi sif dung, dun néng mdi trudng nudi cy trong nubic sbi hosic dusi lubng hoi
nutc ndng trong 15 phit, nGt va ndp phai duge ndi Idng, sau khi dun ndng @Ay chit ndp va 1am ngudi
nhanh 6&n nhiét 66 1am viéc.

7.7 Chu#n bj dia Petri

R6t mdi trudng nudi cly thach tan chay vao cac dia Petri thanh I6p day it nhat 1a 2 mm (thi du, d6i v6i
dia cb dudng kinh 90 mm, théng thudng cén 12 mi thach). D& cho thach ngudi va dong lai bing cach
@at dia 16n mit phing ndm ngang, mat.

Sl dung ngay cac dia Petri 3 chuén bi nay hoic bio quan trong tl lanh (4.7), chd t6i, khdng qua 1
tudin & cac giéu kién thanh phin khdng bi thay a8i. Trong mdt vai trudng hop, thdi gian nay cb thé kéo
dai hon ho#ic ngan va dugce qui dinh trong tiéu chudn lién quan. Nhan clia @ia Petri theo 7.4.

St dung cAc dia Petri khi 34 dugc 1am kho.

Nhin chung, 8& c4y 1&n b& m#t moi trudng thach nudi cAy, lam khd cac dia, t8t nhét 1a md ndp dia d3 cb
thach va Up mat dia xu8ng dudi, a4t vao ti s8y a8 & nhiét 36 25°C d&n 50°C, cho dén khi cac giot nudc
nhd bién méat khdi bé mt méi trudng. Khdng 1am khd méi trudng thém nifa. Dia thach ciing cb thé dugc
lam khd trong ti an toan laminar-flow trong 30 phat khi dy nép mét nlfa, ho3c d& qua 8m khi ndp vin
day kin.

Céc dia thach chusn bi s8n c6 ban trén thi trudng: Bdo quan va sif dung theo hudng din cla nha san
Xuét .

8 Mau thi nghiém

8.1 Liy miu

Biéu quan trong mau phai ding 1a m3u dai dién clia sin phdm va khong bj hu hdng hoc bi thay adi
trong su6t qua trinh van chuyén va bdo quan.

L&y m3u khong phai 12 mét phén clia tiéu chuén nay. Xem tiéu chufn ridng d6i v&i san phim lién quan.
Néu khéng c6 tigu chusn riéng thi I8y m3u theo sy thod thuan clia cac bén lién quan.

8.2 Van chuyén

Viéc van chuyén miu t6i phong thi nghiém phai dam bao gilr dugc mAu khéng bi bién d8i do sy cb mat
céc vi sinh vat. T6t nh4t 12 nén van chuyén mAu t6i phong thi nghiém béng phuong phép nhanh nhét.

Déc bién chi y d&n nhiét 8 bao quan clia cAc sin phim sau day:
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san phdm "bén": nhiét 46 phong;
san phdm tuoi va sén phdm dugc gt lanh: tir 0°C dén +4°C;
- sén.phim dbng laﬁhva qﬁclanh dusi -18°¢;
- sin phém tiét tring va san phdm fuong tu:. tir 0°C @&n +4°C;
- sénphsm bén a3 hdng: tu‘O"Cd&n +4°C.

Canh bso - Céc thyc phdm ds bj 8i hdng (thi dy nhu ndi tang, c4 tudi) phal bio quan & nhigt
dd tir 0°C 8&n +2°C.

i

Céc mAu "bén" dﬁ hdng phal dugc van chuyén trong bao bi kin a8 tranh do .

8.3 Tiép nh@n va bdo quan

Nhan vién phong thi nghiém phai kiém tra trang thal cia mBu khi ti€p nhan. Néu trang thai khdng dam
bdo ho#c néu mau khéng dU, thdng thudng phong thi nghidm khdng duge nhan miu 86. Trong trudng
hop dac biét, nhan vién phdng thlr nghiém cb thé phan tich ching nhung phai Iuu gif bdo céo vé tinh
chép hop 18 cla két qud.

MBu dugc nhan vao phdng thi nghiém phai dugc ghi chép By Al sao cho cb thé kiém soét dudc subt
qua trinh cho dé&n khi viét bao céo thir nghiém.

Céc thdng tin sau can phai ghi:
ngdy nhan may;
céc diém @ic blét khi I8y mAu (ngay 18y mBu, cac didu kidn I8y miu v.v);

1

tén va dia chi clia b&n yéu ciu;

- @4c tnung clia san phdm.
M3u chd kiém tra phai bdo quan & cac didu kién khdng 1am thay a8k s6 lugng vi sinh vat cb trong mAu.
Dic biét chl y d&n nhiét 86 bdo quan (xem 8.2) va viéc klérn tra han 0u6| clia céc san phim sau day:
- san phdm bén: cang sém eangt6lva tmbclmlhétthaihgn bdo quan;

- sn phém tuoi va sin phém giif lanh: trong vong 24 h sau khi ti&p nhan (néu cin bao quan mAu
lau hon, c4n Iam lanh siu m&u cang s6m cang 6t & nhiét 38 dudi -18°C va ghi vao trong bdo c4o
két qud, vi 3 mot vai san phdm nh4t dinh viéc 1am lanh thay 8i thanh phén cla hé sinh vat);

- san phém tiét tring va san phdm tuong ty: cang sém cang t6t khi hét han bao quan;
- cac mau san phdm bén 33 bi hdng : cang sém cang t6t va trude 48h.
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8.4 Phin miu thir

D& trénh cb tap nhidm gilfa mdi trudng va phén miu thl, nén tién hanh cdng viéc trong phong thir
nghiém d3c biét, ho#c trong budng an toan. N&u khong 18m dugc diéu 86, cac san phdm biét trutc 1a cb
rét it vi sinh vat (thl dy, sdn phém tiét tring, mén &n da n&u) bao gid clng kiém tra truSc tién, tisp theo
méi kiém tra m&u bi nhidm cao hon.

Vigc bdo vé méi truding khdi bj tap nhidm 1a d3c biét quan trong trong qué trinh can va iy phén radu thir
tir cac san phdm dang bdt b nhi&m cao. Céc butc ti€n hanh nay phai thyc hign trong tl an toan.

XUt ty mBu sao cho trinh dugce bt ky nguy co 1y nhiém nao. D& dat dugc diéu a6, phai chl y nhu sau:
- Khi khdng lam viéc trong tl an toan, ti&n hanh cdng viéc trong tdm cla ngon Ilfa;

~ @6 v6i sin phdm bao géi sin, lau sach bén ngoai bao bl biing etanola 70% tai vi trf s& md; ndu
cb thé, thi a6t béng ngon Iita;

- dyng cu diing 68 md bao géi (cai md hdp, kéo,...) phai vd triing;
- dung cu @€ I&y miu (thia, kep, pipet ,...) phai v triing ;
— @4nh ddu c4n than s6 ky hiéu clia mAu thir trén vat chita, tai chét déo (xem 83) chira mAu thi.

8.5 Luu giir va huy miu thi nghiém

Ngoai trif d6i v6i cac trudng hop d3ic biét, luu gilr cac mau thi nghiém cho dén khi thu dugc tat ca cac
k&t qua, hoic lau hon nita néu thdy cén, va bao gbi trong vat dung vd triing (thl du nhu tii ch&t déo ) va
gilr & nhiét 68 bao quan clia mAu thir. Céc sin phdm lanh, tuoi nén 1am déng lanh.

