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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 13369:2021

Vi sinh vat trong chuéi thwc pham — Dinh lwong nhanh ndm men
va ndm méc s dung thach Symphony

Microbiology of the food chain —

Rapid enumeration of yeasts and molds using Symphony agar

1 Pham vi &p dung

Tiéu chuan nay quy dinh phwong phap st dung thach Symphony® dé dinh lwgng nhanh Y nAm men va

nadm méc trong thwc phdm va thirc &n chan nuéi.

Tiéu chudn nay ciing c6 thé ap dung cho cac mau méi trudng trong khu vire san xuét, dbi véi cac mau

nwéc cé thé dwoc phan tich bang cac mang loc str dung méi truwdng thach Symphony.

Phu luc A cung cap thdng tin vé cac két qua xac nhan gia tri st dung ctia phwong phap va cac két qua

cua phép thtr lién phong thir nghiém.
2 Tailiéu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. Déi v&i cac tai liéu vién dan ghi
nam cong bd thi ap dung phién ban dwoc néu. Dbi véi cac tai liéu vién dan khdng ghi ndm cong bb thi

ap dung phién ban méi nhat, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 6404 (ISO 7218) Vi sinh vét trong thuc phdm va thie dn chdn nudi — Yéu céu chung va huéng

dan kiém tra vi sinh vat

TCVN 6507 (ISO 6887) (tAt c& cac phan) Vi sinh vat trong thuc phdm va thire dn chdn nuéi — Chuén bj

mau thd, huyén phu ban déu va cac dung djch pha lodng thdp phan dé kiém tra vi sinh vat

1 Phwong phap nay cho phép dinh lwong trong thoi gian tir 54 h dén 72 h thay vi 5 ngay ddi véi cac phwong phap chuan
néu trong TCVN 8275-1:2010 (1ISO 21527-1:2008) va TCVN 8275-2:2010 (ISO 21527-2:2008)11,
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TCVN 8128 (ISO 11133), Vi sinh vt trong thuc phdm, thire &n chdn nuéi va nuéc — Chudn bj, sén xuét,

bdo quan va ther hiéu ndng cdia méi trromg nudi cay.
3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chuan nay s dung céac thuat ngi va dinh nghia sau:

3.1

Nam men (yeast)

Vi sinh vat hiéu khi wa &m, & nhiét dd 25 °C khi str dung méi trwdng thach ndm trong cac diéu kién quy
dinh & tiéu chuan nay, phat trién thanh cac khuan lac tron, bong hodc me trén bé mat méi trudng, thuong
c6 mép vién déu va bé mat 16i it hoac 16i nhiéu.

CHU THICH: N&m men trong méi trwéng, nhét |a trén bé mat méi trwéng phat trién thanh cac khuan lac tron, hinh
hat dau.

3.2

Nam méc (mould)

Vi sinh vat dang soi nhé hiéu khi wa 4m, trong cac diéu kién quy dinh & tiéu chuén nay, phat trién thanh
cac mam/chdi moc lan nhw 16ng to hodc det hodc thanh cac khuan lac trén bé mé&t méi truéng thach
nam, thwdng c6 mau xanh luc hodc c6 cau tric mang bao t.

CHU THICH: N&m méc trong mdi triwdng, nhat 1a trén bé mat méi trwdng c6 thé phat trién thanh cac khuan lac tron,
hinh hat dau.

3.3
Chéi (propagule)
Mam (germ)

Thuc thé sbng cé thé phat trién trong mai trwdng dinh duéng.

Vi DU: Té& bao sinh duéng, nhém céc té bao, bao t&, cum bao t& hodc mot doan hé soi ndm.

3.4
Khuan lac (colony)
Khéi vi sinh vat tich tu tai mot vi tri ma cé thé nhin thay, phat trién trén ho&c trong méi trwérng dinh dwéng

tr mot phan t& sbng.

4 Nguyén tac

4.1 Chuén bj cac dia nudi cdy, st dung mai trwéng thach Symphony c6 chivra pepton, cacbohydrat va
chét kich thich sinh trwdng dé téi wu hda sy phat trién nhanh ctia ndm men va nAdm méc. Chét trc ché

chon loc két hop véi pH clia méi trwdng cho phép e ché hau hét cac vi khuan nhiém tap.
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Tuy thudc vao sb lwong khudn lac dy kién, st dung lwong xac dinh cla mau thtr (néu san pham dang
I6ng) hodc huyén pht ban dau (néu san phdm & dang khéc), hodc cac dung dich pha lodng thap phan ctia

mau th/huyén phu.

