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Lêi nãi ®Çu 

 

TCVN 7715-2 : 2007 hoµn toµn t¬ng ®¬ng víi ISO 10272-2 : 2006; 

TCVN 7715-2 : 2007 do Ban kü thuËt tiªu chuÈn TCVN/TC/F13 Ph¬ng 

ph¸p ph©n tÝch vµ lÊy mÉu biªn so¹n, Tæng côc Tiªu chuÈn §o lêng ChÊt 

lîng ®Ò nghÞ, Bé Khoa häc vµ C«ng nghÖ c«ng bè. 

TCVN 7715 : 2007 Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i ě 

Ph¬ng ph¸p ph¸t hiÖn vµ ®Þnh lîng Campylobacter spp., bao gåm: 

  PhÇn 1: Ph¬ng ph¸p ph¸t hiÖn; 

  PhÇn 2: Kü thuËt ®Õm khuÈn l¹c. 
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Lêi giíi thiÖu 

Do tÝnh ®a d¹ng cña thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i nªn ph¬ng ph¸p nµy cã thÓ kh«ng thÝch hîp ®Õn 

tõng chi tiÕt cho tõng s¶n phÈm cô thÓ. Trong trêng hîp nµy, cã thÓ sö dông c¸c ph¬ng ph¸p kh¸c 

®Æc trng cho tõng s¶n phÈm, nÕu hoµn toµn chØ v× lý do kü thuËt. Tuy nhiªn, cÇn cè g¾ng ¸p dông 

ph¬ng ph¸p nµy khi cã thÓ. 

Khi tiªu chuÈn nµy ®îc so¸t xÐt th× cÇn ph¶i tÝnh ®Õn mäi th«ng tin liªn quan ®Õn ph¹m vi mµ ph¬ng 

ph¸p ®Õm ®Üa nµy ph¶i tu©n theo vµ c¸c nguyªn nh©n g©y sai lÖch so víi ph¬ng ph¸p trong trêng 

hîp c¸c s¶n phÈm cô thÓ. ViÖc hµi hoµ c¸c ph¬ng ph¸p thö cã thÓ kh«ng thùc hiÖn ®îc ngay vµ ®èi 

víi mét vµi nhãm s¶n phÈm cã thÓ tån t¹i c¸c tiªu chuÈn quèc tÕ vµ/hoÆc tiªu chuÈn quèc gia mµ 

kh«ng phï hîp víi tiªu chuÈn nµy. Trong trêng hîp cã s½n tiªu chuÈn cho s¶n phÈm cÇn thö nghiÖm 

th× ph¶i tu©n theo tiªu chuÈn ®ã. Th«ng thêng khi c¸c tiªu chuÈn nh vËy ®îc so¸t xÐt, th× chóng ph¶i 

®îc söa ®æi ®Ó phï hîp víi tiªu chuÈn nµy, sao cho cuèi cïng chØ cßn c¸c sai lÖch víi ph¬ng ph¸p 

®Õm ®Üa nµy lµ c¸c lý do kü thuËt ®îc thõa nhËn. 
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T I ª u   c h u È n   q u è c  g i a                       tcvn 7715-2 : 2007          

XuÊt b¶n lÇn 1 

 

 

Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i –  

Ph¬ng ph¸p ph¸t hiÖn vµ ®Þnh lîng Campylobacter spp. – 

PhÇn 2: Kü thuËt ®Õm khuÈn l¹c 

Microbiology of food and animal feeding stuffs  Horizontal method                                         

for detection and enumeration of Campylobacter spp. 

Part 2: Colony-count technique 

 

 

1   Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy m« t¶ ph¬ng ph¸p ®Þnh lîng Campylobacter spp. 

Tiªu chuÈn nµy cã thÓ ¸p dông cho c¸c s¶n phÈm thùc phÈm hoÆc thøc ¨n ch¨n nu«i vµ cho c¸c mÉu 

m«i trêng trong khu vùc s¶n xuÊt vµ chÕ biÕn thùc phÈm nh ®· nªu trong lêi giíi thiÖu. 

2   Tµi liÖu viÖn dÉn  

C¸c tµi liÖu viÖn dÉn sau lµ rÊt cÇn thiÕt cho viÖc ¸p dông tiªu chuÈn. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn ghi 

n¨m ban hµnh th× ¸p dông phiªn b¶n ®îc nªu. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn kh«ng ghi n¨m ban hµnh 

th× ¸p dông phiªn b¶n míi nhÊt, bao gåm c¶ c¸c söa ®æi. 

TCVN 6507 (ISO 6887) (tÊt c¶ c¸c phÇn), Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i  ChuÈn bÞ 

mÉu thö, huyÒn phï ban ®Çu vµ c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n ®Ó kiÓm tra vi sinh vËt 

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ trong thøc ¨n ch¨n nu«i  Nguyªn t¾c chung vÒ 

kiÓm tra vi sinh vËt 

TCVN 6263 (ISO 8261),  S÷a vµ s¶n phÈm s÷a. Híng dÉn chung vÒ chuÈn bÞ mÉu thö, huyÒn phï ban 

®Çu vµ c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n ®Ó kiÓm tra vi sinh 

ISO/TS 111331,  Microbiology of food and animal feeding stuffs  Guidelines on preparation and 

production of culture media – Part 1: General guidelines on quality assurance for the preparation of 

culture media in the laboratory (Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i  Híng dÉn chuÈn bÞ 
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vµ t¹o m«i trêng cÊy – PhÇn 1: C¸c híng dÉn chung vÒ ®¶m b¶o chÊt lîng cho viÖc chuÈn bÞ m«i 

trêng cÊy trong phßng thö nghiÖm) 

ISO/TS 111332 : 2003,  Microbiology of food and animal feeding stuffs  Guidelines on preparation 

and production of culture media – Part 2: Practical guidelines on performance testing of culture media 

(Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i  Híng dÉn chuÈn bÞ vµ t¹o m«i trêng cÊy –       

PhÇn 2: C¸c híng dÉn thùc hµnh vÒ thö tÝnh n¨ng cña m«i trêng cÊy). 