Trubc khi loai bd, khir nhiém cac méu thi nghiém d3 Idng hoic la mau nguy hiém.
Con cac mAu thi nghiém khdng bi hdng thl c6 thé loal bd tnyc tiép.

9 Ky thuét kiém tra va biéu thi két qua

9.1 Céc bién phé&p 38 phong vé mijt vé sinh trong qué trinh kiém tra

Cha y tién hanh cdng viéc trong cac didu kién vo triing, thi du nhu :
- @3m bao réng khu vifc lam viée sach va khdng cb gi6 lua (cifa chinh va clfa s8 phai d6ng lai );
- trube va sau khi Iam viéc, khir nhi8m b8 mit thao tac blng chét sét tring thich hop;

- @&m bdo réing trudc khi bt d4u tién hanh cdng viéc t8t ca cac thir cdn thiét @& duge chudn bi
sén;
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- trong tnidng hep ti€n hanh trong tl an toan, diing gang tay vo tring hoic sat triing tay, trudc khi
bt adu cOng viéc (thi du bang hdn hgp polyalcohol) va tranh thao téc chéo, cham ban tay véi canh
tay;

— khi khdng lam vidc trong ti an toan, m& 6ng nghiém va chal trong viing ngon Ka, gilr 6ng va chai
& vi trl nghléng v6i kha niing cb thé;

- thye hign cOng viéc cang nhanh cang t5t, va khdng cb bét ky ddng tac thifa nao;

- @6ng chit ngay bao bl dung pipet, dia Petri v.v... sir dung mét I4n, sau khi ISy ra s§ lugng cén
duing cho viéc kiém tra.

- khif tring vdng va kim céy, v.v... trong ngon Ii¥a tnséc va sau khi sif dung; 88 tranh phét tan céc
chét va céc vi sinh vit, 6t nh&t 12 diing bubng a6t (4.13); néu c6 thé, diing vdng va kim cdy vb tring
sl dung mt 14n;

- cho pipet, dao trdn, v.v... a& sir dyng vao binh ¢ chifa 1 chét sét triing thich hop (thf du: dung
dich natri hypociorit 651 véi pipet) trubc khi tién hanh khir nhim (6.6);

- cho céc dfa Petri, mdl truding nudi céy va t4t ca cac dung cy khéc cb thé chira vi sinh vat vao céc
hdp chuyén dung trubc khi khir nhidm, tiép theo 1a rita; '

~ cho céc dung cy sif dung mdt I8n vad cac vit chita phil hgp trubc khi khir nhidm holic thiéu (6.6);

- ngay lap tre lau, thdm h&t cac vét nhim bén hoic bi tran ra bang cach diing miéng bdng gac,
hodic vat liu thich hop khéc a3 tm dung dich etanola 70 % (V/V) hodic 1 chat sét tring khac, sau 86
rifa sach va khi¥ tring m#t ban thao tac trudc khi tiép tyc cdng vide.

C&n phai chi ¥ G3c biét khi 1am viéc véi cac san phdm c6 chira vi khuén gy nhidm bénh (Saimonelia,
Listeria monocytogens ...) hosic véi cac chét ddc hai, dugc liét ké trong cac &n phdm ridng. Khuyén céo
réng:

- sirdung tl an toan cho t&t c3 céc thao tac cin thiét 68 phan tich;

— sir dung dyng cy hit cd hoc; c&m diing pipet hat bng midng;
Khf sol 1a 1 nguy8n nhan chinh gay ra & nhi8m mdi truding va Iy nhim. Khi sol c6 thé tao thanh do:

- khi md céic Gia Petri, Sng nghiém va chai lo;
khi ding mdy I&c, xi lanh, méy ly tam ...;
khi 1am sach pipet bang céch théi;

khi khir trling w6t cac vong va kim cAy;
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-1 khi m& 8ng han kin dung chat cdy ddng kho;
Do @6, cn tranh sy tao khi sol nay.

9.2 Chuin bj huyén phi ban d4u va céc dung djch pha long
Xem ISO 6887.

Trong trudng hop chuén bj huyén phi ban d4u, thdi gian tir khi két thic viéc chuén b dé'p khi c8y vao
méi trudng nubi cdy khdng dUgc Vgt qua 45 phit, trir khi cb qui dinh riéng trong tiéu chusn tuong (ng.

9.3 P&m s& lugng sir dung mbl trudng diic

9.3.1 C#y trong thach d8 dia

Chuén bi méi trudng (blng cach dat trén ndi cach thuy dé & 47°C), dia Petri, chéttdng pha.losing va cac
dung dich pha lo&ng cn kiém tra (phl hop v6i 9.2) theo céc lugng va cac don vi tuang (g véi phuong
an cy duoc qui dinh trong tiéu chu&n cb lién quan.

Phan phéi cac thé tich xAc dinh tir cac dung dich pha lofing c4n kiém tra vao cac.dia Petri (c6 ghi nhan).
R6t vao mBId”lamQtluqrigmoiuu'bl'lgﬂmquldnhumg?? Trﬁnngaym&mr&ngtanchéyvéd\ﬁt
¢4y, 530 cho ¢cb Gugic phan: b8, 4éng nhét vi sinh vat trang moi trudng. Dt céc: dia Petri nay trén mat
phéng nim ngang, mét a8 cho ngudi va ddng dc lai (thdi gian déng cilfa thach khéng dugc qué 10
phit).

N&u dy kién cb cac khuén lac moc lan (thi du: Proteus spp) trong san phdm cén kiém tra, hdy phli mét

I6p,mdng thach khéng dinh dudng v triing; holic mdi trudng thach nhan biét sif dung:érong phan tich
I&n cc dia da déng.

9.3.2 Cédylén bé mit

Bua chét cdy vao gilra dia Petri 4 ghi nhén trén mt mOI trudng thach nudi cdy (aa chu§n bitheo 7 7)
Diing que gat béing chét déo hoéc b&ng thuy tinh & dan déu trén bé mat mbi trubng céng nhanh cang
t6t cho @&n khi khéng con thdy chét Idng trén mit thach nifa.

C6 thé duing qua cdu thuy tinh d& dan déu.

Trong 1 vai trudng hop (dudc néu trong tiéu chudn kién quan), chét cdy c6 thé dugc I&ng gan trén 1
mang loc sau 86 méi dan déu nhu trén,

9.3.3 Nudi am

Khi khéng cé qui dinh ndo khéc, 1At ngugc ngay cac &ia da cﬁy m&u va Gt that nhanh vao t &m da dat
nhiét @9 thich hgp. Néu xay ra sy mat nudc nhiéu (thi du, & nhiét 86 55°C hoic Iuu.thdng khdng khi
manh), goi c4c dia vao c4c tai chét déo khong kin trute khi nudi &m hodc sif dung hé thing cb hidu qué
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tuong duong. Trong sudt qua trinh nudi &m, cb thé chdp nkan 1 A6 bién thién d nudi, thi du nhy khi a4t
céc dia Petri vao ti ho#ic I8y ra khoi ti &m.

Chi y - Trong cac trudng hop nhét dinh, c6 thé 1am hai dia cSy dy phdng béo quan & + 2°C € so
sanh v&i cac dia c8y nudi 8m khi 8m khuln lac, 48 tranh nham 13n giira cac hat san phim kiém
tra véi cac khusn lac.