4.2 U céac dia da cay & 25 °C + 1 °C trong thdi gian tir 54 h dén 72 h.

4.3 DPém cac khuan lac/chdi nAm.

DPbi v&i ndm men, dém céac khuan lac mau héng (do st dung thubc nhuém Rose Bengal).

DPbi v&i ndm mbc, dém cac khuan lac ndm (khém nam). Méi trwdng thach Symphony gidm sy moc lan

clia cac s@i nAm Mucor, tao thuan loi cho viéc dém sé lwong khuén lac sau thoi gian G néu trong 4.2.

4.4  Sb lwong ndm men va ndm méc trong mét gam hodc mét mililit mau thlr dwoc tinh tr s lwong
khuén lac/chdi ndm thu dwoc trén cac dia da chon & cac mire pha lodng tao ra cac khuén lac c6 thé dém

dwoc. NAm men va ndm méc dwoc dém va tinh riéng, néu can.
5 M®i trweéng nudi cay

Chi st dung thudc thtr tinh khiét phan tich, nwéc st dung la nwéc cit hodc nwéc da khir khoang hodc

nuwdc cd chat lwong twong dwong, trr khi co quy dinh khac.
5.1 Thach Symphony®?

5.1.1 Thanh phan

Pepton 10,0g
Glucose 18,0¢
Chét kich thich sinh trwéng 1,09
Chét e ché chon loc 1,09
Thach dung cho vi sinh vat 1559
Nwéce viva da 1L

San pham c6é chira chloramphenicol v&i ham lwong nhé hon 2 % (trong méi trwéng thach khé) va thube

nhudém Rose Bengal®.

pH ctia méi trwérng chuan bi sén dé str dung 1a 5,6 + 0,2 & 25 °C.

2 S dung san pham cla Biokar-diagnostics, 60002 Beauvais Cedex, Phap.

3 Danh phap IUPAC la 4,5,6,7-tetrachloro-3',6'-dihydroxy-2',4',5',7'-tetraiodo-3H-spiro[isobenzofuran-1,9'-xanthen]-3-one,
ma sb hoa chat (CAS) 1a 4159-77-7.
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B&o quan mdi trwérng dang khan & nhiét d6 tir 2 °C dén 30 °C.
B&o quan mdi trwéng thach tan chay st dung ngay va mdi trwéng rét sén & nhiét do tv 2 °C dén 8 °C.

Mbi trwdng da chuén bj khi dwoc bao quan & nhiét do tir 2 °C dén 8 °C c6 thé dung trong vong 180 ngay

néu dwng trong lo nhé (6.4) va cé thé dung trong vong 30 ngay néu dung trong dia.
5.1.2 Chuan bi
5.1.2.1 Chuan bj ttr méi trweng kho (khan)

Hoa tan 45,5 g modi trwedng bot khoé vao 1 L nwée. Bun sdi tir tir, khudy lién tuc cho mai trwdng tan hoan

toan. Phan phéi vao cac binh vé tring.

Kher trang 15 min bang hép ap lwc (6.3) & 121 °C. Lwu y khdng hap & nhiét do cao hon vi pH sé& lam

giam strc déng cla thach va méi truéng sé bj mém.
D& nguoi va duy tri & 44 °C dén 47 °C.
5.1.2.2 Chuan bi ttr m6i trwdng co’ ban tan chay st dung ngay

Lam tan chay méi trwdng thach tan chay st dung ngay trong khoang th&i gian chi vira di d& méi trwerng

héa Idng hoan toan. Lam ngudi va duy tri méi trwdng thach & trang thai nong chay & 44 °C dén 47 °C.
5.1.3 Thir nghiém hiéu nang dam bao chat lweng méi trwdng nudi cay

5.1.3.1 Yé&u cau chung

Mbi trwdng dang khan: c6 dang cream bét, réi va déng nhat

Mbi trwdng chudn bj sdn: thach trong, mau tim.

Nang suét va tinh chon loc ctia méi trwdng can dwoc thtr nghiém theo TCVN 8128 (ISO/TS 11133) theo

cac yéu cau sau day:
5.1.3.2 Nang suét
U: 3ngay & 25°C + 1°C

Chung: N&m men Saccharomyces cerevisiae WDCM 00058
N&m men Candida albicans WDCM 00054
N&m méc Aspergillus brasiliensis WDCM 00053

ho&c cac chiing twong dwong trong cac bd swu tap ndm khéac



TCVN 13369:2021

Phwong phap kiém tra: dinh lwong

Chuén c:
Phan rng dac trwng:

5.1.3.3 Tinh chon loc

;v

ty 1& ndng suét Pr > 0,5

khuén lac dac trwng/chéi/mam theo tirng loai

3ngay&25°C+1°C
Vi khuén Escherichia coli WDCM 00013

Vi khuan Bacillus subtilis ssp. spizizenii WDCM 00003

ho&c céc chiing twong dwong trong cac bod swu tap vi khuan khac

Phwong phap kiém tra: dinh tinh

Chuén c:

