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L&i néi dau

TCVN 9875:2013 dwec xay dung trén co s& AOAC 991.14 Coliforms and
Escherichia coli Counts in Foods. Dry Rehydratable Film (Petrifim™ E. coli/
Coliform Count Plate™ and Petrifitm™ Coliform Count Plate™) Methods;

TCVN 9975:2013 do Ban ky thuat tiéu chuin quéc gia TCVN/TC/F13
Phuong phép phan tich va Iy mau bién soan, Tong cyc Tiéu chuin Do
lwérng Chét ivgng thdm dinh, B Khoa hoc va Céng nghé cong bé.
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Thwe pham - Binh lwong coliform va Escherichia coli
bdng phuwong phap st¥ dung dia dém Petrifilm™

Foodstuffs — Enumeration of coliforms and Escherichia coli

using Petrifim™ count plate

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuong phdp si dung dia dém Petrifim™ @& Ginh lwong coliform va
Escherichia coli trong thye phim.

Phuwong phap nay da dugc danh gia lién phong thir nghiém, cac két qua dwoc néu trong Phu juc A va
Tai liéu tham khdo [1).

2 Nguyén tic

Phwong phap nay slr dyng cac dia cdy chira mdi treedng dinh dwdng khd va chat tao dong tan duoc
trong nwdc lanh, Cho cac dung dich huy&n phit mau thir chwra pha loang hodc da pha loang vao cac
dia voi lwgng 1 ml méi dia. Dan déu dung dich huyén phl trén dién tich khoang 20 ¢cm? Chét tao
ddng cé trong thanh phan clia dia sé lam mai tredng dinh dudng trong dia dong lai. Dia dwoc U 4m
& 35 °C 1 °C trong théi gian thich hop rdi dém khuan lac.

3 Thubc thir va méi trvdrng

Chi st dung thudc thiz tinh khiét phan tich va nwéc cit hodic Awdce co chit lwong twong dwong, trir khi
€6 quy dinh khac.

3.1 Nwéc dung dé pha lodang (dung dich nudc dém phosphat)

Hoa tan 34 g kali dihydro phosphat (KH.PO,) vao 500 ml nuée dyeng trong binh dinh mdec 1 lit, chinh pH
dén 7.2 bang khodng 175 mi dung dich natri hydroxit 1 M va thém nwéc dén vach. Pha loang 1,25 ml
dung dich nay dén 1 lit bing nuwéc da dun séi va dé ngudi, rdi hp 4p Iwc 15 min & 121 °C.
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Nudc dung dé pha loang khong duwoc chira xitrat, bisulfit hoac thiosulfat vi cé thé gay (¢ ché sy phat
trién cla vi sinh vat.

3.2 Chat chi thi 2,3,5-triphenyltetrazolium clorua.

3.3 Chétchi thi 5-brom-4-clo-3-indolyl-f-D-glucuronid.

3.4 Chétdinh dwéng mat do-tim (violet red bile nutrients) .

3.5 Chit tao dong tan dworc trong nwérc lanh.

4 Thiét bj, dung cu

Str dung cac thiét bi, dung cu clia phong thi nghiém vi sinh théng thuéng va céc thiét bi, dung cu sau day:

4.1 Dia dém coliform Petrifilm™ 2

Pia chiva cac chét dinh dwdéng mat dd-tim {3.4).‘chét tao ddng tan duwoc trong nwéc lanh (3.5) va chéat
chi thi 2,3,5-triphenyltetrazolium clorua (3.2) @& ting khd nang quan sat sy phat trién cGa khuan lac.
Vung sinh trvdng dwee khoanh tron trén méi dia chira khoang hai muoi 6 vudng, mdi 6 c6 dién tich
1 ¢m? trén mang nén.

4.2 Dia dém E. coli/coliform Petrifilm™ 2

Pia chira cac chét dinh dwdng méat @d-tim (3.4), chét tao déng tan dwoc trong nuédc lanh (3.5), chét chi
thi 2,3,5-triphenyltetrazolium clorua (3.2) va chét chi thi hoat dd glucuronidase 1a 5-brom-4-clo-3-indolyl-8-
D-glucuronid (3.3), c6 thé dém coliform va E. coli trén clng mét dia. Vlng sinh trrdng duoc khoanh
tron trén mdi dia chira khodng hai muwoi & vudng, mdi 6 ¢d dién tich 1 cm? trén mang nén.

4.3 Dung cu dan miu bing chit déo (gdm mét mat cé g& va mét mat lang), duwoc cung cép cing
véi dia dém, @& dan déu huyén phil 1&n khdp viing sinh tredng cla dia.

4.4 Pipet, da dwoc hiéu chuan, dung @& phén tich vi sinh vat ho#c pipet dang xyranh cé thé phan phéi
1,0 ml, chia vach dén 0,1 ml. Co thé dung pipet ty dong.

