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Ldi néi dau

TCVN 6846:2007 thay thé TCVN 6846:2001 va TCVN 6505-1:1989;
TCVN 6846:2007 hoan toan tuong dudng vdi ISO 7251:2005;

TCVN 6846:2007 do Ban ky thuat tiéu chudn TCVN/TC/F13 Phuong phap
phén tich va I8y mau bién soan, Tdng cyc Tiéu chuin Bo ludng Chat Iugng
dé nghi, B4 Khoa hoc va Cong nghé céng bd.
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L&i gidi thidu

Do tinh da dang clia thyc phdm va thic an chan nudi nén phuong phap nay cé thé khang thich hop dén
timg chi tiét cho ting san phdm cu thé. Trong trudng hap nay, c6 the sir dung cac phuong phap khac
d4c trung cho timg san phdm, néu hoan toan chi vi Iy do k¥ thuat. Tuy nhién, cin ¢& ging ap dung
phugng phap nay khi cé thé.

Khi tiéu chudn qudc t& ISO 7251 nay dugc soét xét thi cin phai tinh d&n moi thong tin lién quan dén
pham vi ma phuong phap dém dia nay phai tudn theo va cac nguyén nhan gay sai léch so vai phuong
phap trong trudng hop cac san pham cu thé.

Viéc hai hoa cac phugng phap thir ¢ thé khong thuc hién duge ngay va déi véi mét vai nhém san pham
cb thé t8n tai cac tigu chudn qudc t& va/hoic tiéu chudn qudc gia ma khéng phil hop véi tiéu chudn
nay. Trong truéng hdp cb sin tiéu chudn quéc 18 cho san pham cdn th{r nghiém thi phai tuan theo tiéu
chudn dé. Thang thudng khi cac tidu chudn quéc t& nhu vay dudc soat xét, thi chung phai dudc sifa ddi
@& phis hop vdi tieu chudn nay, sao cho cui ciing chi cdn cac sai léch véi phuong phap dém dia nay 1a
cac Iy do ky thut dugc thifa nhan.
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Xuit ban 14dn 3

Vi sinh vat trong thuc pham va thirc &n chin nudi -
Phuong phap phat hién va dinh ludng Escherichia coll
gia dinh — Ky thuat dém s c6 xac suat 16n nh§t

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method
for the detection and enumeration of presumptive Escherichia coli -
Most probable number technique

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay dua ra hudng dan chung dé phat hién va dinh lugng Escherichia coli (E.coli) gia dinh
bang k¥ thuat nudi c&y méi trudng 1dng va tinh s& cb xac sudt Ién nhat (MPN) sau khi & & 37 °C, r6i 0 &
44 °C. Tiéu chudn nay cé thé ap dung cho:

— cac san pham dung cho con ngudi va thic An chin nudi;
— cac mau méi trudng trong khu vuc san xuat va xir ly thuc pham.
CANH BAO - Mat s3 chiing E.coli gay bénh khdng phat trién duge & 44 °C.

Han ché cla tiéu chudn nay la phai chdp nhan do bign dong 16n vé két qua do d nhay clia phuong
phap (xem diéu 10).
2 Tailidu vién dan

Céc tai liéu vién din sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. Dai véi cac tai liéu vién dan ghi
nam ban hanh thi ap dung phién ban dugc néu. Dai vdi cac tai ligu vién dan khéng ghi nam ban hanh
thi ap dung phién ban méi nhat, bao gém ca cac sira ddi.
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TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh val trong thuc pham va thifc &n chn nudi -~ Chuan bi mau thu,
dung dich huyén phl ban dau va cac dung dich pha losng thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phdn 1:
Céc nguyén téc chung d€ chudn bi huyén phil ban d4u va cac dung dich pha lodng thap phan.

TCVN 6507-2 (ISO 6887-2), Vi sinh vat trong thuc phim va thifc an chin nudi - Chudn bi mau th,
dung dich huy&n phu ban dau va céc dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 2:
Cac nguyén tac cu thé dé chudn bi cac mau thit va san pham thit.

TCVN 6507-3 (ISO 6887~3), Vi sinh vét trong thuc phdm va thic 3n chan nudi - Chudn bi mAu thi,
dung dich huyén phll ban dau va cac dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 3:
Cac nguyén tic cu thé dé chuan bi cac mau thuy san va san phdm thuy san.

TCVN 65074 (ISO 6887-4), Vi sinh vat trong thuc phdm va thifc n chin nudi — Chudn bi mau thif,
dung dich huyén phl ban dau va cac dung dich pha lodng thap phan d& kiém tra vi sinh vat. Phan 4:
Cac nguyén tac cy thé dé chudn bi cac s3n pham khac vai sifa va san pham sira, thit va san pham thit,
thuy s&n va san pham thuy san.