6 Thiét bi, dung cu

trc ché hoan toan

St dung cac thiét bi, dung cu clia phong thtr nghiém vi sinh théng thudng va céc thiét bi, dung cu sau day:

6.1 Can phan tich, c6 thé can chinh xac dén 0,1 mg.

6.2 Dung cu do pH, c6 d6 chinh xac dén 0,1 don vi pH & 20 °C dén 25 °C.

6.3 Noi hap ap lwc, co thé kiém soat & nhiét do 121 °C.

6.4 Lo nho (vial).

6.5 Binh dinh mtrc, dung tich 1 L.

6.6 Dia Petri vo trung, bang thdy tinh ho&c chat déo, dwdng kinh 90 mm.

6.7 Pipet xa hét, vo trung, dung tich danh nghia 1 mL, dwoc chia vach 0,1 mL.

6.8 Pipet dung mét 1an, c6 thé phan phdi cac thé tich thich hop.

6.9 May tron.

6.10 N6i cach thay, co thé duy tri nhiét dé trong khoang tir 44 °C dén 47 °C.

6.11 Ta lanh, cé thé duy tri dwoc nhiét d6 & 2 °C dén 8 °C.

6.12 Ta &m, c6 thé duy tri dwoc nhiét dd & 25 °C + 1 °C.
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6.13 Que dan mau, bang thay tinh hodc chat déo, dwdng kinh nhd hon 2 mm va dai 80 mm (dwdng

kinh khéng dwoc veot qua 2 mm dé gidm thiéu lwong mau dinh vao que khi két thic dan mau), vo tring.

6.14 Kim céy.

7 Lay mau
Viéc ldy mau khéng quy dinh trong tiéu chuan nay.

M&u phong thir nghiém nhan dwoc phai dung la mau dai dién va khong bi hw héng hoac thay déi trong

qua trinh van chuyén va bao quan.

8 Chuan bj mau thir

Chuan bi phadn mau thr theo phan twong rng cia bd TCVN 6507 (ISO 6887).

9 Céch tién hanh
9.1 Phan mau thi, huyén phu ban dau va dung dich pha long

Chuan bj phan mau thir, huyén phu ban dau (dung dich pha lodng ban dau) va cac dung dich pha lodng
theo phan twong &ng ctia bd TCVN 6507 (ISO 6887) va theo TCVN 6404 (1ISO 7218).

9.2 Nuébi cay
9.2.1 Phwong phap cdy dan mau trén bé mat thach

CHU THICH: Phuwong phap cay dan mau trén bé mét thach gilp cac t& bao c6 thé tiép xuc tdi da véi oxy trong
khéng khi va tranh sy bat hoat mam ndm do dé thach cé nhiét dd cao hon 47 °C. Phuong phap nay co thé cho két

qua sb lwong khuan lac cao hon so véi phuong phap cay dé dia (xem 9.2.2).

R6t méi trwong thach (5.1.2) vao cac dia Petri (6.6) vo tring. Dé cho thach déng lai trén bé mét phang,
maét. Lam kho bé mat cac dia thach bang cach mé hé nép trong ti 4m (6.12) [xem TCVN 8128 (ISO 11133)].

Chuyén 0,1 mL m&u tht (Diéu 7) va cac dung dich pha lodng thich hop clia mau thir Ién bé mét cac dia
thach da chuén bi.

Dé woc tinh sbé dém thép, cdy 1 mL huyén phu ban dau 1én bé mat cta 3 dia thach da chuan bi.
Dung que dan mau vé trang (6.13) dan déu huyén phd mau thi trén khdp bé mat thach.

U dia thach da day nép (Iwu y khéng 1at ngwoc dia) trong td 4m (6.12) & nhiét dd 25 °C + 1 °C trong
khodng thoi gian tlr 54 h dén 72 h.

10
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9.2.2 Phwong phap dé dia
CHU THICH: Véi ky thuat dé dia, cé thé dé& dang dinh lwong hon k¥ thuat cdy dan mau trén bé mét thach (9.2.1).

Chuyén 1 mL huyén pht mau thr va day dung dich pha lodng huyén pht mau th&r vao cac dia Petri vo

tring (6.6). ROt vao mdi dia khoang 15 mL mai trwong (5.1.2).
Xoay dia dé dich cdy phan bd déu trong thach 16ng va dé thach déng dac trén bé mat phang, mat.