Pipet phai phan phéi dwoc chinh xac cac thé tich yéu cdu. Khéng st dung pipet d& phan phéi thé tich
nhd hon 10 % dung tich cia pipet. Vi dy, khéng dung pipet ¢ dung tich Ién hon 10 mi @& phan phéi 1 mi.

" Tham khdo tidéu chuén APHA néu trong Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (Tuyén tap
phuong phép kiém nghiém vi sinh vl trong thue phdm), 3 Ed.. 1992, American Public Heallh Association (Higp hoi Y té Hoa Ki),
Washington, DC 20001-3710, USA.

2 g4n phdm cla 3M Center, St. Paul, MN 55144, USA. Théng tin nay dwa ra dé thuan tién cho ngudi sir dyng tiéu chudn, c6
thé siv dung cac san pham tweng ty néu cho két qua trong duong.
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4.5 Thiét bi dém khudn lac, loai chudn hodc loai c6 do khuéch dai va dd nhin thay tvong duong
4.6 Can, co thé can chinh xac dén 0,1 g.
4.7 Thiét bi trdn téc d cao, cb binh chira vé tring.
4.8 Tu am, co thé duy tri dwoc nhiét d§ ¢ 35°C + 1 °C.

4.9 Nbi hdp ap lwc, c6 thé duy tri nhiét 46 & 121 °C.

5 Liy miu
Viéc I4y mAu khdng quy dinh trong tiéu chuén nay.

Phong thr nghiém phai nhan dugc ding mau dai dién va khong bj hw héng hoac thay ddi trong qua
trinh van chuyén hoac bdo quan.

6 Chuan bi mau thw
6.1 Yéucéu chung

Chudn bij tAt ca cac dung dich pha loang thap phén tiép theo tlr 90 ml nwéc dung dé pha loang (3.1)
va 10 m! dung dich mau thir pha loang trwéc dd, trir khi cd quy dinh khac. Lac cac dung dich pha
lodng 25 1&n vai bién do dao ddng 30 cm.

6.2 Thuc phdm néi chung

Can v trung 50 g mA3u thir, chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh trn vo trung cda thiét bj trdn toc do
cao (4.7). (Bdi voi mau dong lanh, can miu chua ra déng. On dinh méu thlr déng lanh & 2°C dén 5 °C
trong thai gian khdng qua 18 h dé 14y 50 g phan mau thi, néu cin). Thém 450 ml nwéc dung dé pha
lodng (3.1) va trén trong 2 min. Th&i gian tron mAu thir dén khi cay mau lén dia mdi tredng khong
dwoc qua 15 min.

Néu tdng khéi lvong mau khang dd 50 g thi ly khoding mét nira rdi thém thé tich nuwdc ding dé pha loang
(3.1) cAn thiét d& co dung dich pha loang 10™'. Téng thé tich trong binh trdn phai phit hoan toan dao trdn.

6.3 Hatvo

Can vo tring 50 g mau thlr, chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh trdn v triing cta thiét bi tron (4.7).
Thém 50 ml nudc dung dé pha lodng (3.1) va I&c manh (I&c 50 14n véi bién dd dao dong 30 cm) dé thu
duoc dung dich pha lodng 10°. D& yén trong 3 min dén 5 min va Iéc ngay trwéc khi chudn bi day dung
dich pha lodng thap phan tiép theo va trwéc khi cay mau.
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6.4 Bot tir cac loai hat

Can v tring 10 g mau thi, chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh trdn vé tring cla thiét bj tron (4.7).
Thém 90 ml nudc dung dé pha loang (3.1) va Iic manh (lac 50 14n v&i bién d6 dao déng 30 cm) dé thu
duoc dung dich pha loang 107", D& yén trong 3 min dén 5 min va lic ngay trwdc khi chudn bj day dung
dich pha loang thap phan tiép theo va trée khi cay mau.

7 Cach tién hanh
7.1 Dém coliform

Dat dia dém coliform Petrifilm™ (4.1) hodc dia dém E. coli/caliform Petrifilm™ (4.2) (&n bé mat phing.
Nhac tdm mang mong phia trén ra va nhd 1 ml huyén phil mu thir vao chinh gitva mang nén. Day cén
than tAm mang mdng phia trén xubng chét cay. Dan d&u huyén phu trén dién tich 20 cm? bing cach 4n
nhe xudng tam dyng cu dan mau (4.3) (mat lang cia dung cy dan mAu hwrdng xubng duéi). LAy dung
¢cu dan mau ra va dé yén dia trong 1 min cho gel dong déc lai. Dt cac dia vao t 4m (4.8) theo phurong
nam ngang véi ndp hudng Ién trén, khdng chdng cao qué 20 dTa, O 4m dia & nhidt 43 35°C + 1 °C
trong 24 h + 2 h. Sau khi (i xong, ¢6 thé bdo quan déng lanh & nhiét 8 nhd hon hodc bing — 15 °C dén
7 ngay, néu cin.