3   ThuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa 

Trong tiªu chuÈn nµy ¸p dông c¸c thuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa sau ®©y: 

3.1    

Campylobacter (Campylobacter) 

C¸c vi sinh vËt h×nh thµnh c¸c khuÈn l¹c ®Æc trng trªn m«i trêng ®Æc chän läc khi ®îc nu«i cÊy trong 

m«i trêng vi hiÕu khÝ ë 41,5 oC mµ kh«ng ph¶i ë 25 oC, cã tÝnh di ®éng vµ c¸c ®Æc tÝnh sinh hãa vµ ph¸t 

triÓn ®iÓn h×nh khi thö nghiÖm theo tiªu chuÈn nµy. 

Chó thÝch:  C¸c loµi thêng hay gÆp nhÊt lµ Campylobacter jejuni vµ Campylobacter coli. Tuy nhiªn, c¸c loµi 

kh¸c còng ®· ®îc m« t¶ (Campylobacter lari, Campylobacter upsaliensis vµ mét sè loµi kh¸c).  

3.2 

§Õm Campylobacter (count of Campylobacter) 

Sè lîng Campylobacter t×m thÊy trong mét mililit hoÆc mét gam mÉu thö, khi tiÕn hµnh thö theo 

ph¬ng ph¸p qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy. 

4   Nguyªn t¾c 

4.1   ChuÈn bÞ c¸c dung dÞch pha lo·ng 

§Ó chuÈn bÞ c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n tõ mÉu thö, xem TCVN 6507 (ISO 6887) vµ            

TCVN 6263 (ISO 8261). 

4.2   §Þnh lîng 

ñ m«i trêng ®Æc chän läc, th¹ch deoxycolat xefoperazon than c¶i biÕn (mCCD) vµ mét lîng x¸c ®Þnh 

cña mÉu thö nÕu s¶n phÈm ban ®Çu lµ d¹ng láng, hoÆc mét lîng x¸c ®Þnh cña huyÒn phï ban ®Çu nÕu 

s¶n phÈm ë d¹ng kh¸c. 

ChuÈn bÞ c¸c ®Üa m«i trêng kh¸c trong cïng mét ®iÒu kiÖn, dïng c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n 

cña mÉu thö hoÆc cña huyÒn phï ban ®Çu. 
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ñ c¸c ®Üa nµy ë 41,5 0C trong m«i trêng vi hiÕu khÝ  trong 40 giê ®Õn 48 giê. 

C¸c khuÈn l¹c nghi ngê lµ Campylobacter ®îc cÊy truyÒn lªn m«i trêng th¹ch kh«ng chän läc, th¹ch 

huyÕt Columbia, råi kh¼ng ®Þnh b»ng c¸ch kiÓm tra díi kÝnh hiÓn vi vµ b»ng c¸c phÐp thö sinh hãa vµ 

ph¸t triÓn thÝch hîp.  

Sè lîng Campylobacter cã trong mét mililit hoÆc trong mét gam mÉu thö ®îc tÝnh tõ sè khuÈn l¹c ®iÓn 

h×nh ®· ®îc kh¼ng ®Þnh trªn mét ®Üa.  

5   M«i trêng nu«i cÊy vµ thuèc thö 

5.1   Kh¸i qu¸t  

VÒ thùc hµnh thö nghiÖm hiÖn hµnh, xem TCVN 6404 (ISO 7218), ISO/TS 11133-1 vµ ISO/TS 11133-2. 

5.2   DÞch pha lo·ng 

Xem TCVN 6507 (ISO 6887). 

5.3   Th¹ch deoxycolat xefoperazon than c¶i biÕn (th¹ch mCCD) 

5.3.1   M«i trêng c¬ b¶n 

5.3.1.1   Thµnh phÇn 

Cao thÞt 10,0 g 

DÞch thuû ph©n m« ®éng vËt b»ng enzym 10,0 g 

Natri clorua 5,0 g 

Than  4,0 g 

DÞch thuû ph©n casein b»ng enzym  3,0 g 

Natri deoxycolat  1,0 g 

S¾t (II) sulfat   0,25 g 

Natri pyruvat  0,25 g 

Th¹ch 8,0 g ®Õn 18,0 g a 

Níc  1 000 ml 

a  Tïy thuéc vµo søc ®«ng cña th¹ch. 