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vat trong thuc pham va trong thic &n chén nuéi - Nguyén tic chung vé
kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6263 (ISO 8261), Sifa va san pham sita - Hudng dan chung vé chudn bi mau thd, huyén phl
ban diu va dung dich pha lodng thap phan d8 ki€ém tra vi sinh vat.

ISO/TS 11133-1, 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
cultute media in the laboratory (Vi sinh vat trong thuc pham va thic #n chan nudi — Hudng dan chuan bi
va tao méi tryding cdy — Phan 1: Cac hudng din chung vé dam bao chét lugng cho viéc chudn bi méi
trudng cdy trong phong thir nghiém).

ISO/TS 11133-2:2003, 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 vat trong thuc pham va thifc &n chin nudi - Hudng dan chudn bi va tao moi trudng cdy — Phan 2:
Cac huong dén thue hanh vé thif tinh nang clia mai trudng cay).

3 Thuat nglr va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay sU dung cac thuat ngit va dinh nghfa sau day:
3.1
E.coli gia dinh (presumptive Escherichia coli

vi khusn lén men lactoza c6 sinh khi & 44 °C va sinh indol tif tryptophand 44 °C, khi tién hanh theo
phuong phap qui dinh trong tiéu chun nay.
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3.2
dinh lugng E.coli gia djnh (enumeration of presumptive Escherichia coli)

s6 ¢b xac suat Ian nhat E.coli trén mililit hoc gam mau thlr khi phép thir dugc tién hanh theo phudng
phap qui dinh trong tiéu chuan nay.

4 Nguyén tic

4.1 Phuong phap phat hién

4.1.1 Cay mdt lugng qui dinh huyén phil ban dau ctia mAu thir vao méi trudng téng sinh 1ong chon loc.
4.1.2 U éng nghiém & 37 °C dén 48 gis. Sau 24 gid va 48 gid kiém tra éng vé su sinh khi.

4.1.3 Néu thay dng nghiém md, duc, hoc sinh khi thi can cdy truyén sang 6ng nghiém cé cha moi
trudng lang chon loc (canh thang EC).

4.1.4 U 8ng nghiém thu dugc trong 4.1.3 & 44 °C dén 48 gid. Sau 24 gids va 48 gid, kiém tra cac 6ng vé
su sinh khi,

4.1.5 Néu éng nghiém thu dugc trong 4.1.4 cho thdy sinh khi thi can cay truyén sang dng nghiém cb
chlfa nudc pepton khdng chifa indol.

4.1.6 U 8ng nghiém thu dugc trong 4.1.5 & 44 °C trong 48 gid. Kiém tra 6ng nghiém vé sy sinh indol
do su phan huy cla tryptonhan trong pepten,

4.1.7 Cac 6ng nghiém cho thdy md duc, hoc sinh khi trong méi trudng tang sinh 1dng (4.1.1) va khi
dugc cdy truyén cé sinh khi trong canh thang EC va sinh indol trong nuéc pepton & 44 °C dudc coi la
céc éng cb chita E.coli gia dinh. Cac k&t quéa dugc chi 16 1& "co mat” hoac "khéng cé mat” E.cofi gid dinh
trong x g hoac x ml san pham.

4.2 Phuong phap dinh lugng

4.21 Cay mot lugng qui dinh huyén phit ban diu vao ba éng nghiém dung mdi trudng tang sinh 1dng
chon loc néng dé kep.

4.2.2 Cay mdt lugng qui dinh huyén phil ban dau vao ba éng nghiém dung mai trudng tang sinh ldng
chon loc néng dé don.

Sau do, rong ciing diéu kién, cdy mét lugng qui dinh clia cac dung dich pha loang thap phan cla
huyén phl ban ddu vao ba 6ng nghiém khac dung méi truding ndng dé dan.

4.2.3 U am cac 8ng mdi truang ndng dé don va ndng d6 kép & 37 °C dén 48 gid. Sau 24 git dén 48

gits kiém tra cac dng nghiém vé su sinh khi.
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4.2.4 Tumdi 8ng mdi trudng ndng dd kép cho thdy md, duc hosc sinh khi, tir méi 8ng dung méi trudng
ndng dd don cho thdy sinh khi, dugc cdy truyén vao dng nghiém dung mai trudng 16ng chon loc (canh
thang EC).