Sau khi'nui &m, kiém tra ngay cic dia néu cb th&. Mt khac, cb thé bio quan ching trong tli lanh (4.7)
t5i da 1a 24 h, néu khéng cé qui dinh nao khéc.
9.3.4 D&m khudn lac

Tiép theo glal doan nudi &m dugc hudng din trong tiéu chufn riéng, tién hanh dém khusn lac trén mbi
dia cb chira it hon 300 khuén lac (hosic bt ky 1 s8 Iugng nao theo qui dinh trong fiéu chusn riéng).

Chu thich - Trong mdt vao trudng hop, cAc khudn lac c6 thé rét khé dém (thi du, khi cb cac vi sinh vat
moc lan). Nhitng trudng hop nay s& dugc dé cp trong tiéu chuén riéng.

9.3.5 Bifu thi két qua

9.3.5.1 Phuong phép tinh todn: Trudng hgp chung

D8 két qua cb gia tri, nhin chung, diéu cdn thiét 1a thuc hién viéc d8m khuén lac trén R nhat 14 mét dia
b t8i thidu 15 khuén lac.

Tinh s& vi sinh vat c6 mat trong méu thi, N, I3y trung binh tif hai d9 pha lodng két ti€p nhau bang cing
thirc sau:

Ne— €
Vin, +0,1n,)d
trong d6

Zcm t8ng cac khufn lac dém duoc trén tat ca cac dia dugc gilr lai tir 2 36 pha loang lién tiép, it
nh&t ¢6 mbt dia chira 15 khun lac.
V la thé tich mAu c8y trén mdi dia, tinh b&ng milifit;
n, 1a s§ dia clia d6 pha loaing thir nhat dugc gilr lai;
n, 1a s6 dia clia 86 pha loding thir hal dugc gilr lai;
d 12 hé 6 pha loang tuong (g véi 83 pha loang thir nhat.

Lam trdn s8 két qua thu duge dén 2 chit s6 cb nghia. Khi s§ cin 1am nhd hon 5 thi s6 ding truée né s&
khong phai thay @8i, khi s& cudi cling 1a 5 ho#ic I6n hon thi Iam tron s6 ding ngay truée né 1én 1 don vi,
tiép tuc cho d&n khi thu dugc 2 chir 6 cb nghia.
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LAy két qua 12 s§ vi sinh vat c6 trong 1 mililit (sdn ph&m dang 16ng) ho#c trong 1 gam (s3n ph4m dang
khac), biéu thi biing s& tif 1,0 d&n 9,9 nhan véi 10%, trong 36 x 12 Iu§ thira tuang ng clia 10.
Thi du:

__ 2C  168+215+14+25 422
V(n, +0n,)d  1(2+0,1x2)x107 0,022

=19 182

Lam tron két qua nhu hudng din trén thu duge 19 000 hodic 1,9 x 10* vi sinh vét trong mdt gam san
phém.

9.3.5.2 Phuong phép tinh: Trudng hgp tinh toén sau khil xéc nhin

Trong trudng hgp phuong phép sif dung @di hdi phai nhan dang, 1 s§ lugng A dugc dem xac dinh
(thong thuding 18 5) tir cac khufin lac nudi céy trén mdi dia dugc gilr lai & d8m khu4n lac. Sau khi xac
nhén, tinh to4n cho mdi dia s& lugng vi sinh vét dugc xac nhén, a, theo cdng thirc sau:

a=£C
A

trong 46
b Ia s& khuén lac phd hgp véi cic dic tinh xéc nhan;
C 12 t8ng s& khuén lac d6m dugc.
Lam trdn s& 68n s8 nguyén gén nhét nhu chi diin trong 8.3.5.1.
Tinh s6 N, clia cac vi sinh vat g8 xac nhan c6 mét trong m&u thif theo cdng thilc dua ra trong 9.3.5.1,
thay > Cbéng > a.
Thi du:
Khi d&m truc tiép tir 1 san phdm dang Idng cho két qua nhu sau:
- 0 86 pha loging th(r nh&t (10%) dugc gii lai : 66 va 80 khuén lac;
- & @0 pha loang th{r hai (10*) dugc gitr lai : 4 va 7 khufn lac;
D3 nudi céy:
- @8 véi 66 khusn lac, 8 khudn lac, 6 trong d6 ph hop véi chuén, do 86 a=50.
- a8i v6i 80 khusn lac, 9 khuén lac, 6 trong @6 phil hap véi chufn, do d6 a=53.
~ @61 v6i 7 khu#in lac, 5 khuén lac, 4 trong 86 phi hgp véi chuén, do 86 a=6.

- @61 v6i 4 khudn lac, t4t ca 4 khuén lac 8 chimg minh Ia vi sinh vét cén tim, do 46 a=4.
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24  50+53+6+4 _ 113

N=— & = = = 51364
V(m +0ln)d 12+01x2)x10° 2,2x107

S6 lugng vi sinh vat dugc tim th&y trong mau thir 1a 5,1 x 10* trong mdt miliiit.

9.3.53 S5 lugng wc tinh

9.3.5.3.1 "Né&u hai dia mAu thir (sin ph&m dang 1dng, 49 pha lo&ing bing 0) ho#ic huyén phi ban d4u
(s&n phém dang khac) c6 it han 15 khufr'lac, thi tinh gi4 trf trung binh s8 hoc, clia cac khuén lac 68m
Augc trén hal dia.

Bidu thj k&t qua nhu sau:
- @61 v6i sn phém dang 1dng: s& Iugng vi sinh vat udc tinh trong miliit Ne= y
~ 88 v&i cac san phdm khéc: s6 lugng vi sinh vét udc tinh trong mililit Ne= y/d
trong d6 d |4 hé s8 pha loang cla huyén phl ban d4u.

9.3.5.3.2 Néu hai dia clia mBu thir (san ph4m dang I6ng) holic huyén phi ban d4u (sin phim dang
khéc) khdng chifa khuén lac nao, thi bidu thi k&t qua nhu sau:

— Rthon 1 vi sinh vat trong mililit (sin ph&m dang 1dng)
~ thon 1/d i sinh vt trong gam (s&n phém dang khac)
trongdﬁd_lé hé s§ pha lo&ng ctia huyé&n phi ban d4u.

8.3.6 GI&i han tin ciy

D& dénh gié tinh hop thic cia két qua v tranh va trénh thé hin qué chit ché, diéu cn thiét phai ia
x4c dinh khoding tin ciy dic trng cho phan b& thdng ké céc vi sinh vat trong miu th.

Céc sai lgch khac do chinh do ky thuat, d%c biét la cac sai 1gch cb lién quan dén I5i trong pha lodng,
mitc 89 sal 1&ch nay thl khac nhau gilfa cic phong thi nghiém.

9.3.6.1 Trudng hgp chung

V6i xac susit 95 %, khodng tin cly 8, dic trung cho su phan bé vi khuén trong méu, tinh theo cdng thitc
sau:

*

e [Zc 192 , 196 Zc] y

B B B d

khi: B =V(n, + 0,1n,)d
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trong @6

D" C1a t8ng cac khuén lac d6m dugc trén t4t ca céc dia duge gil lai;

n, 1a s§ dia clia 30 pha loang th(r nh&t dugc gitt lai;

n, |a s§ &a clia 4 pha long thir hai dugc gilr lai;

V 1a thé tich chét cdy trén méi dia, tinh bing mililit;

d |a hé s§ pha long tuong (ng véi dd pha loang thir nh4t.

Thi du: cac truding hgp cue tri (xem bang 1).