5.3.1.2   ChuÈn bÞ  

Hßa tan c¸c thµnh phÇn c¬ b¶n hoÆc m«i trêng c¬ b¶n hoµn chØnh kh« trong níc, b»ng c¸ch ®un ®Õn 

s«i. ChØnh pH sao cho sau khi khö trïng pH lµ 7,4  0,2 ë 25 0C, nÕu cÇn. Ph©n phèi m«i trêng c¬ b¶n 

vµo b×nh cÇu cã dung tÝch thÝch hîp. Khö trïng 15 min trong nåi hÊp ¸p lùc (6.1) ë 121 0C. 
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5.3.2   Dung dÞch kh¸ng sinh 

5.3.2.1   Thµnh phÇn 

Xefoperazon 0,032 g 

Amphoterixin B  0,01 g 

Níc 5 ml 

5.3.2.2   ChuÈn bÞ  

Hßa tan c¸c thµnh phÇn trong níc. Läc ®Ó khö trïng. 

5.3.3   M«i trêng hoµn chØnh 

5.3.3.1   Thµnh phÇn 

M«i trêng c¬ b¶n (5.3.1) 1 000 ml 

Dung dÞch kh¸ng sinh (5.3.2)  5 ml 

5.3.3.2   ChuÈn bÞ 

Cho dung dÞch kh¸ng sinh vµo m«i trêng c¬ b¶n, ®· lµm nguéi ®Õn 47 oC  2 oC, trén ®Òu. Rãt kho¶ng 

15 ml m«i trêng hoµn chØnh vµo c¸c ®Üa Petri v« trïng (6.8). §Ó cho ®«ng ®Æc. Ngay tríc khi sö dông, 

lµm kh« cÈn thËn c¸c ®Üa th¹ch, tèt nhÊt lµ më n¾p vµ ®Ó mÆt th¹ch óp xuèng phÝa díi, ®Ó vµo tñ sÊy 

(6.2) trong 30 min hoÆc cho ®Õn khi bÒ mÆt th¹ch kh«. NÕu ®· chuÈn bÞ tríc th× c¸c ®Üa th¹ch cha kh« 

kh«ng ®Ó qu¸ 4 h ë nhiÖt ®é phßng, hoÆc nÕu b¶o qu¶n ë n¬i tèi víi nhiÖt ®é 5 oC  3 oC th× kh«ng qu¸ 

7 ngµy. 

5.3.3.3   KiÓm tra tÝnh n¨ng 

§èi víi viÖc x¸c ®Þnh tÝnh chän läc vµ hiÖu qu¶, xem ISO/TS 11133-1. §èi víi c¸c tiªu chÝ thùc hiÖn, 

xem B¶ng B.5 cña ISO/TS 11133-2 : 2003. 

5.4   Th¹ch huyÕt Columbia 

5.4.1   M«i trêng c¬ b¶n 

5.4.1.1   Thµnh phÇn 

DÞch thuû ph©n m« ®éng vËt b»ng enzym 23,0 g 

Tinh bét 1,0 g 

Natri clorua 5,0 g 

Th¹ch 8,0 g ®Õn 18,0 g a 

Níc  1 000 ml 

a  Tïy thuéc vµo søc ®«ng cña th¹ch. 
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5.4.1.2   ChuÈn bÞ  

Hßa tan c¸c thµnh phÇn c¬ b¶n hoÆc m«i trêng c¬ b¶n hoµn chØnh kh« trong níc, b»ng c¸ch ®un ®Õn 

s«i. ChØnh pH sao cho sau khi khö trïng pH lµ 7,3  0,2 ë 25 0C, nÕu cÇn. Ph©n phèi m«i trêng c¬ b¶n 

vµo b×nh cÇu cã dung tÝch thÝch hîp. Khö trïng 15 min trong nåi hÊp ¸p lùc (6.1) ë 121 0C. 

5.4.2   HuyÕt cõu v« trïng ®· khö fibrin  

5.4.3   M«i trêng hoµn chØnh 

5.4.3.1   Thµnh phÇn 

M«i trêng c¬ b¶n (5.4.1) 1 000 ml 

HuyÕt cõu v« trïng ®· khö fibrin (5.4.2) 50 ml 

5.4.3.2   ChuÈn bÞ  

Cho huyÕt cõu mét c¸ch v« trïng vµo m«i trêng c¬ b¶n, ®· lµm nguéi ®Õn 47 oC  2 oC, trén ®Òu. Rãt 

kho¶ng 15 ml m«i trêng hoµn chØnh vµo c¸c ®Üa Petri v« trïng (6.8). §Ó cho ®«ng ®Æc. Ngay tríc khi 

sö dông, lµm kh« cÈn thËn c¸c ®Üa th¹ch, tèt nhÊt lµ më n¾p vµ ®Ó mÆt th¹ch óp xuèng phÝa díi, ®Ó 

vµo tñ sÊy (6.2) trong 30 min hoÆc cho ®Õn khi bÒ mÆt th¹ch kh«. NÕu ®· chuÈn bÞ tríc th× c¸c ®Üa 

th¹ch cha kh« kh«ng ®Ó qu¸ 4 h ë nhiÖt ®é phßng, hoÆc nÕu b¶o qu¶n ë n¬i tèi víi nhiÖt ®é 5 oC  3 oC th× 

kh«ng qu¸ 7 ngµy. 

5.4.3.3   KiÓm tra tÝnh n¨ng 

§Ó x¸c ®Þnh tÝnh chän läc vµ hiÖu suÊt, xem ISO/TS 11133-1.  

§Ó kiÓm tra tÝnh n¨ng, xem ISO/TS 11133-2. C¸c chñng kiÓm chøng C.coli ATCC 43478 hoÆc C.jejuni 

ATCC 33291 ph¶i cho thÊy mäc tèt trªn th¹ch huyÕt Columbia sau khi ñ vi hiÕu khÝ trong 24 h ë 37 oC. 