4.2.5 U cac 8ng thu dudc trong 4.2.4 & 44 °C trong 48 gid. Sau 24 gid dén 48 gid, kiém tra cac 6ng

nghiém vé su sinh khi.

4.2.6 Mdi ng nghiém thu dudc trong 4.2.5 cho thdy sinh khi dudc cdy truyén sang 6ng nghiém chifa
nuéc pepton khong chifa indol.

4.2.7 U cac 6ng thu dudc trong 4.2.6 & 44 °C dén 48 gid. Kiém tra cac 6ng nghiém vé su sinh indol do
su phan huy cla tryptophan trong pepton.

4,2,8 Xac dinh s8 cb xac sudt 16n nhat cla E.coli gia dinh theo bang MPN (xem phu luc A) ing vdi s
luong éng dung mdi trudng ndng dd don va ndng do kép va sau khi cdy truyén cé sinh khi trong méi
trudng (EC) va sinh indol trong nudc pepton & 44 °C.

5 Dich pha lodng, moi trudng nudi cdy va thudc th

V& thuc hanh cac phong thif nghiém hién hanh, xem TCVN 6404 (ISC 7218),

5.1 Dich pha loang

Xem TCVN 6507-1 (1SO 6887-1), con doi vdi cac san pham sita thi xem TCVN 6263 (ISO 8261).
5.2 Moi truong ting sinh chon lgc (Canh thang lauryl sunfat)

5.2.1 Thanh phéan

| a) b)
Mai trudng ndng dd kép | Mai trudng néng do don
Thuy phan mé thirc vat va dong vat bang enzym 40049 20049
| Lactoza 100 g 509
Dikali monohydro phosphat (K;HPO,) 55¢ 2759
! Kali dihidro phosphat {KH,PO,) 559 275¢g
FNatri clorua 100g 509 i
Natri lauryl sunfat [CH,(CH,),,OS0O;Na) 0.2g 0.1g
Nuéc 1000 mi 1 00C ml




TCVN 6846:2007
5.2.2 Chuan bj

Hoa tan céc thanh phan hoZc méi trudng hoan chinh khé trong nudc bing cach dun néng, néu cin.
Chinh pH sao cho sau khi khif triing 14 6,8 + 0,2 & 25 °C, néu can.

Phan phéi timg lugng 9 mi mai trudng nay vao cac 8ng nghiém cé kich thude 16 mm x 180 mm (6.4)
chita cac 6ng Durham (8.6) d8i vai mai truang ndng dé don va 10 ml vao cac 8ng thir ¢6 kich thudc
18 mm x 180 mm hodc 20 mm x 200 mm (6.4) chifa cac 6ng Durham (6.6) vai méi trudng ndng 4o kép.

Kht tring 15 phat trong ndi hap ap luc (6.1) & nhiét d6 121 °C.
Cac 6ng Durham khéng dugc chifa bot khi sau khi da khr tring,

5.3 Canh thang EC (mdi trudng chon Igc)

5.3.1 Thanh phan

Dich thuy phan casein bing enzym 2004g
Lactoza 50q
Mudi mat (bile salts) s& 3* 154g
Dikali monohydro phosphat (K,HPO,) 409
Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 1549
Natri clorua 50g
Nuac 1000 ml
* Xem tai liéu tham khao [1].

5.3.2 Chuan bj
Hoa tan cac thanh phan hoac mai trudng hoan chinh khd trong nudc bing cach dun néng, néu cén.
Chinh pH sao cho sau khi khiftriung 12 6,8 + 0,2 3 25 °C, néu ¢an,

Phan phéi timg luong maéi trudng 10 ml vao cac 8ng ¢é kich thudc 16 mm x 160 mm (6.4) chifa cac 6ng
Durham (6.8).

Khir triing 15 phit trong ndi hap ap Iuc (6.1) & nhiét o 121 °C.
Cac 6ng Durham khéng dugce chifa bot khi sau khi da khir triing.

5.3.3 Kiém tra dé dam bao chit luang maéi trudng nudi ciy

Kiém tra tinh nang clia mai trudng nudi cay, xem 1SQ/TS 1113-1 va ISC/TS 1113-2.
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5.4 Nudc pepton, khdng chira indol

5.4.1 Thanh phin

Dich thuy phan casein b&ng enzym 100g
Natri clorua 509
Nuéc 1 000 mi

5.4.2 Chuin bj

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng hoan chinh khé trong nuéc béng cach dun néng, néu can.
Chinh pH sao cho sau khi khif triing 12 7,3 £ 0,2 & 25 °C, néu cén.