Pém khuén lac trén cac dia nay ngay sau giai doan U, st dung thiét bi dém khudn lac (4.5). C6 thé st
dung bd khuéch dai dwoc roi sang dé thuan tién cho viéc dém. Bé&m tt ca cac khuln lac c6 mau g6
kém theo mdt hodc nhiéu bot khi (trong vang dwdng kinh mét khudn lac) trén cac dia chlra tir 15 khuin
lac dén 150 khuén lac. Cac khuén lac ¢6 mau dé nhing khéng ¢é bot khi khdng duwoc cai la coliform.
Khang dém cac khudn lac phat trién ngodi véng trdn gidi han cla méi trirang chon loc, khdng dém cac
bot khi gid c¢é thé dworc tao ra do thao tac chwa ding trong qua trinh cdy mau 1&n dra.

7.2 DémE. coli
S{r dung dia 8ém E. coli/coliform Petrifilm™ (4.2) va tién hanh theo 7.1, nhung thoigian (14 48 h+ 4 h.

Truéng hop dém E. coli va coliform trén clng mét dia thi ngay sau khi d&m coliform, tip tuc & 4m dia
& nhigt dé 35 °C £ 1 °C trong 24 h + 2 h (t8ng théi gian 12 48 h £ 4 h),

Cac khudn lac E. coli c6 mau xanh kém theo cac bot khi, cac vi khudn coliform khac c6 mau do kém
theo bot khi.

8 Tinh va biéu thi két qua

Dé tinh s Iwgng coliform hodc E. cofi, nhan tdng sé lrgng khudn lac trén mot dia (hodc sé fong trung
binh cac khun lac trén mot dia, néu dém céc dia kép clia cing mot 46 pha loang) véi sé nghich ddo
8
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ctia do pha loang twong (ing. Khi dém cac khuin lac trén cac dia kép cla cac dd pha loang ké tiép,
tinh s6 lweng trung binh cac khudn lac cho méi 46 pha loang trwdc khi xac dinh trung binh sb dém
coliform hodc E. coli.

Néu khong c6 da nao co sé dém Ién hon 15 khuén lac véi mau déc trung kém bot khi tré 1én (mau 3o
dbi v&i khudn lac coliform, mau xanh d86i véi khudn lac E. coli) thi ghi lai sé dém chinh xac trén dia c6
do pha loang thip nhét (teong (eng véi dung dich it pha lodng nhét).

Néu tit ca cac dfa co sb 6ém Ion hon 150 thi x&c dinh sb dém woc tinh bing cach dém sé khuan lac trong
mét hodc nhidu & vudng dai dién, tinh sé dém trung binh trén mét 6 vudng va nhan sb dém nay véi 20
(dién tich ving sinh tredng khoang 20 cm?). Trong trrérng hep ndy, phai béo céo day la sb woc tinh.

Néu cac dia ddu ¢b mat dd khuin lac qua 1dn dé woc tinh sé dém thi két qua duwoc bao cdo 14 “qua
nhiéu dé dém".

9 Bao cao thir nghiém

Béo céo thir nghiém phai bao gdm it nhét cac thdng tin duéi day:

moi thong tin ¢An thiét d& nhan biét ddy du vé mau thi;

~ vién din tiéu chudn nay hodc phwong phap da st dung;

- két qua va don vj biéu thj két qu;

- ngay thang 4y mau va phuong thire 1y mau (néu ¢o);

- ngay thang nhan mau phéng thir nghiém;

- ngay thang the nghiém;

- cac diém déc biét quan sat dwgc trong qua trinh thir nghiém;

~ moi thao tac khdng quy dinh trong tiéu chudn nay hodc dugc coi 1a tuy chon, cing véi cac chi tiét
cuia sy cb bat ky c6 thé anh huwrdng dén két qua.
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Cac két qua cla phép thir lién phang thir nghiém dwec néu trong Bang A.1.