5.5   Canh thang Brucella 

5.5.1   Thµnh phÇn 

DÞch thuû ph©n casein b»ng enzym 10,0 g 

DÞch thuû ph©n m« ®éng vËt b»ng enzym 10,0 g 

Glucoza 1,0 g 

Cao men 2,0 g 

Natri clorua  5,0 g 

Natri hydrosulfit 0,1 g 

Níc  1 000 ml 
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5.5.2   ChuÈn bÞ  

Hßa tan c¸c thµnh phÇn c¬ b¶n hoÆc m«i trêng c¬ b¶n hoµn chØnh kh« trong níc, b»ng c¸ch ®un 

nãng, nÕu cÇn. ChØnh pH sao cho sau khi khö trïng pH lµ 7,0  0,2 ë 25 0C, nÕu cÇn. Ph©n phèi m«i 

trêng c¬ b¶n nµy víi c¸c lîng 10 ml vµo c¸c èng nghiÖm cã dung tÝch thÝch hîp. Khö trïng 15 min 

trong nåi hÊp ¸p lùc (6.1) ë 121 0C. 

5.5.3   KiÓm tra tÝnh n¨ng 

§èi víi viÖc x¸c ®Þnh tÝnh chän läc vµ hiÖu suÊt, xem ISO/TS 11133-1. §èi víi c¸c tiªu chÝ thùc hiÖn, 

xem B¶ng B.4 cña ISO/TS 11133-2 : 2003. 

5.6   Thuèc thö ph¸t hiÖn oxidaza 

5.6.1   Thµnh phÇn 

N,N,N’,N’-Tetrametyl-1,4-phenylenediamin dihydro clorua 1,0 g 

Níc  100 ml 

5.6.2   ChuÈn bÞ  

Hßa tan c¸c thµnh phÇn trªn vµo níc ngay tríc khi sö dông. 

6   ThiÕt bÞ vµ dông cô thuû tinh 

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô phßng thö nghiÖm vi sinh th«ng thêng [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] vµ 

cô thÓ nh sau:                              

6.1   ThiÕt bÞ ®Ó khö trïng kh« (tñ sÊy) hoÆc ®Ó khö trïng ít (nåi hÊp ¸p lùc) 

Xem TCVN 6404 (ISO 7218). 

6.2   Tñ sÊy ®îc ®èi lu kh«ng khÝ hoÆc tñ Êm, cã kh¶ n¨ng ho¹t ®éng ë nhiÖt ®é tõ 37 0C ®Õn 55 0C.  

6.3   Tñ Êm, cã kh¶ n¨ng ho¹t ®éng ë 41,5 0C  1 0C. 

6.4   Tñ Êm, cã kh¶ n¨ng ho¹t ®éng ë 25 0C  1 0C. 

6.5   Nåi c¸ch thñy, cã kh¶ n¨ng ho¹t ®éng ë nhiÖt ®é tõ 44 0C ®Õn 47 0C. 

6.6   M¸y ®o pH, cã ®é chÝnh x¸c ®Õn 0,1 ®¬n vÞ pH ë 25 0C. 

6.7   Dông cô chøa, vÝ dô nh c¸c chai, èng nghiÖm, b×nh cÇu thÝch hîp cho viÖc khö trïng vµ b¶o 

qu¶n dÞch pha lo·ng vµ m«i trêng cÊy. 
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6.8   §Üa Petri, tèt nhÊt lµ b»ng thuû tinh hoÆc chÊt dÎo cã khÊc, ®êng kÝnh tõ 90 mm ®Õn 100 mm. 

6.9   Pipet chia ®é x¶ hÕt, dung tÝch danh ®Þnh 1 ml vµ 10 ml ®îc chia ®é ®Õn 0,1 ml, cã lç x¶ réng. 

6.10   Nóm cao su, hoÆc bÊt kú hÖ thèng an toµn nµo kh¸c cã thÓ phï hîp víi pipet chia ®é. 

6.11   Que cÊy vßng, b»ng platin/iridi hoÆc niken/crom hoÆc b»ng chÊt dÎo, ®êng kÝnh kho¶ng 3 mm 

vµ vßng cÊy cïng chÊt liÖu, hoÆc ®òa thuû tinh hoÆc chÊt dÎo. 

Chó thÝch:  Vßng niken/crom kh«ng thÝch hîp ®Ó sö dông trong phÐp thö oxidaza (xem 9.4.3). 

6.12  Que dµn mÉu, b»ng thñy tinh hoÆc chÊt dÎo. 

6.13    KÝnh hiÓn vi, tèt nhÊt lµ lo¹i cã ph¶n pha (®Ó quan s¸t tÝnh di ®éng ®Æc trng cña Campylobacter). 

6.14   ThiÕt bÞ thÝch hîp ®Ó ®¹t ®îc m«i trêng vi hiÕu khÝ, víi hµm lîng oxi lµ 5 %  2 %, cacbon 

dioxit 10 %  3 %, hydro tïy chän ≤ 10 %, cã lîng nit¬ c©n b»ng. Sö dông c¸c vËt chøa kÝn khÝ ®Ó gi÷ 

®Üa Petri, vÝ dô nh c¸c b×nh yÕm khÝ. M«i trêng vi hiÕu khÝ khÝ thÝch hîp cã thÓ thu ®îc b»ng c¸ch sö 

dông c¸c bé kit thö sinh khÝ cã b¸n s½n (tu©n thñ híng dÉn cña nhµ s¶n xuÊt mét c¸ch chÝnh x¸c, ®Æc 

biÖt lµ liªn quan ®Õn thÓ tÝch cña b×nh vµ dung tÝch cña kit thö sinh khÝ). C¸ch kh¸c, xÞt b×nh b»ng hçn 

hîp khÝ thÝch hîp tríc khi ñ. 