Phan phdi timg lusng moi tnsing tir S mi d&n 10 ml vao cac 8ng nghiém cb kich thutse 16 mm x 160 mm (6.4).
Kh tring 15 phat trong néi hap ap lue (6.1) & nhiét dé 121 °C.

5.5 Thudc thir Indol (Thudc thif Kovacs)

5.5.1 Thanh phan

4-Dimetylaminobenzaldehyd 50¢g
2-Mety! butan-1-cl hoic pentan-1-ol 75,0 ml
Axit clohydric (0, 1,18 d&n 1,18 g/mi) 25,0 ml

5.5.2 Chuan bj

Hoa tan 4-Dimetylaminobenzaldehyd trong ¢dn bing céch dun nhe trong ndi cach thuy, duy tri & nhiét
do khoang tir 50 °C dén 55 °C.

Lam ngudi va thém axit.
Bao quan tranh &nh sang va gitr & nhiét d khoang 4 °C [xem TCVN 6404 (I1SO 7218)).
Thudc thir phai c6 mau vang nhat ho&c nau nhat.

CHU THICH Co thé sir dung c4c loai d€ ding ngay c6 ban sin.

6 Thiét bj va dung cu thuy tinh

CHU THICH 1 Co thé dung thiét bi. dung cu diing mét 1an thay cho viéc st dung ai cac dung cy thuy tinh néu
chung ¢ cac qui dinh ky thuat tuang tv.

S dung cac thiét bi, dung cy cla phéng thir nghiém phan tich vi sinh thong thudng, cu thé la:

10
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6.1 Thiét bj dé khir tring khd (t0 say) hoc dé khir triing uét (ndi hap ap lyc)
Xem TCVN 6404 (1SO 7218).
6.2 Td am, co kha nang hoat déng 8 37°C+ 1°Cva44°C £ 1°C.
6.3 NG&i cach thuy, c6 kha nang duy tri g 44 °C + 1 °C.
6.4 Cac ong nghiém, ¢6 kich thudc khodng 16 mm x 160 mm, 18 mm x 180 mm va 20 mm x 200 mm.

6.5 Que cdy vong, bing platin/iridi hosc niken/crom cé dudng kinh khodng 3 mm hozc céc vong lay
mau 10 pl vo triing st dung mot 14n.

6.6 Cac dng Durham, c6 kich thudc thich hgp dung cho cac 8ng nghiém (6.4) .
6.7 Pipet xa hét, c6 dung tich danh dinh 1 ml va 10 ml.

6.8 pH met, chinh xac dén £ 0,1 don vi pH d 25 °C va cé thé doc d&n 0,01 don vi pH.
7 Liay mau

M3u glfi dén phong thir nghiém phai 12 mau dai dién. Mau khéng bi hu hdng ho3c bién ddi trong sudt
qua trinh van chuyén hoic bo quan.

Viéc 18y mau khong qui dinh trong tiéu chudn nay. Néu chua cé tiéu chudn cu thé cho san pham lién

quan thi cac bén cé lién quan nén thoa thuan vdi nhau vé van dé nay.

8 Chuan bi mau thir

Chuan bi mau thr theo tiéu chudn cu thé thich hop ddi véi san phdm cé lién quan. Néu khdng cb tiéu
chudn cu thé thi cac bén lién quan nén thoa thuan vé van dé nay.

9 Cachtién hanh
9.1 Phuong phap phat hién
9.1.1 Phidn miu thir va huyén phi ban dau

Xem phan thich hgp cia TCVN 6507 (ISO 6887) tly thudc vao sin pham cé lién quan, hozc
TCVN 6404 (I1SO 7218).

Cho 1 m! huyén pht ban ddu vao 9 ml canh thang laury! sunfat néng dé don (5.2.1 b)] (tic |a 0,1 g hodc
0.1 mi mAu) hodc 10 ml huyén phi ban dau cho vao 10 mi canh thang lauryl sunfat néng doé kép [5.2.1
a) (tic 1a 1 g hoac 1 mi mau)). BSi vdi cac thé tich cda cac phan mau thir Idn hon, thi chudn bi huyén

11
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phi ban dau bang cach cho x ml hodc x g vao 9 x ml dich pha lodng [xem TCVN 6507 (ISO 6887)
hodc TCVN 6263 (1SO 8261)], sau db cho toan bd huyén phu ban diu vao 90x ml canh thang lauryl
sunfat néng d don [5.2.1 b)). Vi dy, cho 5 ml hodic 5 g mau thif vao 45 ml dich pha lodng, va cho toan
bé huyén phti ban dau nay vao 450 ml canh thang lauryl sunfat néng d6 don [5.2.1 b)), ho&c cho phan
mau thif vao mét thé tich tuong tu clia canh thang lauryl sunfat néng dé kép [5.2.1 a)).