Bang A.1 — Két qua clia phép thir lién phdng thir nghiém déi véi E. coli va coliform tdng sé

Phu luc A
(Tham khdo)

Két qua cira phép thir lién phong thir nghiém

I Sin phim Mie nhiém | Trung binh céc B léch D% léch Déléch Bg léch
Qi tri log cla | chudn I3p lai, | ehudn tai lap, | chudn twong | chudn twong
6 khuén lac S Sp abiap lai, | dbitailap,
trén gam RSD, % RSDg, %
Coliform téng sé tir cac dia dém coliform

Thit ga tay xay Thép 1,845 0,193 0,296 106 16,1
Trung binh 2,235 0,361 0.361 16,2 16,2
Cao 2,744 0,105 0,270 38 8.8
l\Té-m twoi Théap 4,241 0,278 0,808 66 18,0
Trung binh 4,999 0,662 1.141 13,2 228
Cac 5,187 0,120 0,872 2,3 16,8
| Thit bo trong Thap 1,069 0,243 0,288 22,7 270
nuoe st Trung binh 2,062 0,257 0,301 12,5 18,9
Cao 2,732 0,233 0,320 85 117
-Phomat Thap 0,783 0.172 0,172 21,9 21.9
Trung binh 2,411 0,092 0,206 38 85
Cao 3,434 0,21_2 0,364 6,2 10,6

Bot mi Thép 2,635 0,281 0,874 11.1 332 ]
Trung binh 3,460 0,746 1,201 216 37.3
Cao 4,049 0,873 1,550 216 383
Bot tr cac loai Thép 0,896 0,336 © 0,443 375 49,5
nat | Trung binh 1,345 0,486 0,699 36,2 52,0
Cao 2,370 0,267 0,831 11,3 351
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Sén phdm Mirc nhiém | Trung binh céc P9 léch Do léch D& Igch Dj léch B
gid trj logyo ctta | chudn 13p li, | chudn téi 13p, | chudn twong | chudn twong |
6 khuén lac S Sr abilaplai, | dditailap,
trén gam RSD, % RSDR. %
Coliform tdng sé tir cac dia dém E. colifcoliform ]
Thit ga tay xay Thap 1,934 0,177 0,261 9.2 135
Trung binh 2,216 0,285 0,315 12,9 14,2 -
Cao 2,835 0,113 0,242 40 85 |
Ném tuoi Thép 4,550 0,079 0,722 17 15,9
Trung binh 5,278 0,600 1,001 11.4 E,_O l
Cao 5227 0,346 0,817 6.6 156 |
Thit bé trong Thip 1,016 0,215 0,284 21,2 27,9 |
nuge st Trung binh 2,060 0,256 0,295 12,4 143
Cao 2,679 y 0,191 0,331 71 124
Phomat Thép 0,813 0,172 0,192 21,1 236 "
Trung binh 2,507 0,109 0.238 43 9.5
Cao 3,620 0.074 0,106 2,1 29 _
_Bet mi Thép 2,639 0,243 0,883 8,2 334 |
Trung binh 3,432 0,826 1,318 241 38,4
Cao 4,064 0,929 1,557 229 38,8
BOt tir cac loai Thép 0,759 0,028 0,295 37 88 |
e Trung binh 1,403 0.378 0.728 26,9 518 |
Cao 2,355 0,425 0,915 18,0 38,9
E. coli tir céc dia dém E. coli/coliform N
Thit ga tay xay Thép 1,419 0,316 0,316 223 22,3
Trung binh 1,923 0.364 0.364 18,9 18.9
Cao 2,607 0,098 0,233 38 | 89
NAm twoi Thép 2,500 0,261 0,343 10,4 ;3.7
Trung binh 3,058 0,296 ' 0,422 87 138
Cao 3436 0,715 0,760 20,8 221 |
Thit bé trong Thép 0,753 0,028 0,172 37 22,8
nuge st Trung binh 0,991 0,154 0,601 15,6 607 |
Cao 1,312 0,161 " 0,828 12,3 63.1
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Bang A.1 (két thic)

I San pham Mirc nhiém Trung binh cac Pé lech bé lgch Bé lech Po léch
! | gia tri logso cua | chudn I3p lai, | chudn tai13p, | chuan twong | chuén twong |
| s6 khudn lac S Sa adilap lai, | aditailap,
trén gam RSD,, % RSDg, %
| Phomat Thap 0,819 0,190 0,190 232 232
| i
| Trung binh 2,454 0,098 0,166 40 6.8
| Cao 3,440 0,112 0,123 32 36
| Bot mi Thap 1,175 0,524 0,737 445 62.7
Trung binh 3,095 0,967 1,362 31,3 440
i Cao 3,549 0,821 1,442 23,1 40,6
Bot tir cac loai Thap 0,716 0,067 0,236 9.4 33,0
et Trung binh 1,268 0.268 0,605 21,1 477
Cao 2,314 0,265 0857 11,4 37.0
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Thw muc tai liéu tham khao

(1] AFNOR Validation of Alternative Methods. Report (Preliminary and Collaborative studies according
to the NF EN ISO 16140 standard) ISO 16140 validation of 3M™ Petrifilm™ Coliforms count plates
(CC}) for gas producing colonies enumeration - Quantitative method. PCC Coliforms gas producers
Synthesis (Version 2) September 3, 2008
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