Bang 1-Céc trudsng hgp cyc tr]

S8 khudn lac 38m dugc
Trung binh tinh toan Khoang tin cdy
B4 pha lodng n D% pha loéng n+1
300 30 278 dén 324
300
30 30 -7% Gén +8%
15 1 10 dén 20
14
15 1 -29% dén +43%

Thi du 2: Khoaing tin cay d6i véi thi du trong 9.3.5.1
Vi N = 1,9 x 10* trong 1 gam d6i v6i 422 khugin lac 68m dugc, khoang tin cay & 1a:

5|42, 192 o6Vanz ] 1
22 22 2,2 1072

8=(191,82 + 0,87 + 18,30) x 102
Do d6 céac gidi han clia khodng tin cy Ia:
8,=17x10'va 8, =21 x 104

Trong tnudng hop nay, cac giéi han clia khodng tin cdy, duge biéu thi bing phén tram va dugc tinh toan
trén céc s6 liéu khong 1am trdn, 12 tir-9,1 % d&n +10,0 %.
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9.3.6.2 Trudng hgp sau khi xac nhén
Vi xéc susit 95%, khoang tin cdy 8, dc trung cho sy phan bS vi khuén trong miu, tinh theo cbng thirc
dugc dua ra trong 9.3.6.1, khi 36 thay " Cbang )" a.

Thi dy: 481 véi trudng hgp dua ra trong 9.3.2, 8 N vi sinh vat dugce tim thdy 13 5,1 x 10* trong 1 mililit
cho 113 khuén lac cdn lai, do @6:

5=[1_13+1~_9_ziw6~’m.],¢
22 22 22 107

8 = (51,36 + 0;87 + 9,47) x 10°
Bdi vay, cac gidi han khodng tin cay 1a :
5,=4,3x10*va 5,=6.2x 10°

9.3.6.3 Céc s6 dém wic lugng
Céc gi6i han tin c8y dugc dua ra trong bang A.1 va A.2 clia phy luc A.

9.4 D&m vdi vige sir dung mél trudng 18ng: ki thuat d8m s8 cb xac suat 16n nhat

Chu thich — C6 thé ding hai hg thng nudi c&y. Hé théng thudng hay dugc sif dung nhét (duoc goi 14 hé
théng *a8i xing") c6 ciing s& lugng Sng nghiém cho mbi 63 pha loing, ty 18 tich gilra hai 44 pha loang thong
thudng 1/10. Céc hé théng nay dugc sif dung dac bigt khi chi cin kidm tra gi6i han khéng bi vt qua va cling
@8 xéac dinh s6 lugng Vi sinh vt c6 mit. Con cb cac hé théng dugc goi 1 hé théng "khdng d&i xing” bao gém
céc 6 lugng 6ng nghidm khac nhau cho céc 89 pha lodng khéc nhau. Chi cac hé théng *d6i xing" cb chc
dung dich pha lodng thap phan duge d8 cép trong tiéu chudn nay.

9.4.1 Nubdl cay

Nubi cdly mét s8 lugng binh hozic Sng nghigm thich hgp véi cling 86 pha lodng (thf du, ba, ném, hosc 10
binh cdu hay 8ng nghiém) tuy theo d¢ chinh x4c mong mudn clia cac két qua. Theo qui luét chung, ky
thuét dugc ap dung ddi hdi ba binh hay 6ng nghiém cho mét dd pha lodng.

Duing pipet phan phéi chat cdy vao cac binh hay 8ng nghiém fuong (ng.
Ding 1 pipet vé tring méi cho mbi @ pha loang.

9.4.2 Nudi &m

Dit céc binh hay 6ng nghiém aa cdy mau vao ti &m, hoc 6t hon I a4t vao néi cach thuy kiém soat
dugc nhiét 6 (4.9).
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9.4.3 Gidi thich két qua

9.4.3.1 Chon d) pha loéing

Chu thich — Huy8n phd ban d4u va miu thir dang Idng cliing duyc coi la "céc dung dich pha lofing”.
Trong trudng hgp chung khi ba 8ng nghiém ho#c binh trén 35 pha long 63 dugc nudi cdy, chon cho
mbi mAu cAn kiém tra ba 36 pha lo&ng k& tiép nhau phi hop véi 9.4.3.1.1, 9.4.3.1.2 hay 9.4.3.1.3.
9.4.3.1.1 Trudng hgp 1: C6 it nh&t mat 34 pha lo@ing cho ba 6ng nghiém duong tinh (xem bang 2)

Chon a9 pha loding cao nhét (nghia Ia c6 néng a5 mau thir nhé nhét) cho ba 8ng nghiém duong tinh,
ciing nhu vay @6 v6i hai dung dich pha lodng th&p hon theo (nghfa |a ndng 66 mau thir cao hon 10 I8n
vi 100 14n clia dung dich pha lo&ing thir nh&t 84 chon). Xem thi dy 1 va 9.4.3.1.2.

N&u khdng cb dli cac db pha lodng tiép theo tir dung dich pha lo&ing nhét cho két qua ba Sng duong
tinh, thi chon ba dung dich pha loang nht trong c3 loat 8ng thir a6 (nghia 1a cac dung dich c6 ndng do
méu thif thdp nhét trong day) d& thay thé. Xem thi dy 2.

Bang 2 - MAu cac két qua duong tinh chon loc d8 tinh gia trj MPN

Miu $& 8ng nghiém duong tinh thu dugc tif ba Sng 'MPN 2
nghiém da cdy céc lugng miu / Sng sau day ¥
San ph&m dang Bng 10ml 1 ml 10 ml 102ml 10°ml | Sinphémdangldng | Sin phém khac

| Cacsanphdmkhac 1g 107g10?g 10°g 04g mt g’
1 3 3 2 1 0 1,5 x 10' 1,5 102
2 3 3 3 0o - 2.4 x 10" 2,4 x 102
3 2 2 1 1 0 7.4 7.4x10
4 3 3 0 o 0 . 24 24x10'
5 2 2 0 ¥ 0 2,1x10" 2,1

1) Chir in dam : T8 hop dugc chon.
2) Bugc tinh tir chi s6 MPN cho ba éng nghiém (bang B1).

9.4.3.1.2 Trudng hgp 2: Khdng cé dd pha lodng nao cho két qua ba 8ng duong tinh

Trudng hop 1 khéng thé ap dung duge. Chon ba dd pha lodng nhét cla day (c4c dung dich nay ¢ ham
Iugng mAu thir th&p nhét) cb it nhat mdt phan (mg duang tinh. Xem thi du 3. Xem tigp 9.4.3.1.3.
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9.4.34.3 Céc trudng hgp diic bigt

Trong t&t ¢ céc trudng hop, khi c6 nhiéu hon mét trong ba a9 pha lodng dugc chon theo 9.4.3.1.1 va
98.4.3.1.2 khorg cho mét 8ng nghiém duong tinh ndo, thi chon @9 pha lodng th&p nhat ma khéng chira
mét 8ng nghiém duong tinh nao (dung dich cb ndng d8 mAu thir cao nh&t) va hai 49 pha lodng th&p hon
lién trude nd (nghia 1a néng @& mAu thir cao hon 10 14n va 100 I4n cla 8O pha loang thir nhét duoc
chon; xemmAu 4 va mau 5), trir khi cac 6ng duong tinh chi tim th&y & 66 pha loéing thir nhat chudn bi tir
méu thr. Trong trudng hop cudi cling nay, néu cén, chon ba 6 pha loding d4u tién A& tinh s6 cb xac
su#t I6n nhit (MPN), ngay ca khi ddy thir nay c6 hai 36 pha lo&ing khng cho 6ng duong tinh nao.