9.1.2 U méi trudng ting sinh chon loc (canh thang lauryl sunfat)

U cac 8ng canh thang lauryl sunfat néng.dd don hosc ndng do kép (5.2) trong th &m (6.2) & nhiét do
37 °C trong 24 gid + 2 gid. Néu ¢ giai doan nay khong sinh khi cing nhu khéng bi mo duc lam can tré
viéc quan sat su sinh khi thi G tiép dén 48 gid + 2 gid.

CHU THICH Déi véi giap xac va nhuy&n thé, thi thdi gian U 6 thé dén 48 gid 2 gid.

Dai véi mét s& san pham sita (vi du nhu casein), thi 6ng Durham c6 thé bi dinh vao day cla 6ng méi
trudng 1ang sinh chon loc. N&u sau thoi gian U 48 gid thdy md duc nhung khéng sinh khi thi cdy tiép vao
canh thang EC va tién hanh theo phudng phap mé ta trong 9.1.3.

9.1.3 Cay va (i mdi trudng chon loc (canh thang EC)

Sau khi U mai trudng néng do kép [5.2.1 a)] theo 2.1.2, néu quan sat thdy md duc ho3c sinh khi, ho3c
sau khi O méi trudng ndng do don [5.2.1 b)] theo 9.1.2 néu quan sat thay sinh khi, thi cdy mét vong (6.5)
dich cdy nay vao canh thang EC (5.3) va 4 trén ndi cach thuy (6.3) ho¥ic d4t trong td &m (6.2) ¢ 44 °C
trong 24 gio = 2 gid. N&u & giai doan nay khong thay sinh khi trong canh thang EC (5.3), thi kéo dai thdi
_gian U sao cho t3ng thdi gian U 1a 48 gid + 2 gid.

CHU THICH Béi véi giap xac va nhuyén thé, thi tdng thdi gian i khong qua 24 gid £ 2 gid.
9.1.4 Cay va & mdi trudng nudc pepton

Sau khi da U theo 9.1.3, néu quan sat thdy sinh khi, cdy vao nudc pepton (5.4), da duge lam am trudc
dén 44 °C mét vong (6.5) dich cdy. U 48 gidg + 2 gia & 44 °C.

9.1.5 Kiém tra vé su sinh indol

Thém 0.5 ml thudc thir indal (5.5) vao cac 4ng chita nudc pepton (5.4) 63 duge U theo 8.1.4.

Tron k§ va kiém tra sau 1 phat. Néu trong pha con ¢6 mau do chimg to ¢é indol.

12
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9.1.6 Dién giai

Mbi truang tang sinh chon loc dudc cZy theo 9.1.2 ma cho thdy (sau khi cdy truyén va G theo 9.1.3 va
9.1.4) c6 sy sinh khi trong &ng nghiém dung canh thang EC va sinh indol trong 6ng nudc pepton thi
dudc coi la duong tinh.

9.2 Phuong phap dinh lugng
9.2.1 Phidn mau thit, huyén phi ban d4u va cic dung dich pha loing

Xem phén thich hgp cla TCVN 6507 (ISO 6887) tly thudc vao sin pham cé lign quan, hoic
TCVN 6404 (1ISO 7218).

Chudn b a0 s8 luong cac dung dich pha loang dé ddm bao rang tat ci cac 6ng clia dé pha loang cudi
clng sé& cho két qua am tinh.

9.2.2 Cay va ( mdi trudng tang sinh chon loc (canh thang lauryl sunfat)

9.2.2.1 Chudn bi mét day ba 8ng nghiém ddi véi méi do pha loang. D3i vai dong vat giap xac hoac cac
san pham dac biét khac va/hodc khi yéu cdu cac két qua cd dd chinh xac cao hon thi cn phai & mét
day nam &ng nghiém (xem Phu luc A).

9.2.2.2 L&y ba 6ng nghiém moi trudng tang sinh chon loc néng dé kép [5.2.1a)]. Ding pipet vé tring
(6.7) chuyén vao méi éng nghiém 10 ml huyén phil ban du. Cac phan thif nghiém nay tuong tng véi
1 g mau thif trén mét éng.

9.2.2.3 Léy ba &ng nghiém méi trudng tang sinh chon loc ndng dé don [5.2.1b)). Dung pipet mdi vo
triing (6.7) chuyén vao méi 6ng nghiém 1 ml huyén phu ban ddu. Cac phan thif nghiém nay tudng (ng
véi 0,1 g mau trén mét 6ng.

