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San pham thuc pham — Nguyén tic nudi cay vi sinh vat va
phuong phap xtr ly cac két qua kiém nghiém vi sinh

Food products — Principles for culturing microorganisms and methods for
expressing microbiology test results

1 Cac nguyén tic chung vé nudi cay

1.1 Viéc nudi cay cho phép phét hién hoic dém vi sinh vat mét s& ching nhéat dinh va cac nhém sinh
Iy hay cac nhém phan loai.

1.2 Viéc nudi cdy duac tién hanh trén cac méi trudng dinh dudng trong nhitg diéu kién thuan Igi cho
su sinh trudng ctia mét s6 vi sinh vat xac dinh.

1.3 D& phat hién céc vi sinh vat, cho vao méi trudng dinh dudng mét lugng miu can hay miu da pha

loéng ho#c cac t€ bao vi sinh vat dong lai trén mang loc.

1.4 Dé xac dinh céc tinh chét sinh Iy hoac cac thudc tinh phan loai clia vi sinh vat, sif dung trinh tu
nudi cdy mét hoac nhiéu giai doan bao gém sy phat trién cla vi sinh vat trong cac méi trudng khéng
chon loc giau dinh dudng, méi trudng chon loc hoc chdn doan chon loc.

1.5 Két qua nudi cdy dudc xac dinh dinh tinh hoc dinh lugng. S8 luong vi sinh vat dugc tinh theo két
quad dém cac khudn loc trén méi trudng dong dic hay theo s& Iugng cac 6ng nghiém cb ddu hiéu phat
trién cda vi sinh vat trong méi trudng 16ng.

2 Cac phuong phap nudi cay

2.1 Lugng vat liéu nudi cay

2.1.1 Khi dung phuong phép nudi c8y chim, I8y 1 cm® san phdm I6ng hodc mau pha loang trén déu véi
méi trudng dinh dudng néng chay.

2.1.2 Khi dung phuong phap cdy bé mat, 14y 0,1 cm® hoac 0,2 cm® san pham Idng hosc mau pha
lodng cho I&n trén bé mat méi trudng déng dac.
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2.1.3 D& phat hién cac vi sinh vat va xac dinh thuéc tinh phan loai clia ching 14y 50 g (cm®) san phim
cdy vao mdi trudng Idng. Khi xac dinh s lugng vi sinh vat I8y khoang 100 cm? san phdm Idng ho3c san
pham pha lodng cdy vao méi trudng 1dng.

2.1.4 Vatliéu dé cay dugc 18y béng cac dung cu da khir tring va cho vao binh da khir tring hozic cdy
vao mdi trudng dinh dudng, tudn tha cac nguyén tic vé triing. Viéc khir triing cac dung cu dudc tién
hanh theo TCVN 4886:1989 (ST SEV 3013-81).

2.2 Do phaloang mau can

2.21 Do pha loang mau can dé cdy trén mai trudng dic dudc chon sao cho nhan dudc sé lugng
chung cac khudn lac phat trién trong hop petri dao déng trong khoang tir 30 dén 300, s6 lugng khudn
lac thudc cac nhém riéng biét (thi du: coliform) tir 15 dén 150, ndm méc tir 5 dén 50.

2.2.2 Do pha lodng mau dé cdy vao cac méi trudng 1dng dudc chon sao cho it nhit trong 8ng nghiém
¢ d6 pha loang 16n nhat khdng ¢b vi sinh vat.

2.3 Phuong phap cdy chim trong madi truéng déng dic

2.3.1 Cho song song vao hai hdp petri mét Iugng san phdm I6ng hoic mau pha lodng, sau d6 khéng
qua 15 min rét mdi trudng dinh dudng néng chay da dugc lam ngudi dén nhiét dd phong 45 °C + 0,5 °C
vao hop. Chiéu cao I6p méi trudng dinh dudng phai dat tir 4 mm dén 5 mm.

2.3.2 Trdn nhanh va déu méi trudng dinh dudng véi vat liéu c8y bang cach I3c trdn cac hdp petri sao

cho méi trudng khéng trao ra ngoai hoac dinh I&n ndp hop. Sau khi méi trudng da ngudi d4t sap hop da
c4y vao ta &m.

2.4 Phuong phap cdy trén bé mat mdi trudng ran

2.41 ROt méi trudng vao hdp petri va sau khi ngudi, cho hong khé. Dé tach nuéc khdi bé mit mai
trudng md nip hép, Up sép xudng va gilr trong 30 min & 50 °C hoc trong cac didu kién khac dam bao
cho viéc bay hoi nudc ngung tu nhung khéng 1am nhiém khudn.

2.4.2 Cho san phdm léng hoic mau da pha lodng 1én bé mat méi trudng da hong khd, nhanh chéng
dan déu khip bé mit bang dda thay tinh uén cong.

