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L&i ndi dau

TCVN 7136 : 2002 hoan toan tuong duong véi ISO 5552 - 1997;

TCVN 7136 : 2002 do Ban k thuat tiéu chudn TCVN/TC/F 8 Thit va san phdm
thit bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Po Iudng Chat lugng dé nghi, B6 Khoa

hoc va Céng nghé ban hanh.
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Thit va san pham thit — Phat hién va dinh lugng
Enterobacteriaceae khong qua qua trinh phuc hoi -
Ky thuat MPN va ky thuat dém khuan lac

Meat and meat products — Detection and enumeration of

Enterobacteriaceae without resuscitation —

MPN technique and colony-count technique

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phudng phap phat hién va dinh lugng Enterobacteriaceae cb trong tat ca cac

loai thit va san pham thit, k& c thit gia cam. Viéc dinh luong dugc ti€én hanh nhu sau:
— bang cach tinh s6 ¢ xac suat 16n nhat (MPN) sau khi nuoi cay & 35 °C hoac 37 °C trong mo.
truong long; hoac
— bang cach dém sb khun lac trong méi trudng dac sau khi nuoi cay & 35 °C hoéc 37 °C.
Nhiét d6 sif dung € nuoi cay can dugc thoa thuén giifa cac bén co lién quan va phai dugc ghi vao bao
cao thit nghiém.
Chu thich — D6i vdi thyc pham dong lanh, nhiét d6 nuoi cay 6 30 °C ia thich hop khi muc dich dinh lugng

mang tinh chat cong nghé.

Khi sé iugng vi khudn it thi phuong phap MPN 1a thich hop, con doi véi cac truang hop khac thi phudng
phap dém khudn lac la thich hop hon.

Tiéu chudn nay khong bao gbém céac quy trinh phuc hoi, do dé két qua khong can phai lién hé dén cac

chudn c hoac cac quy dinh ky thuat dua trén gia dinh l1a qua trinh phuc hoi da dugc thuc hién.

Pidm han ché khi ap dung tiéu chuin nay la két qua cé d6 dao dong ion. Vi vay, can st dung phuong

phap nay va doc k&t qua theo cac thong tin néu trong 10.3.
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2 Tiéu chuan vién dan

TCVN 4833 - 2 - 2002 (ISO 3100 - 2: 1988) Thit va san pham thit — Lay mau va chuén bj mau thir -

Phan 2 : Chudn bi mau thir dé kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6507 : 1999 (ISO 6887 : 1983) Vi sinh vat hoc — Hudng dan chung vé cach pha ché cac dung

dich pha loang dé kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1996) Vi sinh vat trong thuc pham va trong thic an gia stc — Nguyén

tAc chung vé kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6847 : 2001 (ISO 7402 : 1993) Vi sinh vat hoc — Hudng dan chung vé dinh luong

Enterobacteriaceae khdng qua qua trinh phuc hdi — Ky thuét d&m khuan lac va ky thuat MPN.

3 Dinh nghia
Trong tiéu chudn nay ap dung cac dinh nghia sau day:

3.1 Enterobacteriaceae (Enterobacteriaceae): Cac vi sinh véat ién men glucoza va cho phan img

oxidaza am tinh khi tién hanh phép thir theo phudng phéap qui dinh.

3.2 Phat hién Enterobacteriaceae (detection of Enterobacteriaceae): Viéc xac dinh su cé mat hay
khéng cb mat clia cac vi khudn nay, trong mét khéi lugng san pham cu thé, khi thuc hién phép thir theo

tiéu chuén nay.

3.3 S6 dém Enterobacteriaceae (count of Enterobacteriaceae): S6 Enterobacteriaceae tim thay

trong mét mililit hodc trong mét gam mau thir khi thuc hién phép thir theo phuong phap qui dinh.

4 Nguyén tac

4.1 Chuan bi dich pha lodng
Chuan bi cac dung dich pha lodng thap phan tu mau thd.
4.2 Phat hién Enterobacteriaceae trong mét lugng qui dinh cua mau thu

Cho vao 8ng nghiém chita méi trudng canh thang tang sinh chon loc 1 ml mau thr, néu san phdm dang
Idng, hodc mét lugng huyén phi ban dau (hodc cac dung dich pha loang thap phan clGa chang), néu

cac san pham & dang khac.