9.4.3.2 Tinh s& cé kha ning I6n nht (MPN)

9.4.3.2.1 Kiém tra theo s8 miu dugc thir bling day s& trong bang B.1, xem két qua s& &ng duong tinh
tuong (mg véi cac ad pha lodng dudc chon theo 9.4.3.1, cb thé ch&p nhan dudc trén quan diém théng
k&. Kha néng ch&p nhan nay phy thubc vao: s6 mAu dugc kiém tra va quyét dinfi chap nhan hay bac bd
céc két qua thudc loai 2 va 3 (xem bang B2).

Do @6, thi dy chl cac két qua loal 1 dugc chép nhén, dy 221 s& chi dugc tinh dén néu kiém tra 10 miu
tir day tuong (mg. Mt khéc, khi cac két qua cb kha niing it hon thudc loal 2 cling dugc chdp nhan, day
221 cling dugc tinh dén trong trudng hop chi kiém tra hal, ba hoZic nam mau. Trong moi truding hop,
néu day 221 |2 két qua thir don Ié thi khéng thé ch&p nhan.

9.4.3.2.2 D6ivéi mdi ddy col nhur cb thé ch&p nhan dudc theo 9.4.3.2.1, chi s MPN s& thu dugc theo
béng B1.

9.4.4 Bidu thj két qua

Tir chi s6 MPN (xem 9.4.3.2) clia bing B1, xc dinh s8 c6 kha nang 16n nhat ciia vi sinh vat theo thé
tich b&ng cdng thirc sau:

4
0

Q:MV
trong dé
Cs & s8 c6 kha naing 16n nh&t clia vi sinh vat c6 trong thé tich Vs;
M 1a chi s6 MPN doc tir bang 2 d6i véi d pha loding ca ban V,;

F 14 s8 nghich d3o clia hé s8 pha loing tuong (ng v6i 69 pha loang 86, néu cb, tif miu thir duoc 18y
lam dd pha lodng co ban, sif dung trong bang bén (théng thudng F = 10, 100, v.v. . .);

Vs 12 thé tich chun dugc chon a8 biu thi mat dd vi sinh vat;
V, la thé tich o pha lodng co ban;

Trong truing hop khi 6 pha lodng nhd nhét dugc chon tuong Ung v6i cac 8ng duge chun bj tir moi
trudng néng 35 kép (10 ml ch&t nudi cAy), truic hét chia chi s MPN cho 10.
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Néu nhu MPN nhd han 0,3 vi sinh vat trong 1 mililit (san phdm Idng) hoic trong 1 gam (san phém khéc)
va néu nhur qui trinh nay phil hgp d8i véi 6 ligng nhd vi sinh vat dugc sif dung, thi két qua duoc bidu thi
nhu sau: t han 1 vi sinh vét trong 1 m! (sn ph4m Idng) ho#ic trong 1 g (sdn phdm khéc).

Thidy:

Trong trudng hop 6i vi 1 san phim dang rén, chi s8 MPN 1a 24, 8ng thir nh4t dugc chon tuong (ng
vdi vidc nudi cy 1 ml huyén phi ban @4u (F = 10), Cs trong mdt gam fa:

Cs=24x10=2,4x 10?
9.4.5 Gidi han tin cy
Cac gi6i han tin cdy dugc dua ra trong bang MPN (bang B1).
Diing k§ thust MPN c6 thé cho c4c k&t qua chénh Kch I6n. Do vay, céc két qua thu duge khi ding
phuong phép nay cin sif dung véi sy than trong.
9.5 Phuong phép phét hign

Phuong phép phat hién ia phuon phép xac dinh sy c6 mét hay khdng cAc vi sinh vat nhét dinh cb trong
mdt lugng qui dinh clia san phdm.

9.5.1 Nguyén tic

N&u khdng c6 qui dinh thi trén (s&n phdm thé 13ng), hodic 88ng nh&t (sin phdm dang khéc) mot luong p
clia sin phém cén thir 9 x p ml hoic g clid 1 loai canh thang chon loc. Sau khi nudi &m, t6t nhat 13 nusi
trong bé diéu nhiét (4.9), dan mdng mdt vdng dich c&y thu dugc 18n bd mat 1 méi trudng thach chon loc
sao cho cac khuéin lac moc phén tach t8t. Sau 86 xac nhan 1 s6 khusn lac thu dugc sau khi nusi &m
(thong thudng 14 5).

Trong mét s§ truding hgp nhét dinh, t6t nh&t nén tién hanh téng sinh trubc trong canh thang chon loc,
béing céch tiing sinh trutic trong 1 canh thang dinh duBng, sao cho cAc vi sinh vat kh6 phét trién c6 thé
hi phuc duge. Cling vay, thinh thoang sif dung cling mét Iic hai hodic nhiéu canh thang chon loc cling
nhu hai hoac nhiéu mdi truéing thach chon loc.

9.5.2 Dién giai két qua
N&u nhu vi sinh vat cdn tinh dugc phét hién, két qua ghi nhu sau:

"c6 mét trong p ml (thé 1dng) ho3ic trong p g (san ph&m dang khac) clia san phdm cin phan tich®
Néu nhu vi sinh vt cén tim khéng phat hién th&y, két qua ghi nhu sau:

"khdng c6 mat trong p ml (th€ Idng) holic trong p g (sin ph&m dang khéc) clia sin phdm cén
phan tich”

Khéng khi nao duge khai quét hoa cho lugng cao hon clia san phdm.
9.6 Ky thudt xac nhan co ban
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9.6.1 Chuin bj ging cHy thusn khiét
9.6.1.1 Khai quét

B&t adu chuén bj 1 gifing céy thudin khiét bling cich chon loc 1 khun lac trén holic trong mdi trudng
thach 62 nubi c8y v6i 1 dich miu thir pha losing holic véi 1 giéng vi sinh vat.

Sau @6 c4y khuén lac 8 chon @6 18n mdi trudng thach nudi ciy khdng chon loc. Sau khi nudi &m, chon
i€y 1 khuén lac phan 1ap t5t. Néu cén, lp lal thao tac nay.

Diing k9thuatnu6lc5ydiatrnng§.6.2.1.Cécpmmgph&pmécnhauoéﬂ\écdnﬂnﬁu\gc&cm
hop dc biét. DI véi cAc vi sinh vat ki khi, o6 thé tién hanh theo qui trinh trong 9.6.1.2, cha ¥ gilr mAu
cdy & mdi trudng khdng khi cang it thai gian cang t6t.

9.6.1.2 Cdy trén dia
L&y mét lvgng nhd trén bé mit khuén lac phan 14p t6t, bling d4u clia 1 vdng que cAy v triing. Sau 66

dern c4y I8n dia, holic c4y truc tiép c4c 16 bao trén vdng que cy (9.6.1.2.10, holic sau khi g4 chudn bi
1 huyén phi clia céc 1€ bao (9.6.1.2.2).