9.2.2.4 BGi véi mdi do pha loang tiép theo (béng 0,01 g, 0,001 g, v.v...nAu thir trén mdt &ng), thi tién
hanh tiép theo 9.2.2.3. Sir dung méi pipet v triing méi cho mdt db pha lodng. Tron can than dich cay
va mai trudng.

9.2.2.5 U cac dng nghiém mai trudng tang sinh chon loc néng d6 kép da dudc cay theo 9.2.2.2 va cac
8ng nghiém mdi trudng tang sinh chon loc ndng do don da duce cay theo 9.2.2.3 va 9.2.2.4 trong t 3m
{6.2) 8 37 °C trong 24 gid = 2 gia. N&u trong giai doan nay khdng sinh khi ciing khong bi mé duc thi &
tiép dén 48 gio = 2 gid.

i vai giap xac va nhuyén thé, thi thdi gian & cé thé dén 48 git + 2 gio.

Dé&i vai mot s6 san phdm sita (vi du nhu casein), thi 8ng Durham c6 thé bi dinh vao day ctia 6ng méi
trudng tang sinh chon loc. Néu sau thdi gian & 48 gi thay md duc nhung khéng sinh khi thi cy tiép vao
canh thang EC (5.3) va tién hanh theo phuong phap nhu mé ta trong 9.2.3.

13
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9.2.3 Cay truyén va & méi trudng chon loc (canh thang EC)

9.2.3.1 B6i véi mdi 8ng nghiém dung méi trudng ndng d6 kép dugc O theo 9.2.2.5 thdy mo dyc hogc
sinh khi, va ddi véi méi 6ng nghiém dung méi trudng ndng d6 don dudc U theo 9.2.2.5 cho thay sinh khi
thi cay truyén mét vong céy (6.5) sang 6ng nghiém dung canh thang EC (5.3).

9.2.3.2 U céc 8ng da dudc cdy theo 9.2.3.1 trong néi cach thuy (6.3) hodc dé trong td am (6.2) & 44 °C
trong 24 gid + 2 gio. Néu g giai doan nay khong thdy sinh khi trong canh thang EC (5.3), thi kéo dai
thdi gian U sao cho t8ng thdi gian G 12 48 gid + 2 gié.

D3i véi gidp xac va nhuyén thé, thi thdi gian & dugc gidi han dén 24 gid + 2 gid.
9.2.4 Cdy va 4 mdi trudng nudc pepton

Sau khi 03 U theo 9.2.3.2, néu quan sat thay sinh khi, thi cdy vao 6ng nghiém dung nudc pepton (5.4),
da dugc lam dm trudc dén 44 °C mét vong (6.5) dich cy. U 48 gids + 2 gio & 44 °C.

9.2,5 Kiém tra vé sy sinh indol

Thém 0,5 ml thude thir indol (5.5) vao cac 8ng chifa nuéc pepton (5.4) da dugc U theo 9.2.4.
Tron ky va kiém tra sau 1 phat. Néu trong pha ¢én ¢ mau dd chimg td cé mit indol.

9.2.6 Dién gidi

Céac 8ng dung méi trudng tang sinh chon loc ndng dd don [5.2.1.b)] hoZic mai trudng tang sinh chon loc
ndng dd kép [5.2.1.a)] dugc U theo 9.2.2 cho thay (sau khi cdy truyén va U theo 9.2.3 va 9.2.4) cd sy
sinh khi trong 8ng dung canh thang EC va sinh indol trong ng nudc pepton thi duge coi la duong tinh.

D&i vai mbi 46 pha lodng, d8m sd lugng &ng duong tinh clia mdi trudng tang sinh chon loc ndng do don
(5.2.1.b)] va méi trudng t&ng sinh chon loc ndng 45 kép (5.2.1.a)).

10 Biéu thi két qua
10.1 Phuong phap phat hign

Theo dién gidi cac két qua (9.1.6), bao cao sy cb mit hay khdng cé mét E.coli gia dinh trong phdn mau
thir duoc tinh theo khéi lugng bing gam hozc theo thé tich bang mililit.

10.2 Phuong phap dinh lugng

Xem Phu luc A,
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Vi DU: St dung mu dang rén va ba &ng, trong 95 % céc trudng hop, gidi han tin ciy bién dong tt 13 E.coli gid
dinh dén 200 E.coli gia dinh trén gam d6i vdi MPN 7.4 x 10 E.coli gid dinh trén gam, va tir 4 E.coli gia dinh dén 99
E.coli gia dinh trén gam ddi véi MPN 2,4 x 10 E.coli gia dinh trén gam.