7   LÊy mÉu 

§iÒu quan träng lµ mÉu göi ®Õn phßng thö nghiÖm ph¶i ®óng lµ mÉu ®¹i diÖn vµ kh«ng bÞ h háng hay 

biÕn ®æi trong qu¸ tr×nh vËn chuyÓn hoÆc b¶o qu¶n. ViÖc lÊy mÉu kh«ng qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy. 

Xem tiªu chuÈn cô thÓ liªn quan ®Õn s¶n phÈm. NÕu kh«ng cã tiªu chuÈn riªng liªn quan ®Õn viÖc lÊy 

mÉu s¶n phÈm th× c¸c bªn liªn quan nªn tho¶ thuËn víi nhau vÒ vÊn ®Ò nµy.  

V× c¸c loµi Campylobacter spp. rÊt nh¹y víi viÖc ®ãng b¨ng nhng l¹i tån t¹i rÊt tèt ë nhiÖt ®é thÊp, nªn 

c¸c mÉu thö kh«ng ®îc lµm ®«ng l¹nh mµ ph¶i b¶o qu¶n ë + 3 0C  2 0C vµ nªn ph©n tÝch cµng nhanh 

cµng tèt. CÇn chó ý kh«ng lµm mÉu kh«. 

8   ChuÈn bÞ mÉu thö 

ChuÈn bÞ mÉu thö theo c¸c tiªu chuÈn cô thÓ thÝch hîp víi s¶n phÈm cã liªn quan. NÕu kh«ng cã c¸c 

tiªu chuÈn cô thÓ th× c¸c bªn cã liªn quan nªn tho¶ thuËn víi nhau vÒ vÊn ®Ò nµy.  

9   C¸ch tiÕn hµnh  

9.1   PhÇn mÉu thö, huyÒn phï ban ®Çu vµ c¸c dung dÞch pha lo·ng 

Xem TCVN 6507 (ISO 6887) vµ tiªu chuÈn cô thÓ liªn quan ®Õn s¶n phÈm. 
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ChuÈn bÞ mét d·y dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n ®¬n lÎ tõ mÉu thö nÕu s¶n phÈm ë d¹ng láng hoÆc tõ 

huyÒn phï ban ®Çu nÕu s¶n phÈm ë d¹ng kh¸c. 

9.2   CÊy vµ ñ 

9.2.1   Dïng  pipet v« trïng (6.9), chuyÓn vµo hai ®Üa ®ùng m«i trêng th¹ch mCCD (5.3), mçi ®Üa 0,1 ml 

huyÒn phï ban ®Çu (9.1). Dïng que dµn mÉu v« trïng (6.12) dµn cÈn thËn dÞch cÊy cµng nhanh cµng 

tèt, kh«ng ®Ó ch¹m vµo mÐp ®Üa, cho ®Õn khi kh«ng cßn thÊy dÞch láng trªn bÒ mÆt th¹ch vµ ®Ëy n¾p ®Üa.  

LÆp l¹i thao t¸c nµy víi c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n tiÕp theo, nÕu cÇn. 

§èi víi mét sè s¶n phÈm nhÊt ®Þnh, khi cÇn ph¶i ®Þnh lîng mét sè lîng nhá Campylobacter, th× giíi 

h¹n ®Þnh lîng cã thÓ nhá ®i 10 lÇn b»ng c¸ch kiÓm tra 1,0 ml huyÒn phï ban ®Çu. Ph©n phèi 1 ml dÞch 

cÊy lªn m«i trêng th¹ch trªn ®Üa Petri to (140 mm) hoÆc trªn bÒ mÆt m«i trêng th¹ch trong ba ®Üa nhá 

(90 mm), sö dông que dµn mÉu v« trïng (6.12). Trong c¶ hai trêng hîp, chuÈn bÞ c¸c bé ®Üa kÐp b»ng 

c¸ch dïng hai ®Üa to hoÆc s¸u ®Üa nhá. 

9.2.2   ñ c¸c ®Üa nµy (9.2.1) ë 41,5 0C tõ 40 h ®Õn 48 h trong m«i trêng vi hiÕu khÝ (6.14). 

9.3   §Õm vµ chän khuÈn l¹c ®Ó kh¼ng ®Þnh 

9.3.1   Trªn th¹ch mCCD c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh cã mµu x¸m, thêng cã lÊp l¸nh ¸nh kim lo¹i, ph¼ng 

vµ ít cã xu híng mäc lan táa. C¸c khuÈn l¹c lan táa Ýt trªn c¸c bÒ mÆt th¹ch kh«. Cã thÓ xuÊt hiÖn 

c¸c khuÈn l¹c cã d¹ng kh¸c. 