9.6.1.2.1 Phuong phép tryc tiép : thi dy

Dung que cdy vong, cy cac vach sét lién nhau trén 1 viing khodng mét phén ba b& mit clia méi truding
thach. Khir triing va a4 ngudi que cy. Tir mép clia viing a4 cy, vach mdt loat cic vach khéc thua hon
ving th(r nhét trén mot nlia b& mat cdn lal chura c&y. LAp lai thao thc ndy trén phén b8 mat odn tréng véi
c4c vach trii rong (xem hinh 1), |

Hinh 1 - Céy trén dia : phuong phép tryc tifp
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9.6.1.2.2 Phuong phap dung chat Iong pha lodng

Hoa céc té bao vao 1 ml d&n 2 mi chét Idng pha lodng chon loc, cha sét que cdy vong I8n b8 mat cht
Idng sat thanh 8ng, sau db trdn ky.

Khir tring va @& ngudi que cdy. Ding que c&y vong I8y mdt Iugng nhd nha dich vi sinh vat va tién hanh
theo 9.6.1.2.1.

9.6.1.3 Nudi &m

Khi khéng ¢ qui dinh khéc, 14t Op cac dia Petri 33 nubi ciy va dat vao ti &m trong mét thai gian va &
nhigt 86 @& chon truocs.

9.6.1.4 Chon loc

Sau khi nudi &m, chon trén dia 1 khuéin lac phén I4p t6t, hotic d& cdy truyén ti€p 1&n dia, hoic d& tién
hanh xét nghiém.

N&u 6 thé, phép thir cusi cling cén thyc hién bing cAch diing than cac t& bao tir mdt khusn lac riéng
biét. Néu khong di t& bao tir 1 khuén lac, thi trube hét nén cdy truyén vao 1 mdi trudng 16ng hoac moi
trudng thach nghiéng, sau a6 cb thé tién hanh thir trén giéng c&y truyén.

9.6.2 Nhudm Gram (ky thuat Hucker cal bién)

Viéc nhudm mau céc t§ bao vi khusin nay cho phép mb 14 dugc hinh théi clia vi khudn va phan loai
chung thanh hai nhém theo chifc naing, chung c6 thé hay khong thé gilr dugc mau tim clia thuéc nhudm
tim tinh thé trong cac diéu kién thir nghiém.

Cac két qlu{a_ Iphan ioai nay phan lon dL_ra trén su khac nhau vé c4u tric thanh t§ bao cla hai nhém va la
diém khac biét chinh gita hai nhém. C6 mét s& céch huéng dn nhudm mau Gram, nhung t4t c& phai
theo cac budc tudn tu dudi day:

9.6.21 Dungdich

C6 thé duing cac dung dich ban s&n. Trong trrdng hop ndy, phai tuan theo cac chi din clia nha san
Xuét.

9.6.2.1.1 Dung dijch tim tinh thé
9.6.2.1.1.1 Thanh phén

Tim tinh thé: 2,0 g

Etanola (95%): 20 mi

Amoni oxalat (C2HBN204): 0,8 g
Nudc cat: 80 mi
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9.6.2.1.1.2 Chuén bi

Hoa tan tim tinh thé trong etanola va amoni oxalat trong nuSc c4t. Tron hal dung dich nay va dé yén
hdn hop 24 h trube khi sif dung.

9.6.2.1.2 Dungdijchiét . .
9.6.2.1.2.1 Thanh phén
i6t: 1,0 g

Kaliiddua (KI): 2,09

Nudéc cat: 100 ml
9.6.2.1.2.2 Chuén bi

Hoa tan kali iddua trong 10 ml nudc cit; thém timg phin nhd i6t. Sau khi hoa tan, thém nudc cho dé&n
vach m(fc 100 ml trong binh dinh mirc.

9.6.2.1.3 Dung dich safranin

9.6.2.1.3.1 Thanh phin

Safranin 0: 0,25 g

Etanola (95%): 10 ml

Nuéc cét: 100 ml

9.6.2.1.3.2 Chu#n bi

Hoa tan safranin trong dung dich etanola sau d6 tron vi nu6c cat.
9.6.2.2 Ky thuat nhuém

Sau khi da 8 dinh trén lam kinh hién vi mang vi khudn dugc chudn bi tir dich cdy c6 18 h dén 24 h tudi,
hodc khi canh thang @3 duc, phli 18n mang nay dung dich tim tinh thé (9.6.2.1.1). D& cho phan (ing xay
ra trong 1 phut.

Trang nhe lam kinh @& & tu thé nghiéng b&ng nudc trong vai gidy.
Ph 18n lam kinh dung dich 16t (9.6.2.1.2). D& cho phan (ing xdy ra trong 1 phat.
Trang nhe lam kinh dé & tu thé nghiéng béing nudc trong vai gidy.

R6t mdt cach nhe nhang va lién tuc mét I6p méng dung dich etanola (95%) lén lam kinh dé nghiéng
trong khoang thai gian khéng qué 30 gidy cho dén khi khong cdn mau tim.

Trang nhe lam kinh & & tur th& nghiéng bang nudc dé loai etanola.
Phu I&n lam kinh b&ng dung dich safranin (9.6.2.1.3) trong 10 giay.

Trang nhe lam kinh @& & tu thé nghiéng bang nubc.
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Lam khd lam kinh.
9.6.2.3 Quan sét va nhéan dinh

Kiém tra lam kinh dudi vat kinh ddu c6 36 phéng dai cao cla kinh hién vi (4.12). Céc t& bao vi khuén cb
mau xanh lam ho#ic mau tim 1a Gram duong (Gram +); cdon cb mau tir hdng thdm d&n-dd 1a Gram am
(Gram -).

D6i vi gibng thuén khiét clia 1 val dang vi khuén nhét dinh, ¢ thé thu dugc ca hai loai t& bao Gram
duong va Gram &m trong ciing 1 hién vi truding.

Chu thich — Céc t& bao vén dic cb thé cho hinh anh khéng d3c trung.
9.6.3 Phép thir catalaza
Viéc phat hién enzym nay ma phéan huy hidro peroxit (H,0,) thanh nuéc va oxi, c6 thé thyc hién bing

cach dung 1 giéng cy & canh thang, thach nudi cy, holic mdt khuén lac don 1@ trén mdt mdi trudng
thach.

Trong mai trudng hgp, khi khdng c6 qui dinh nao khéc trong tiéu chufn lién quan, mdi trudng nudi ciy
phai khdng chifa méu, néu khdng sau 6 phai dugc dun néng (méi trudng mau da dugc néu).

Chu thich

1) Mt vai vi khudn lactic c6 "men gia catalaza® ma khdng ch(ia bAt ky nhém maéu ndo khi chiing duoc nudi
cdy trong méi truSng khéng cb glucoza hoaic cb mét ham luong nhé (0,1 %).

2) Trong trudng hop cla vi khudn ky khi, m va a8 trong khong khf 30 gidy trutic khi thém hidro peroxit.
9.6.3.1 Tir canh thang nudi ciy

Thém 0,5 ml dung dich hidro peroxit 1/10 [3% (m/m)] vao 1 ml chét c8y. Quan sét sy xu&t hién cac
bong béng oxi (catalaza duong tinh) hosc khdng c6 (thi 36 12 catalaza 4m tinh).

9.6.3.2 Tirgidng cay trén mdl trudng thach

PhU 1&n chat cdy tir1 ml dén 2 ml dung dich hidro peroxit 1/10. Quan sat ngay va sau 5 phut xem ¢
hinh thanh hay khéng cac bong béng oxi.