2.4.3 Hong khé bé mat da dugc cdy bang cach gilr hdp vi tri ndm ngang trong 15 min.
2.5 Phuong phéap ciy trong mdi trudng l1ong

2.5.1 Cho vao binh ho&c c4c 6ng nghiém da c6 sdn méi trudng dinh dudng mét luong san phdm xac dinh
hodc mau da pha loang tir 2 1an dén 10 Ian. Khi xac dinh s& lugng vi sinh vat, cdy san phdm (hoic) mau
pha loang trén méi trudng dinh dudng sao cho ty 1& sé Iugng vat liéu cdy cho trudc van dugc gilr nguyén.
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2.5.2 Theo két qua nudi cdy trong méi trudng 1ng trong cac trudng hop da duge chi dan & céc tiéu
chudn vé phuong phap phan tich cac nhém hoac cac chiing vi sinh vat tuong (ng, tinh sé vi sinh vat co
xac suat cao nhat trong san pham.

2.6 Phuong phap sir dung mang loc

2.6.1 Mang loc dugc sir dung dé phan tich cac san pham Idng dé loc hoac cac san phdm tao thanh dung
dich uu truong hoic dung dich c6 4p suat thdm thau cao. Khdng sif dung mang loc dé phan tich cac san
pham huyén phi va cac dich nghién déng nhat clia san pham vi s& Iam nhiém ban céc 16 clia mang loc
trong qua trinh loc. Chét 16ng ¢6 chita mét lugng khdng 18n cac hat o Img dudc loc qua hai giai doan.
Trudc tién loc qua mang loc ¢6 dudng kinh 16 trung binh 12 4 pm dé loai cac hat. Sau dé loc qua mang loc
ma duang kinh va kich thudc 16 dugc chon phi hop véi cac chi tiéu xac dinh. Ca hai mang loc dugc nudi
cdy trong cac diéu kién nhu nhau. Néu loc dung dich uu truong, dung dich 6 ap suat thdm thau cao hoc
dung dich chifa cac chat khang khun thi cc vi sinh vat sau khi tach khéi dung dich dong lai trén mang
loc dugc rifa bang nudc c4t hosic dung dich mudi-pepton.

2.6.2 Khi dung mang loc can tuan thl cac diéu kién sau day:

1. Chon mang loc véi kich thudc 16 ¢6 thé gill lai trén né s6 Iugng chii yéu cac vi sinh vat thudc céac chiing
va nhém xac dinh. D€ gilt lai dugc vi khudn thudng st dung mang loc cb duding kinh 16 trung binh 12 0,3 pm.

2. Kiém tra mang loc bang mat xem c6 khuyét tat ca hoc khdng va dé tranh lam x4y xat mang loc phai
dung kep khoéng c6 rang gép.

3. B&o quan mang loc & trang thai kho.

4. Trudc khi sir dung phai lam sach mang loc khéi cac c&n dung méi, cac bot khi va c&n ban con lot
bang cach dun sdi 3 1&n trong nudc cat hosc khif triing.

5. Dung may ZETS, dung cu CROBAR ho3c cac dung cu khac dé loc chat 1dng.

6. Phan dung cu ti€p xuc véi dich loc phai dudc khit tring hoac dun trong nudc sbi.

7. C&n than mat sang loc uét, vo trung Ién dém Iam bing vat ligu x8p hoac I1én Iudi clia mang loc,
quay mat mang loc Ién trén.

8. Qua trinh loc dugc két thic vao thdi diém hét nubc trén mat mang loc.

2.6.3 D& cb thé dém dugc khudn lac trén mang loc, cdy trong méi trudng déng dic, truéc do loc qua
ndé mét lugng chét 16ng dG d€ nhan dugc cac khudn lac biét lap.

Lugng san phdm 16ng hodc dung dich can thiét phai loc dé phat hién cac chling ho3c nhém vi sinh vat
xac dinh phai dugc qui dinh trong cac Tiéu chudn vé phuong phap phan tich cac chiing ho3c nhém vi
sinh vat tuong (ng.



TCVN 5521:1991

Khi loc dung dich wu truong ho#c dung dich cé ap suét thdm thdu cao cén pha loang hoac dung dich
mudi-pepton theo mét ty 1& sao cho loc dung dich da pha loang mét cach dé dang.

2.6.4 Ngay sau khi két thic qua trinh loc, mang loc dugc chuyén sang mdi trudng dinh dudng ran hosc
16ng. Trén madi trudng ddng d&c mang loc dugc dat mat dudi xudng sao cho né ti€p xdc hoan toan véi
bé mat méi trudng. Sau dd, gilr cac mau cdy trong ti 4m & diéu kién phi hdp véi cac chi tiéu xac dinh.

2.6.5 Danh gia két qua

Su ¢b6 mat clia mét s8 chling hoic nhém vi sinh vat xac dinh trén mang loc, cdy trong mdi trudng 1dng
dugc xac dinh theo cac ddu hiéu dac trung phat trién cla vi sinh vat trong méi trudng nay ho#c theo két
qua nudi cdy chat 1dng trén mdi trudng chan doan chon loc hodc méi trudng chdn doan. Khi dém sé
khu&n lac vi sinh vat trén mang loc cdy trong cac méi trudng d&c can chd ¥ dén hinh thai tuong (ng va
phan (g mau d3c thu cla cac khudn lac thudc cac chling va nhém vi sinh vat xac dinh. D& tinh s6
Iugng vi sinh vat trén don vi khéi lugng (thé tich) san pham, 18y s6 lugng khudn lac nhan véi hé sé pha
loang va chia cho thé tich chét 16ng da dugc loc.