Chän c¸c ®Üa (9.2.2) chøa Ýt h¬n 150 khuÈn l¹c ®iÓn h×nh hoÆc nghi ngê vµ ®Õm c¸c khuÈn l¹c ®ã. Chän 

ngÉu nhiªn n¨m khuÈn l¹c nh thÕ vµ cÊy truyÒn ®Ó thö kh¼ng ®Þnh (9.4). 

9.3.2   CÊy v¹ch tõng khuÈn l¹c ®· chän (9.3.1) lªn ®Üa th¹ch huyÕt Columbia (5.4) ®Ó cho ph¸t triÓn 

thµnh c¸c khuÈn l¹c riªng biÖt. ñ c¸c ®Üa nµy trong m«i trêng vi hiÕu khÝ ë 41,5 oC trong 24 h ®Õn 48 h. Sö 

dông c¸c khuÈn l¹c thuÇn khiÕt ®Ó kiÓm tra h×nh th¸i, tÝnh di ®éng, mäc trong ®iÒu kiÖn vi hiÕu khÝ ë 25 oC, 

mäc hiÕu khÝ ë 41,5 oC vµ cã mÆt cña oxidaza. 

9.4   Kh¼ng ®Þnh c¸c loµi Campylobacter 

V× vi khuÈn suy gi¶m chÊt lîng rÊt nhanh trong kh«ng khÝ, do ®ã c¸c qui tr×nh m« t¶ trong 9.4.1 ®Õn 

9.4.3 cÇn ®îc thùc hiÖn ngay. 

9.4.1   KiÓm tra h×nh th¸i vµ tÝnh di ®éng 

9.4.1.1   Hßa mét khuÈn l¹c tõ ®Üa th¹ch huyÕt Columbia (9.3.2) vµo 1 ml canh thang Brucella (5.5) vµ 

sö dông kÝnh hiÓn vi (6.13) ®Ó kiÓm tra vÒ h×nh th¸i vµ tÝnh di ®éng. 

9.4.1.2   Gi÷ tÊt c¶ c¸c khuÈn l¹c (9.3.2) ®îc t×m thÊy (9.4.1.1) ®Ó kiÓm tra tiÕp theo, trong ®ã c¸c trùc 

khuÈn uèn cong cã di ®éng xo¸y “më nót chai”. 
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9.4.2   Nghiªn cøu sù ph¸t triÓn ë 25 oC (vi hiÕu khÝ) vµ 41,5 oC (hiÕu khÝ) 

Sö dông mét que cÊy vßng (6.11) cÊy c¸c khuÈn l¹c ®· ph©n lËp trong 9.4.1.2, lªn bÒ mÆt cña hai ®Üa 

th¹ch huyÕt Columbia (5.4). 

ñ mét ®Üa ë 25 oC trong m«i trêng vi hiÕu khÝ (6.14) tõ 40 h ®Õn 48 h. §Üa cßn l¹i ñ trong m«i trêng 

hiÕu khÝ ë 41,5 oC tõ 40 h ®Õn 48 h. 

KiÓm tra c¸c ®Üa vÒ sù ph¸t triÓn cña khuÈn l¹c Campylobacter mµ cã thÓ nh×n thÊy ®îc. 

9.4.3   Ph¸t hiÖn oxidaza 

Dïng vßng cÊy hoÆc que cÊy b»ng platin/iridi hoÆc ®òa thuû tinh (6.11), lÊy mét phÇn cña mçi khuÈn l¹c 

®îc t¸ch biÖt râ (9.4.1.2) vµ ria cÊy lªn giÊy läc ®· ®îc lµm Èm b»ng thuèc thö oxidaza (5.6). ViÒn 

ngoµi cã mµu tÝm hoa cµ, mµu tÝm hoÆc mµu xanh ®Ëm trong 10 s chøng tá ph¶n øng d¬ng tÝnh. NÕu 

sö dông kit thö oxidaza cã b¸n s½n th× tu©n theo chØ dÉn cña nhµ s¶n xuÊt. 

Kh¼ng ®Þnh c¸c kÕt qu¶ sö dông c¸c kiÓm chøng d¬ng tÝnh vµ ©m tÝnh. C¸c vÝ dô vÒ c¸c chñng kiÓm 

chøng thÝch hîp lµ Pseudomonas aeruginosa NCTC 10662 (kiÓm chøng d¬ng tÝnh), Escherichia coli 

NCTC 9001 (kiÓm chøng ©m tÝnh). 

9.4.4   DiÔn gi¶i kÕt qu¶ 

Campylobacter spp. cho c¸c kÕt qu¶ nh trong B¶ng 1. 

B¶ng 1 – C¸c ®Æc trng cña Campylobacter spp. 

 H×nh th¸i häc (9.4.1) trùc khuÈn uèn cong nhá 

TÝnh di ®éng (9.4.1) ®Æc trng 

Mäc trong m«i trêng vi hiÕu khÝ ë 25 oC (9.4.2)  

Mäc trong m«i trêng hiÕu khÝ ë 41,5 oC (9.4.2)  

Oxidaza (9.4.3) + 

10   BiÓu thÞ kÕt qu¶ 

10.1   §Õm c¸c khuÈn l¹c Campylobacter  

10.1.1  NÕu Ýt nhÊt 80 % c¸c khuÈn l¹c ®îc chän ®· ®îc kh¼ng ®Þnh (9.4.4), th× sè lîng 

Campylobacter lµ sè ®Õm ®îc nh trong 9.3. 