11 Bao céo thir nghiém

Bao cao thif nghiém phai chi rd:

a) moi thong tin can thiét d& nhan biét ddy b vé mau thir,

b) phuong phap I8y m3u da s dung, néu biél;

¢) phudng phap thir nghiém da dung, vién dan tiéu chuin nay;

d) moi chi tiét thao tac hhac vdi quy dinh trong tiéu chudn nay hoac nhimng diéu dugc coi 1a tuy y cing
nhu cac su 8 bat ky ma cé thé anh hudng dén két qua;

e) két qua thlr nghiém thu duge.
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Phu luc A
{qui dinh)

Bang MPN

A.1 Tinh MPN sk dung ba &ng nghiém

Xem TCVN 6404 (1SO 7218).

A.2 Tinh MPN st dung nAm &ng nghiém

Xem bang A.1.

Bang A.1 - Bang MPN d3i vé&i 5x 1 g (ml), 5x 0,1 g {ml) va 5 x 0,01 g (ml)

C3p hang" khi s3 lvang miu

$& ket qua duong | Chisd (d8i véi 13) dugc thir nghigm [a Gidi han tin cay
tinh MPN
1 2 3 5 10 | 295% | 295% | 299% | 299%
o o] o | <018 0.00 065 | 000 | 093
o | o 1 0.18 2 2 2 1 1 000 | 065 | 000 | 093
0 1 0 0,18 2 2 2 1 1 0.01 065 | 000 | 083
0 1 1 0,36 3 3 3 2 2 007 | 089 | 002 1.40
o | 2] o 0,37 3 2 2 2 1 0,07 099 | 002 1,40
0 | 2 1 0,55 0 0 0 3 3 0.17 140 | 009 | 210
o | 3] o 0,56 0 3 3 3 3 0.17 140 | 0,09 2,10
1 0] o 0,20 1 1 1 1 1 0,02 099 | 0,01 1,40
1 0 1 0.40 2 1 1 1 1 0,07 100 | 002 1,40
1 a 2 0,60 0 o 3 3 3 0.17 1,40 0,09 2,10
1 1 ] 0,40 1 1 1 1 1 0,07 1,10 0,03 1.40
1 1 1 0,61 3 2 2 2 1 047 | 140 0,09 2,10
1 1 2 0,81 0 0 0 0 3 0,33 220 | 020 2.80
1 2 | o 0,61 2 1 1 1 1 0.18 140 | 009 2,10
1 2 | 1 0,82 3 3 3 3 2 0.33 220 | o020 2.80
1 3| 0 0,83 3 3 3 3 2 {033 2,20 | 020 2.80
1 3 1 1.0 0 0 o} 0 a 0,3 2,2 0.2 2B
1 4 9] 1.1 0 0 o] 0 3 0.3 2,2 0,2 28
2 o] o 045 1 1 1 1 1 0,08 14 0,04 2,10
2 |0 1 0,68 2 1 1 1 1 0,18 150 | 0,09 2,10
2 10| 2 0,91 0 3 3 | 3 3 0.33 220 | 0,20 2,80
2 ] 4] 0.68 1 1 1 1 1 0,19 1,70 0,10 230
2 1 1 0.92 2 2 |1 1 1 0.33 220 | 020 2.80
2 1 2 12 0 o | 3 3 3 0,4 2.5 0,2 3.4
2 2 0 | 083 1 1 1 1 1 0,34 2,20 0.20 2.80
2 2 1] %2 3 3 2 2 2 0,4 2.5 0.2 34