3 Cac phuong phép xir ly két qua nubdi cay

3.1 Cac phuong phép tinh két qua nudi cay

3.1.1 Trong cac miu nudi cdy trén moi trudng dinh dudng @4c bing phuong phap chim hay trén bé mat:
1- Khi xac dinh t8ng s6 cia vi sinh vat séng thi dém t&t ca cac khudn lac da phat trién.

2- Khi xac dinh s8 Iugng vi sinh vat thudc cac nhém phan loai nhét dinh trén méi trudng chon loc thi
dé&m cac khuin lac d3c trung vé hinh thai cho cac nhém da phat trién.

3- Khi xac dinh s6 lugng cac chiing hoic nhém vi sinh vat nhét dinh trén méi trudng chdn doan hozc
chan doan chon loc thi @&m cac khudn lac ¢6 hinh thai d3c trung thé hién qua phan (g mau dic trung
vdi chat chi thi ¢b trong mdi trudng.

4— Khuén lac dugc dm bing mat hoic dung kinh IGp phéng dai 6 14n hay thiét bi chuyén dung cho
viéc dém khuén lac.

3.1.2 Su cd mat cac vi sinh vat séng trong méi trudng 1dng dugc xac dinh theo dd van duc clia méi
trudng, su xudt hién két tha, tao khi, mang hodc su phat trién vi sinh vat trong cac Ian cdy chuyén trén
mdi trudng dinh dudng dic.

Su c6 mit vi sinh vat thude cac nhém sinh Iy hay phan loai dugc xac dinh theo sy thay ddi mau séc
chat chi thi, su tao khi tif nhimg chat nhat dinh va cac diu hiéu khac d4c trung cho su trao ddi chat clia
nhém vi sinh vat da phat hién,
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3.2 Céc phuong phép tinh sd lugng vi sinh vat
3.2.1 Khuan lac trén méi trudng dac dugc dém trong timg mau cdy song song c¢b cing dd pha loang.

Theo két qua dém dugc tinh gia tri trung binh s& hoc ctia khuan lac trong tat c& mau cdy cung d6 pha
loang.

Pé dém, dung cac mau cdy cd dé pha loang ma trong d6 s6 khudn lac tuong (mg véi quy dinh trong
diéu 2.2.1 clia tiéu chudn nay. Néu s& khudn lac khong phai clia mét ma clia hai d6 pha loang lién tuc
cung dap (g yéu cau trong diéu 2.2.1 cla tiéu chudn nay thi tinh s6 lugng vi sinh vat trong san phdm
theo két qua dém khuén lac trong timg d pha loang riéng biét rdi I8y gia tri trung binh s& hoc clia
ching. Néu cac két qua nhan dugc khac nhau nhiéu hon hai 1an thi két qua cla nubi cdy dugc danh gia
theo két qua trong mau cdy c6 dd pha loang I6n nhét.

S6 Iugng vi sinh vat trong 1 cm® (1 g) san phdm dudc tinh bing cach nhan gia tri trung binh clia s6 khuén
lac véi hé s6 pha loang mau va chia s& nay cho lugng vat liéu nudi cdy (khéi lugng, thé tich, dién tich).

K&t qua nhan duoc dugc lam trdn s6 nhu sau:
Dén s chia hét cho 5, néu gia tri trung binh s6 hoc clia s& vi sinh vét it han 100.
Dén sd chia hét cho 20 néu gia tri trung binh s& hoc clia s6 vi sinh vat I6n hon 100 va tan cling b&ng s& 5.

Dén sb chia hét cho 10, néu gia tri trung binh s6 hoc cla s6 vi sinh vat 18n hon 100 va khdng tan cling
b&ng s& 5.

Két qua tinh toan dugc biéu thi bing $8:1,0 ... 9,9 x 10",

Né&u s8 khun lac phat trién trong cac mau cdy trong méi trudng d3c it hon s6 du tinh theo 2.2.1 thi két
qué duac biéu thi nhu sau:

S6 lugng vi sinh vat it hon M hodc it hon M x C
trong d6
M - s8 khudn lac it nhat tuong (mg véi quy dinh trong 2.2.1.
C - gia tri nghich dao cta hé sd pha loang.
3.2.2 Dé d@ém sb vi sinh vat trong méi trudng 16ng theo phuong phap s& ¢6 xac suat cao nhat phai cady
song song vao 3 8ng nghiém mau dugc pha lodng khéng it hon 3 dé pha loang thap phan lién tuc.

S8 ¢b xac suét cho nhat dugc tinh tir s& 6ng nghiém c6 két qua duong tinh thudce cac nhém mau theo
3 d6 pha loang thap phan lién tuc.
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Tai liéu tham khao

1. TCVN 4886:1989 (ST SEV 3013-81) San pham thuc phdm va gia vi - Trinh tu I&y mau dé phan tich

vi sinh vat.
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