9.6.3.3 Tirmét khuin lac
Nhd hai giot riéng biét dung dich hidro peroxit 1/10 I&n 1 lam kinh.

L&y ra mét khuén lac blng que thuy tinh hosic que nhya vo triing (d3c biét khéng dugc ding que kim
loai) va nhe nhang nhii hoa vao trong 2 giot. Quan sét ngay va sau vai phit (it nhét 1a 1 phit) xem c6

hinh thanh hay khong cac bong bong oxi. Khi con nghi ngd, quan sét timg giot dudi 14 kinh mdng va so
sanh su xuét hién bong béng dudi ca hai 14 kinh d6.

Viéc quan sat c6 thé thuc hidn mot cach vi md hodc st dung kinh hién vi c6 d6 khuéch tan dai thap.
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9.6.4 Phép thir oxidaza
Phét hién oxidaza bang sy 88i mau ca 1 hdn hop & thdi diém oxi hoé dudi tac dong clia enzym nay.
9.6.4.1 Thudc thir
9.6.4.1.1 Thanh phén
N, N, N', N'-Tetrametyl-p-phenylendiamin dihidroclorua (CHsN..2HCI): 1,0 g
Nubc cét: 100 mi
9.6.4.1.2 Chufn bi
Hoa tan thuSc thir nay trong nuéc lanh. CH sif dung thudc thir vifa méi chuén bi xong.

C6 thé sir dung dfa hoic que thlr 06 ban sén trén thi trudng. Trong trudng hap nay, phai theo chi din
clia nha san xu#t.

9.6.4.2 Ky thust

Lam &m mét manh gidy loc béing thusc thir. Ly m3u c&y vi khuén thu dugc tir 1 mdi tnudng thach bing
que cdy platin hosic bing que thuy tinh hoic chat déo (day blng hgp kim niken/crém cho dudng tinh
khéng chinh xac) va dat Ién gidy loc d lam Sm.

9.6.4.3 Dién glai két qua

Trong truding hop cb oxidaza, s& xuét hién mau tim d&n dd tia trong khoang thdi gian 5 gidy d&n 10
gidy. Néu mau séc khong d8i sau 10 gidy fh phép thir dudc coi 1a Am tinh.

9.6.5 Sirdung diy chuan bj galleries sinh hoa 3 nhan bist

C6 thé ding galleries sinh ho4 c6 s&n d& nhén hiét. Tuy nhién céc galleries thuong mai cho @ tin cay
nhu nhau. Do vay, phai danh gié tinh nang sl dung chlng truc khi ding, d4c biét néu chiing khéng
dudc hop thirc hod bdi 1 hé théng ddc 1ap.
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Phu luc A
(qui dinh)
Giéi han khoang tin cay d6i véi cac s6 ubc tinh

Céc gié tri cho s&n trong bang A1 va A.2 dutc dya trén tai liéu tham khio s& [10).
Bang A.1 - Dém tir mdt dia Petri

S& lugng vi sinh vat Gidi han tin cdy & mirc 95% Phdn trim sai s8 45l vél giél han ?
Gidl han dusi Gidl han trén Gi6l han dusi GIél han trén
1 <1 8 -97 +457
2 <1 7 -88 +261
3 <1 9 -79 +192
4 1 10 -73 +156
5 2 12 68 +133
6 2 13 -63 +118
7 3 14 -60 +106
8 3 16 -57 +97
9 4 17 -54 +90
10 5 18 -52 +84
11 6 20 -50 +79
12 6 21 -48 +75
13 7 22 47 +71
14 8 324 45 +68
15 8 25 -44 +65

1) B#ng s§ lugng khudn lac
2) So sénh v6i s§ d&m vi sinh vat (cdt thir nhét).
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Bang A.2 - Bém céic khudn lac tir hal dia Petri

& lugng Sluwgngvi | Gidl han tin ciy Smic 95% | Phén trim sal s8 d5i véi gict
khuén lac sinh vit . han ?
Giél han dusi | Giéi han trén | Giéi han dudi | Giéi han trén
1 1 <1 3 97 +457
2. 1 <1 4 88 +261
3 2 <1 4 -79 +192
4 2 1 5 73 +156
5 2 1 8 68 +133
6 3 1 6 63 +118
7 4 2 7 -60 +106
8 4 2 8 -57 +97
9 4 2 9 -54 +90
10 5 2 9 -52 +84
11 6 3 10 -50 +79
12 6 3 10 48 +75
13 6 3 11 47 +71
14 7 4 12 45 +68
15 8 4 12 44 +65
16 8 5 13 43 +62
17 8 5 14 42 +60
18 9 5 14 41 +58
19 10 5 15 40 +56
20 10 8 15 -39 +54
21 10 6 16 -38 +53
22 11 7 17 -37 +51
23 12 7 17 -36 +50
24 12 8 18 -36 +49
25 12 8 18 -35 +48
26 13 8 19 -35 +47
27 14 9 20 -34 +46
28 14 9 20 -34 +45
29 14 9 21 -33 +44
30 15 10 21 -32 +43

1) Bugc d8mtrén 2 dia Peti
2) So sénh véi s& a&m vi sinh vat (cot 2).
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Phuiuc B
(qui dinh)
Céac bang MPN
Béang B.1 - Bang MPN cho 3 x 1 g (ml), 3x 0,1 g (ml) va 3 x 0,01 g (ml)
S6 két qua duong | MPN | C#p hang khi s8 lugng thif nghiém Ia Gi6i han tin cay
tinh
1 2 3 5 10 >95% | >95% | >99% | >99%

0 0 0 <0,30 0,00 0,94 | 0,00 1,40
0 0 0 0,30 3 2 2 2 1 0,01 0,95 | 0,00 1.40
0 1 0 0,30 2 1 1 1 1 0,01 1,00 0,00 | 1,60
0 1 1 0,61 0 3 3 3 3 0,12 1,70 0,05 | 2,50
0 2 0 0,62 3 2 2 2 1 0,12 1,70 | 0,05 | 2,50
0 3 0 |o94 | 0O 0- 0 0 3 0,35 | 350 | 0,18 | 4,60
1 0 0 0,36 1 1 1 1 1 0,02 1,70 | 0,01 2,50
1 0 1 0,72 2 2 1 1 1 0,12 1,70 0,05 | 250
1 0 2 1,1 0 0 3 3 3 0,4 35 02 | 46
1 1 o | 074 | 1 1 1 1 1 0,13 | 200 | 0,08 | 2,70
1 1 1 1.1 3 3 2 2 2 0.4 35 0,2 4,6
1 2 0 1.1 2 2 1 1 1 04 35 0,2 46
1 2 1 1,5 3 3 3 3 2 0,5 38 0,2 52
1 3 0 1,6 3 3 3 3 2 0,5 3.8 0,2 52
2 0 0 | 092 1 1 1 1 1 0,45 | 3,50 | 0,07 | 4.60
2 0 1 1.4 2 1 1 1 1 04 35 0,2 4.6
2 0 2 2,0 0 3 3 3 3 0.5 38 0,2 52
2 1 0 1.5 1 1 1 1 1 0,4 3.8 0,2 52
2 1 1 2,0 2 2 1 1 1 05 3.8 0,2 52
2 1 1 2,0 2 2 1 1 1 0,5 3.8 0,2 52
2 1 2 2.7 0 3 3 3 3 09 9.4 0,5 14,2
2 2 0 2,1 1 1 1 1 1 0,5 4,0 02 | 56
2 2 1 28 3 2 2 2 1 0,9 94 0,5 14,2
2 2 2 35 0 0° 0 0 3 09 94 0,5 14,2
2 3 0 2,9 3 2 2 2 1 0,9 9.4 05 | 142
2 3 1 3,6 0 3 3 3 3 0,9 9.4 0.5 14,2
3 0 0 2.3 1 1 1 1 1 0,5 94 03 | 14,2
3 0 1 38 1 1 1 1 1 0,9 104 | 05 | 157
3 0 2 6,4 3 3 2 2 2 1,6 18,1 1,0 25,0
3 1 0 4,3 1 1 1 | 1 09 18,1 05 25,0
3 1 1 7.5 1 1 1 1 1 17 199 | 1.1 | 270
3 1 2 12 3 2 2 2 1 3 36 2 44
3 1 3 16 0 0 0 3 3 3 38 2 52
3 2 0 9,3 1 1 1 1 1 1,8 36,0 | 1,2 | 43,0
3 2 1 15 1 1 1 1 1 3 38 2 52
3 2 2 21 2 1 1 1 1 3 40 2 56
3 2 3 29 3 3 3 2 2 9 99 5 152
3 3 0 24 1 1 1 1 1 4 99 3 152
3 3 1 46 1 1 1 1 1 9 198 5 283
3 3 2 110 1 1 1 1 1 20 400 10 570
3 3 3 >110