U cac 6ng nghiém nay & 35 °C hodc 37 °C trong 24 h, sau do ria cay cac dich nuéi cay Ién thach méat
glucoza dd tim. Sau khi 0 cac dia thach dé ria c8y & 35 °C hogc 37 °C trong 24 h, ldy cac khudn lac nghi
ngd dé thir khing dinh bang dac tinh sinh hoa.

4



TCVN 7136 : 2002
4.3 Dinhlugng Enterobacteriaceae
4.3.1 Ky thuat dém so co xac suat 16n nhat (MPN)

Cha thich — Nén dung k§/ thuat nay khi s6 luang Entrobacteriaceae trong mét mililit hodc trong mot gam mau

thit dugc du kién nam trong khoang tur 1 dén100.

Cay vao ba 6ng nghiém chifa méi trudng néng do kép mé&i 6ng mét lugng mau thi qui dinh, néu san

pham dang 16ng, hodc mot Iugng qui dinh clia huyén phu ban d4u, néu san pham cac ¢ dang khac.

Cay vao ba 6ng nghiém chua moéi truong nong do don mé&i 6ng mot lugng mau thif qui dinh, néu san
pham dang 16ng, hoac mét luang qui dinh clia huyén phu ban d4u, néu cac san pham & dang khac. Sau

d6 trong cung mot diéu kién, cay vao ba 6ng nghiém chifa moi trudng ndng d6 don mbi 6ng mét luong

s,

quy dinh dich pha loang thap phan th(r nhat chudn bi tif mau thir hoac tu huyén phu ban dau.
U} 5m cac 6ng nghiém & 35 °C hoac 37 °C (theo thoa thuan) trong 24 h.

Tu s6 lugng cac 6ng dudc thtr khang dinh duong tinh, tinh s6 co xac suat Ion nhat cua

Enterobacteriaceae trong mot mililit hoac mét gam mau thl bang cach tra bang MPN (xem phu luc A).

4.3.2 Ky thuat dém khuan lac

Chu thich — Nén dung ky thuat nay khi s lugng Enterobacteriaceae trong mot mililit ho%c trong mot gam mau

thit dugc du kién 16n hon 100.

Cdy vao hai dia Petri chita méi truong thach mat glucoza doé tim (ky thuat dé dia) moi dia mot luong
mau thir qui dinh, néu san phdm ban dau la chit 1dng, hoac mét lugng quy dinh ctia huyén phu ban

d4u, néu cac san pham & dang khac. Phu 1én bé mat thach da cdy mét 1p méi trudng cung loai.

Chuén bi cac cap dia khac trong cung diéu kién thir nghiém va cdy cac dich pha loang théb phan chuén

bi tif mau thir hodc tu huyén phti ban dau.
0 4m cac dia 8 35 °C hoac 37 °C (theo thoa thuan) trong 24 h + 2 h.

Tir s cac khudn lac dién hinh da dugc thir khang dinh trén moi dia, tinh s6 Enterobacteriaceae cO trong

mét mililit hoac trong mot gam mau thit.
5 Dich pha loang, cac moi trudng nudi cay va thudc thu

5.1 Khai quat

D6i véi thuc hanh phong th{r nghiém hién hanh, xem TCVN 6404:1998 (1SO 7218).
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5.2 Dich phaloang

Xem TCVN 6507 : 1999 (ISO 6887 : 1983).