o
[o]
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2 [ 2] 2 14 0 0 0 o | 3 0.6 34 | oa N
2 | 3] o 12 3 2 2 2 1 04 25 | 02 34
2 [ 3] 1 14 0 3 3 3 | 3 0,6 34 | o4 a4
2 4] o 15 0 3 3 3 3 0.6 34 | 04 a4
3 o] o 0,78 1 1 1 1 1 021 | 220 | 012 | 280 |
3 [ o] 1 1.1 1 1 1 1 1 0,4 22 | 02 2.9
3 o] 2 13 3 3 3 2 2 0.6 34 | 04 44
3 [1] o 1,1 1 1 1 1 1 0.4 25 | 02 3.4
3 |1 1 14 2 1 1 1 1 06 34 | 04 44
3 [ 1] 2 1.7 3 3 3 3 | 2 0,6 34 | 04 44
3 2] o 14 1 1 1 1 1 0.6 34 | 04 4.4
3|21 1 17 2 2 | 2 1 1 07 39 | o5 5.1
3 [ 2] 2 2,0 0 3 | 3 3 3 07 39 | os 52
a 3] o 17 2 2 { 1 1 0,7 39 | 05 52
3 | 3] 1 2,1 3 3 3 2 2 07 39 | 05 52
4 L a ]2 2.4 0 0 o | 3 3 1,0 66 | 07 9.4
3 |4 0 2,1 3 3 2 2 2 0.7 40 | 05 52
3 [ 4] 1 24 0 3 | 3 3 3 1,0 66 | 07 9.4
3 s o 25 0 o | o 3 3 1,0 66 | 07 9,4
4 o] o 13 1 1 1 1 1 0.4 34 | o3 44
4 o] 1 17 1 1 1 1 1 05 34 | 04 44
4 o] 2 2.1 3 2 2 2 2 0,7 39 | 05 52
4 o] 3 25 0 0 0 0 3 1,0 66 | 07 9.4
4 | 1] o 17 1 1 1 1 1 0.6 39 | o4 51
4 [ 1] 1 2.1 1 1 1 1 1 07 41 | o5 53
4 |1 2 26 3. 3 2 2 2 1.0 6,6 0.7 94 |
a | 1] 3 3.1 0 0 0 0 3 1,0 66 | 07 9.4
4 | 2] o 22 1 1 1 1 1 0.7 48 | 05 6.1
4 | 2| 1 26 2 1 1 1 1 1.0 66 | 07 9.4
a | 2] 2 3.2 ENERERE 1,0 66 | 07 | 94 |

| a 2] 3] 38 [ oo o] o] s 13 | 100 | 08 | 147 |
BEE 2.7 HEREREERE 1.0 66 | 07 | 94 |
4 | 3 1 33 2 2 1 1 1 10 6,6 0.7 94 |

ENERE 3.9 3 3 3 3 2 13 100 | 09 | 147 |
4 | a] o 3.4 2 2 1 1 1 13 100 | 09 14,7
a | 4] 40 3 3 2 2 2 13 100 | 08 14,7
4 1 4 2 47 0 0 0 3 3 1.4 1.3 09 14.7
4 | 5| o 4.1 3 3 3 3 2 1.3 100 | 09 14,7
4 |5 | 1 48 o ;0| 3| 3| 3 14 13 | o9 | 147 |
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Bang A.1 (két thiic)

5 0 0 23 1 1 1 1 1 0.7 6.6 0,5 94
5 0 1 31 1 1 1 1 1 1.0 6.6 07 94
5 0 2 43 3 2 2 2 1 03 10,0 0.9 14,7
8 0 3 5.8 ] 0 0 3 3 21 14,9° 14 20,0

——5_ 1 0 33 1 1 1 1 1 1,0 10,0 0.7 14,7

5 | 1| 46 1 HERERE 14 | 113 | 09 | 147
5 | 1] 2 6.3 2 2 1 1 1 2,1 149 | 14 20,0
5 1 3 8,4 3 3 3 3 2 34 11,0 21 27.0
s | 2| o 49 1 1 1 1 1 1.5 149 [ o9 20,0
5 2 1 7.0 1 1 1 1 1 22 16,8 14 23,0
5 2 2 94 2 2 1 1 1 34 220 21 28,0
5 2 3 12 3 3 2 2 2 3 24 2 32
5 2 4 15 0 0 0 0 3 6 35 4 45
5 3 0 7.9 1 1 1 1 1 23 22,0 1.5 27.0
5 3 1 11 1 1 1 1 1 3 24 2 32
5 3 2 14 1 1 1 1 1 5 35 3 45
5 3 3 17 3 2 2 2 1 7 39 4 51
5 3 4 21 3 3 3 3 2 7 39 4 51
5 4 0 13 1 1 1 1 1 3 35 3 45
5 4 1 17 1 1 1 1 1 6 39 4 =)
5 4 2 22 1 1 1 1 1 7 44 4 57
5 4 3 28 2 1 1 1 1 10 70 6 Q2
5 4 4 35 2 2 2 1 1 10 70 6 92
5 4 5 43 0 0 3 3 3 15 106 9 150
5 5 0 24 1 1 1 1 1 T 70 4 92
5 5 1 35 1 1 1 1 1 10 106 6 150
5 | 5 2 54 1 1 1 1 1 15 166 10 223
5 5 3 92 1 1 1 1 1 23 253 15 338

| 5 5 4 160 1 1 1 1 1- 40 460 20 620

i 5 5 5 >160

CHU THICH Cac két qua nay dude dya rén Tai liéu tham khdo [2].
* W& viéc giai thich cac cdp hang, xem TCVN 6404 (ISO 7213).
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