10.1.2  Trong tÊt c¶ c¸c trêng hîp kh¸c, tÝnh sè lîng Campylobacter thu ®îc nh trong 9.3 ®îc 

kh¼ng ®Þnh (9.4.4). Lµm trßn kÕt qu¶ ®Õn sè nguyªn. 

10.2   Ph¬ng ph¸p tÝnh 
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10.2.1   Trêng hîp chung – C¸c ®Üa chøa tõ 15 khuÈn l¹c ®Õn 150 khuÈn l¹c Campylobacter gi¶ ®Þnh 

Sè lîng N cña Campylobacter cã mÆt trong mÉu thö lµ sè trung b×nh cña hai ®é pha lo·ng liªn tiÕp, sö 

dông c«ng thøc (1):  

   dnnV

a
N





21 1,0

   (1) 

trong ®ã: 

 a   lµ tæng c¸c khuÈn l¹c phï hîp víi c¸c tiªu chÝ nhËn d¹ng, ®Õm ®îc trªn tÊt c¶ c¸c ®Üa ®îc 

gi÷ l¹i tõ hai ®é pha lo·ng liªn tiÕp vµ trong ®ã Ýt nhÊt mét ®Üa cã chøa tèi thiÓu 15 khuÈn l¹c. 

 V    lµ thÓ tÝch dÞch cÊy trªn mçi ®Üa, tÝnh b»ng mililit; 

 n1   lµ sè ®Üa ®îc gi÷ l¹i ë ®é pha lo·ng thø nhÊt; 

 n2   lµ sè ®Üa ®îc gi÷ l¹i ë ®é pha lo·ng thø hai; 

 d    lµ hÖ sè pha lo·ng t¬ng øng víi ®é pha lo·ng thø nhÊt ®îc gi÷ l¹i [d = 1 khi s¶n phÈm ë d¹ng 

láng (mÉu thö) kh«ng pha lo·ng]. 

Lµm trßn sè c¸c kÕt qu¶ thu ®îc ®Õn hai ch÷ sè cã nghÜa. §Ó lµm trßn, nÕu ch÷ sè thø ba nhá h¬n 5 th× 

kh«ng thay ®æi ch÷ sè ®øng tríc nã; nÕu ch÷ sè thø ba lín h¬n hoÆc b»ng 5 th× t¨ng ch÷ sè ®øng tríc lªn 

mét ®¬n vÞ.  

LÊy kÕt qu¶ lµ sè thÝch hîp gi÷a 1,0 vµ 9,9 nh©n víi lòy thõa t¬ng øng cña 10, hoÆc lµm trßn sè víi hai 

ch÷ sè cã nghÜa. 

BiÓu thÞ kÕt qu¶ nh sau: 

 Sè N íc tÝnh cña Campylobacter cã trong mét mililit (s¶n phÈm ë d¹ng láng) hoÆc mét gam (s¶n phÈm ë 

d¹ng kh¸c). 

VÝ dô: Sè ®Õm cã ®îc c¸c kÕt qu¶ nh sau: 

   ë ®é pha lo·ng thø nhÊt (10 -2) ®îc gi÷ l¹i: 66 khuÈn l¹c vµ 80 khuÈn l¹c; 

   ë ®é pha lo·ng thø hai (10 -3) ®îc gi÷ l¹i: 4 khuÈn l¹c vµ 7 khuÈn l¹c. 

§· thùc hiÖn kiÓm tra c¸c khuÈn l¹c chän läc: 

   ®èi víi 66 khuÈn l¹c: 4 trong 5 khuÈn l¹c phï hîp víi c¸c tiªu chÝ, cho a = 66 (xem 10.1.1) 

   ®èi víi 80 khuÈn l¹c: 3 trong 5 khuÈn l¹c phï hîp víi c¸c tiªu chÝ, cho a = 48 

   ®èi víi 7 khuÈn l¹c: 4 trong 5 khuÈn l¹c phï hîp víi c¸c tiªu chÝ, cho a = 7 

   ®èi víi 4 khuÈn l¹c: tÊt c¶ 4 khuÈn l¹c ®Òu ®îc kh¼ng ®Þnh.       
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Lµm trßn kÕt qu¶, sè Campylobacter cã trong mét mililit hoÆc mét gam s¶n phÈm lµ 570 00 hoÆc 5,7 x 104. 

10.2.2   Trêng hîp cã hai ®Üa chøa Ýt h¬n 15 khuÈn l¹c 

NÕu hai ®Üa mÉu thö (s¶n phÈm ë d¹ng láng) hoÆc huyÒn phï ban ®Çu (s¶n phÈm ë d¹ng kh¸c), hoÆc 

tõ ®é pha lo·ng thø nhÊt ®· cÊy hoÆc ®îc gi÷ l¹i, chøa Ýt h¬n 15 khuÈn l¹c ®iÓn h×nh, th× tÝnh sè íc 

tÝnh NE cña Campylobacter cã mÆt trong mÉu thö lµ gi¸ trÞ trung b×nh sè häc, cña c¸c khuÈn l¹c ®Õm 

®îc trªn hai ®Üa, theo c«ng thøc (2): 

dnV

a
NE





     (2) 

 

trong ®ã:  

a  lµ tæng sè khuÈn l¹c ®Õm ®îc trªn hai ®Üa; 

V   lµ thÓ tÝch dÞch cÊy ®· cÊy trªn mçi ®Üa, tÝnh b»ng mililit; 

n   lµ sè ®Üa ®îc gi÷ l¹i (trong trêng hîp nµy n = 2); 

d   lµ hÖ sè pha lo·ng cña huyÒn phï ban ®Çu hoÆc cña ®é pha lo·ng thø nhÊt ®· ®îc cÊy [d = 1 

khi s¶n phÈm ë d¹ng láng (mÉu thö) kh«ng pha lo·ng]. 