5.3 Mbi trudng nudi cay

5.3.4 Canh thang glucoza mat luc sang c6 dém (canh thang EE).

5.3.1.1 Thanh phan

a) b)

| Mbi trudng nong do kép | M&i truang nong d§ don
‘! Pepton . 200g 10,0g

Gluceza 10,09 509

 Dinatri hydro phosphat (Na;HPO,) 12,90 g 6.45g

‘ Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 40g | 2049

E bo khd 40,0 g 200g

Ec sang 0,027 g 0,0135¢

E@c 1 000 ml 1 000 ml

5.3.1.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng hoan chinh da dudc lam kho trong nudc bang cach dun sbi.
Chinh pH sao cho gia tri pH sau khi dun sdi 1a 7.2 & 25 °C, néu can. Khong dun néng moi truong qua 30

phat. Lam ngudi nhanh moi truong.
Chuyén vao méi 8ng nghiém, binh hoac chai vé triing (6.8) 10 ml mdi trudng trong diéu kién vo trung.
Khéng hap mdi trudng béing ndi hap ap Iuc.

Mai truding nay c6 thé bao quan trong vong mot tuan & nhiét do tir 0 °C dén 5 °C.

5.3.2 Thach glucoza méat do tim (VRBG)
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5.3.2.1 Thanh phan

e

i Pepton 709 |

Cao nam men 3049

' Muéi mat

| Glucoza ' 10,09
Natri clorua 5049
Do trung tinh 0,03g
Tim tinh thé 0,002 g
Thach & dang bét hoac & dang vay 8 g dén 18 g"
Nudc 1000 mi

i 1) Phuy thudc strc dong clia thach J

5.3.2.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan hoac mai trudng hoan chinh da duogc lam kho trong nudc bang cach dun soi.

Khong dun soi moi truong qua 2 phut.
Chinh pH sao cho gia tri pH sau khi dun soi 1a 7,4 & 25°C, néu can.

Chuyén mdi trudng nudi cdy nay vao cac 6ng nghiém, binh hoac 1o vo trung (6.8) cé dung tich khong

{6n hon 500 ml.

Khong hap mi trudng béng ndi hap ap luc

Chugn bi méi trudng nay ngay trude khi st dung (xem 9.3.2 va 9.4.1).

5.3.2.3 Chuin bi cac dia thach (chi yéu cu d6i vdi viéc phat hién va k¥ thuat MPN, xem 9.3.2)

Chuyén ngay khoang 15 ml moi trudng nudi cdy, da dugc lam ngudi dén khoang 47 °C trong noi cach

thuy (6.5), vao cac dia Petri (6.6) va dé cho dong dac.

Ngay trude khi sir dung, say cac dia trong ti say (6.3) cho dén khi bé mat cla thach kho, t6t nhat la md

nip va dé bé mat thach up xuéng.
Néu dugc chuan bi trudc, cac dia chua khé nay khéng nén gilf qua 4 ngay 6 nhiét dotur 0°C dén 5 °C.

5.3.3 Thach glucoza
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5.3.3.1 Thanh phan

| Trypton ’ 100g¢g '
Cao nam men 159 |
Glucoza 10,0g
Natri clorua - 509
Bromcresol tia 0,015¢
Thach & dang b6t hoac vay 8 gdén 18 g"
Nudc 1000 ml
1) Phu thudc sirc dong cla thach

5.3.3.2 Chuan bj

Hoa tan cac thanh phan hoac méi trudng hoan chinh da dugc lam kho trong nudc bang cach dun néng,

néu can.

Chinh pH sao cho gia tri pH sau khi khir triing 1a 7,0 & 25°C, néu can.

Chuyén vao méi 6ng nghiém ho&c binh (6.8) 15 ml mdi trudng nubi cay.

Khr tring 15 phat trong ndi hap ap luc (6.1) d121°C.

Pé cac 6ng nghiém hoac cac binh & vi tri thang ding.

Méi trudng nay cé thé bao quan trong vong mét tuan & 0 °C dén 5 °C.

Ngay trudc khi sif dung, ham néng méi truong bing cach ngam trong nudc sbi hodc bang ludng hdi

nudc trong 15 phut, sau d6 lam ngudi nhanh dén nhiét d nudi cay.

5.3.4 Thach dinh dudng

5.3.4.1 Thanh phin

Cao thit bo 30g
Pepton 504
Thach & dang bt hoac vay 8 g dén 18 g"
Nuédc 1000 mi
1) Phu thudc sifc dong cda thach
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5.3.4.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan hoac méi trudng hoan chinh da dudc lam kho trong nudc bang cach dun néng,

néu can.
Chinh pH sao cho gia tri pH sau khi kh{rtrung la 7.0 & 25°C, néu can.