Chu thich - Gi6i han tin cay dua ra trong bang B.1 chi ¢6 ¥ dinh cung cip mét s§ khai niém vé& anh
hudng clia bién thién thng ké trén két qua. Ludn ludn cb cac ngudn bién thién khac ma dbi lic cling c6
th€ cb nghia
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Bang B.2 - Gidl thich ké qua

Cép hang

inh nghia

Khi 8 lugng vi sinh vat trong san phdm aing blng MPN tim dugc, thi két qua 1a
mot trong céc s6 ma cb khi niing cao nhét thu dugc. H&u nhu chi c6 5% trudng hop
thu dugc két qué it x8y ra hon xac sust nhd nhit & cip hang nay.

Khi s6 lugng vi sinh vat trong san phdm ding béing MPN tim dugc, két qua i mdt
trong céc s& it c6 kha néing hon d& thu dugc, ngay ci s8 xAc sust thép ft xfy ra nhét
trong loai 1, nhung t5i da chi duge c6 1% kha ning thu dugc 1 k8t qui xéc sust
thép hon, ma kha niing ndy x4c sut nhd nhét & c&p hang nay.

Khi s6 lugng vi sinh vat trong san phém ding blng MPN fim dugc, két qua 1 mot
trong céac s6 ma & c6 khad niing thu dugc hon, ngay.ca s& 36 cb thé  xdy ra nhat
trong loai 2, nhung t8i'@a chi c6 0,1% kha niing thu dugc clia két qua it c6 thé xfy
ra hon x&c sut nhd nhét & c&p hang nay.

Khi s6 Iugng vi sinh vét trong sin phém dang bling MPN tim dugc, két qua 1 mot
trong cAc s6 ma it c6 khé niing thu dugc hon, ngay ca s6 xac sufit thép nht trong
logl 3. Chl c6 1 kha n#ng 0,1% thu dugc 1 két qua & cAp hang ndy ma khoéng cb
b&t ky mdt nham I1An nao.

Truéc khi bat ddu kiém tra, cdn quyét dinh xem c&p hang nao s& dugc ch&p nhan, d6 Ia: chi cép hang
1, 1va 2 hosic ké ¢ 1, 2 va 3 (xem bang B.1 va B.2). N&u vidc quyét dinh dugc dyfa trén co sd clia két
qua, thi @idu quan trong 1A chi duge chip nhan ké'tquécﬁacé’phang1ho¢ct6¥dak6tqu&et’mcdp
hang 1 va 2. Két qua clia cip hang 0 cn dugc xem xét hét strc c4n than.
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PhylucC
(tham khao)
Thumyc

1 mucm!noaaacAs1755.cacphmphapdau£nqaa0cvémémhavisinhvatmngmm
phdm - Phén 1: K§ thuat va qui trinh chung.

2 Tidu chudin clia Gc AS 2243, an toan trong phong thi nghidm — Phén 3: Vi sinh v4t hoc.
3 Buttiaux. R., Beerens, H., va T quet, A. Manuel de techniques B teriologiques.

4 Ban t6m tit cAc phuong phap kiém tra vi sinh vat trong thuc phdm. (Speek N. L., ed). APHA
intersociety/Agency Committee on Microbiological method for foods. Hiép hdl sirc khod cong aéng My,
Washington, 1976.

5 Cruickshank et al. Vi sinh vat hoc trong Y hoc. T4p 2, edn. Churdﬁll-LMngstono. Edinburgh, 1975.

6 Tiéu chuin Kenya KS 05-176-1978, Cac phuong phap kiém tra vi sinh trong thuc phdm - Phdn 1:
Ky thuat va qui trinh chung.

7 Harrewijin, G.A. and Hartog, B.J. Hudng d&n thyc hién phan tich vi sinh trong thuc ph&m va cac san
ph&m thyc phdm ("Thyc hanh thi nghidm t5t%). De. Ware - Chemicus, 9, 1979, trang 1-11.

8 M&i nguy hiém trong phong thi nghiém hoa hoc. (Muir G.D.ed). Royal of Chemistry, London, 1971.

9 Jarvis, B. Nhiing khia canh théng k& clia viéc phan tich vi sinh vat thyc phdm. Trong: Tién bd trong
cdng nghé vi sinh. Tap 21, Elsevier, Amsterdam, 1989,

10 Johson, N.J and Kotz, S. Discrete distribution. Houghon Mifflin Company, Boston, 1969.
11 Séch hubing dén an toan sinh hoc phdng thi nghiém. Geneva, 1983.

12 Harrigan W.F. vaf McCance M.E. C4c phuong phap phong thi nghiém vi sinh trong sifa va thuc
pham. ademic Press, London and New York, 1976.

13 An toan phong thi nghiém & trung tam kiém tra bénh (CDC). NHEW Publication No. CDC 79-8118,
Atlanta, 1979.

14 An toan phong th nghiém & trung t&m kiém tra banh. U.S.D. vé y t€, gido duc va phuc lgi (dich vu y
t&€ cbng abng) Atlanta, 1979.
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15 Sach hubng dain cic phuong phép vé vi khuén hoc chung (dai cuong). (Gerhart P., Murray R.G.E.,
Costillow. R.N.,Nester E.W., Krieg N.R. va Phillips G.B. eds.). American Society for Microbiology,
Washington, DC 20006, 1981.

16 Cac phuong phép trong vi sinh. (NomrisJ.R. and Ribbons D.W. eds.). Vol. 1, Academic pres,
London and New York,. 1969.

17 Hubng din diéu tiét phong thi nghiém vi sinh. National Association of Testing Authorities, Australia.

18 Vi sinh vat trong thuc phdm: 1- y nghia clia ching va c4c phuong ph&p déms. ICMSF, University of
Toronto Press, 1988.

19 An toan trong vi sinh. Society for Applide Bacteriology. Technican Series No. 1 and No. 6. Shapton
D.A. and Board r.g. (Hauster W.J. eds.). ademic Press, London and New York, 1972.

20 Céc phuong phép chudn a8 kiém tra cAc san phdm sira. (Hauster W.J. eds.), 13th edn.,American
Public Health Association, Washington, 1972.

21 Céc badng MPN cla De Man, J.C. (43 chinh). Eur. J. Appl. Biotechnol., 17, 1983, trang 301 - 305.
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