BiÓu thÞ kÕt qu¶ nh sau: 

sè lîng vi sinh vËt íc tÝnh lµ N Campylobacter trong mét mililit (®èi víi s¶n phÈm ë d¹ng láng) hoÆc 

trong mét miligam (s¶n phÈm ë d¹ng kh¸c). 

VÝ dô:  Sè ®Õm cã ®îc tõ c¸c kÕt qu¶ sau ®©y: 

   ë ®é pha lo·ng thø nhÊt (10-1) ®îc gi÷ l¹i: 12 khuÈn l¹c vµ 13 khuÈn l¹c ®Õm ®îc: 

   1250
02,0

25

1021,0

1312
1







EN  

Lµm trßn kÕt qu¶ theo 10.2.1, sè lîng vi sinh vËt íc tÝnh N cña Campylobacter lµ 1300 hoÆc 1,3 x 103 

trong mét mililit hoÆc trong mét gam s¶n phÈm. 

10.2.3   Trêng hîp cã hai ®Üa kh«ng chøa khuÈn l¹c nµo 

NÕu hai ®Üa cña mÉu thö (s¶n phÈm ë d¹ng láng) hoÆc huyÒn phï ban ®Çu (s¶n phÈm ë d¹ng kh¸c) 

hoÆc tõ ®é pha lo·ng thø nhÊt ®· cÊy hoÆc gi÷ l¹i kh«ng chøa khuÈn l¹c nµo, th× biÓu thÞ kÕt qu¶ nh sau: 

Ýt h¬n 1/d x V Campylobacter trong mét mililit (s¶n phÈm ë d¹ng láng) hoÆc trong mét gam (s¶n phÈm ë 

d¹ng kh¸c); 
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trong ®ã: 

 d   lµ hÖ sè pha lo·ng cña huyÒn phï ban ®Çu hoÆc ®é pha lo·ng thø nhÊt ®· cÊy hoÆc ®îc gi÷ 

l¹i [d  = 10 0= 1 khi mÉu thö (d¹ng láng) ®· cÊy trùc tiÕp ®îc gi÷ l¹i]; 

V   lµ thÓ tÝch dÞch cÊy ®· cÊy lªn c¸c ®Üa, tÝnh b»ng mililit. 

10.2.4   Trêng hîp ®Æc biÖt 

C¸c trêng hîp ®Æc biÖt ®îc nªu trong TCVN 6404 (ISO 7218). 

10.3   §é chôm 

Theo c¸c lý do thèng kª, trong 95 % c¸c trêng hîp th× c¸c giíi h¹n tin cËy cña kü thuËt ®Õm khuÈn l¹c 

dao ®éng tõ  16 % ®Õn 52 % [3]. §èi víi c¸c sè ®Õm khuÈn l¹c nhá h¬n 15 khuÈn l¹c trªn mét ®Üa, th× 

giíi h¹n tin cËy ®îc ®a ra trong Phô lôc A. Trong thùc tÕ, ngay c¶ khi dao ®éng lín h¬n còng cã thÓ 

gÆp ph¶i, ®Æc biÖt lµ c¸c kÕt qu¶ thu ®îc tõ nhiÒu ngêi kh¸c nhau thùc hiÖn. 

11   B¸o c¸o thö nghiÖm  

B¸o c¸o thö nghiÖm ph¶i ghi râ: 

a)   mäi th«ng tin cÇn thiÕt ®Ó nhËn biÕt ®Çy ®ñ vÒ mÉu thö; 

b)   ph¬ng ph¸p lÊy mÉu ®· sö dông, nÕu biÕt; 

c)   ph¬ng ph¸p thö vµ nhiÖt ®é ñ ®· sö dông, viÖn dÉn tiªu chuÈn nµy; 

d)   mäi chi tiÕt thao t¸c kh«ng qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy, hoÆc tïy   lùa chän, cïng víi c¸c chi tiÕt 

bÊt thêng kh¸c cã thÓ ¶nh hëng tíi kÕt qu¶; 

e)   c¸c kÕt qu¶ thö nghiÖm thu ®îc. 
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Phô lôc A 

(Qui ®Þnh) 

Giíi h¹n tin cËy ®èi víi viÖc íc tÝnh sè lîng nhá c¸c khuÈn l¹c 

 

C¸c giíi h¹n tin cËy ë møc 95 % ®èi víi viÖc íc tÝnh sè lîng nhá c¸c khuÈn l¹c, khi sè khuÈn l¹c ®îc 

gi÷ l¹i nhá h¬n 15, ®îc nªu trong B¶ng A.1. 

B¶ng A.1 

Giíi h¹n tin cËy ë møc 95 % 
Sè lîng vi sinh vËt 

díi trªn 

1 <1 2 

2 < 1 4 

3 < 1 5 

4 1 6 

5 2 9 

6 2 10 

7 2 12 

8 3 13 

9 4 14 

10 4 16 

11 5 18 

12 6 19 

13 7 20 

14 7 21 

15 8 23 
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Th môc tµi liÖu tham kh¶o 

 

 

 

 

 