Chuy&n méi truong nudi cdy vao cac 6ng nghiém, chai hoac binh (6.8) c6 dung tich khéng I6n hon

500 mi.
Khir trung 15 phat trong ndi hap ap fuc (6.1) 8 121 °C.
5.3.4.3 Chuin bj cac dia thach (xem 9.4.1)

Chuyén ngay khodng 15 ml méi trudng nuoi cdy, 43 dugc lam tan chay va lam ngudi dén khoang 47 °C

vao cac dia Petri (6.6) va dé cho dong dac.

Ngay trudc khi sir dung, sy cac dia trong t0 sdy (6.3) cho dén khi bé mat cua thach kho, tét nhat 1a mé

ndp va dé bé mat thach up xuéng.

N&u dugc chudn bi trudc, cac dia thach chua kho nay co thé bao quan trong vong 2 tuan & nhiét 46 tu
0°Cdén5°C.

5.4 Thudc thir oxidaza

5.4.1 Thanh phan

N.N,N'N' -Tetrametyl-p-phenylendiamin dihydro clorua 1.0g

Nudc 100 mi

5.4.2 Chuan bj

Hoa tan thudc thif trong nudc lanh. Chuén bj thude thir ngay trudc khi s{f dung.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

S{f dung cac thiét bi, dung cu phong thi nghiém phan tich vi sinh théng thudng va dac biét la:
6.1 Thiét bi khir tring kho (tu sdy) hodc khir trung uét (ndi hap ap luc)

Xem TCVN 6404 :1998 (ISO 7218).

6.2 Tu &m, co kha nang hoat dong & 35 °C £ 1 °C hodc 37 °C + 1°C.
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6.3 Tu say hodc t am, co kha nang hoat dong & 35°C + 1%°Cvas55°C =+ 1°C.
6.4 pH-met, co do chinh xac dén = 0,1 don vi pH 425 °C.

6.5 N&i cach thuy, hoac thiét bi tuong tu, co kha nang hoat dong 47°C+2°C.
6.6 Dia Petri, biing thuy tinh hoac chat déo c6 dudng kinh tu 90 mm dén 100 mm.

6.7 Que ciy vong, bang platin/iridi, niken/crom hoac bang chat déo s dung mét lan c6 dudng kinh

khoang 3 mm, que cdy dau thing lam bang vat liéu cing loai hoac daa thuy tinh.
Chu thich — Que cay vong niken/ crom khéng thich hop cho phép thir oxidaza (xem 9.5.2.1).

6.8 6ng nghiém, cé kich thudc khoang 16 mm x 160 mm va 20 mm x 200 mm va cac binh hoac chai

6 dung tich tir 150 mi dén 500 ml.

6.9 Pipet chia dd xa hét, dung tich danh dinh tir 1 ml va 10 ml, dudc chia dé tuong ing dén 0,1 mi
va 0,5 ml.

7 Lay mau

Phudng phap 1ay mau khong qui dinh trong tiéu chuin nay. Nén Idy mau theo TCVN 4833 - 1 : 2002
(ISO 3100 - 1) 1"

Piéu quan trong la phong thi nghiém nhan dugc mau thuc su dai dién va khong bi hu hong hay bién ddi
trong qué trinh van chuyén hoac bao quan.
8 Chuan bi mau thu

L&y mau dai dién theo phuong phap qui dinh trong TCVN 4833 - 2 2002 (ISO 3100 - 2). Tién hanh th{r
nghiém mau @ x{ Iy cang nhanh cang tét. Néu can, bao quan thi phai gilr & nhiét 6 tr 0 °C

dén + 2 °C nhung khong qua 24 h.

9 Cach tién hanh
9.1 Phan miu thdr, huyén phu ban dau va dich pha loang

Xem TCVN 6507 : 1999 (ISO 6887).

Chugn bi cac loat dung dich pha lodng thap phén riéng 16 tur mAu th{, néu san pham & dang léng, hoéc

tir huyén phit ban dau, néu cac san phdm & dang khac.
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