U dia thach da day nép (Iwu y khong lat ngwoc dia) trong td 4m (6.12) & nhiét d6 25 °C + 1 °C trong
khoang th&i gian tlr 54 h dén 72 h.

9.3 Dinh lwong
9.3.1 Yéu cau chung

Mot s6 loai nAm men va nAm méc c6 thé lay nhiém hodc gay dj ¢ng trén ngwdi, ngay ca véi ngudi khoe
manh. Do d6, can than trong khi xr ly chang. Tét nhat, dia dwoc gilr trong td 4m, khéng dé trong phong
mé&. Chi m& nap dia khi can. Kim cay (6.14) phai d& nguéi truwéc khi thuwe hién cdy truyén, dé tranh phat

tan cac bao tlr va cac té bao khac. Ban lam viéc va ti Am phai dwoc khiy trung thuéng xuyeén.

Céc dia Petri can dwoc dé trong ti &m theo huwéng thang dirng va khéng bi xao tron cho dén khi dém, vi
néu di chuyén c6 thé phat tan cac bao t& va lam cac khuén lac vé tinh tiép tuc phat trién dan dén sé dém

tang cao.
9.3.2 Pém cac khuan lac nAm men va nam méc

Sau khi G theo thoi gian quy dinh (xem 9.2.1 ho&c 9.2.2), chon cac dia chira it hon 150 khuan lac/chéi

va dém chung.
Dém céc khuan lac nAm men va cac khuan lac/chéi nAm méc riéng ré, néu can.

Néu hé ndm gdm chd yéu la nAm méc thi chon céc dia c6 sd dém thap hon; néu hé nAm gdm cha yéu

la nAm men thi chon céac dia c6 sé dém gan dén gi¢i han 150 khuan lac néu trén dé dém.

10 Tinh va biéu thj két qua

Xem TCVN 6404 (ISO 7218) dbi véi viéc tinh va biéu thi két qua.

11 B&o céo thte nghiém
Bao cé&o thir nghiém phai bao gébm it nhat cac théng tin duéi day:

a) moi thoéng tin can thiét vé viéc nhan biét day di mau thi;

11
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b) phwong phap l4y mau da st dung, néu biét;
c) phwong phap thtr da st dung, vién dan tiéu chuan nay:;
d) céac diém dic biét quan sat dwoc trong qué trinh thte nghiém;

e) moi chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuan nay hodc dwoc cho la tuy chon, cuing véi cac

chi tiét bat thwong nao khac c6 thé anh hwéng toi két qua;

f) két qua thtr nghiém thu duorc.

12



A.1 Két qua xac nhan gia tri ste dung cta phwong phap vé dé chum twong doi

Phu luc A
(Tham khao)

Két qua cta phép thir lién phong thir nghiém

TCVN 13369:2021

Két qua xac nhan gia tri sr dung vé dd chum twong dbi clia phwong phap do NF Validation (thudc Vién

Tiéu chuédn Phap) thwc hién ndm 2018 dwoc néu trong Bang A.1.

Bang A.1 — Két qua xac nhan gia tri ste dung ctia phwong phap

Phwong | Theoi gian Nhom san ohim ne = SD ¢ Gi¢i han | Gi&#i han
phap cdy | nuéi cay P D dwéi 95 % | trén 95 %

S;an p.hamlaim I|er’1 va slavn pham 15 029 0.45 129 0.71

can gia nhiét trwéc khi an
San pham siva 18 -0,16 0,48 -1,22 0,90
Sa? pha’m thay san va san 16 024 0,27 084 0.36

54 h pham trirng
Rau qua 19 -0,34 0,55 -1,53 0,85
Banh keo 17 -0,57 0,56 -1,79 0,65
Thirc an chan nubi 16 -0,25 0,74 -1,87 1,37
R Toéng s6 99 -0,31 0,53 -1,38 0,75
Bo dia S, hR - |-}\ N > h,’\

an pham an fisn va san pham | 121 997 | 0903 | -1,9 2,11

can gia nhiét trwdc khi an
San pham siva 21 -0,09 0,41 -0,98 0,80

> hZ ha > by >
Sa?p a’mt Uy san va san 14 0,08 0,20 053 0.36

72 h pham trirng

Rau qua 23 -0,24 0,44 -1,19 0,70
Banh keo 18 -0,23 0,45 -1,19 0,74
Thirc an chan nubi 19 -0,02 0,72 -1,59 1,55
Téng sé 111 -0,11 0,57 -1,24 1,02

na la sb lwong mau thie.

D P 14 chénh léch so v&i gia tri trung binh.

SD ¢ 14 d6 léch chuén clia chénh léch so véi gia tri trung binh.

13
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Bang A.1 (két thuc)

Phwong | Th&i gian Nhém san pham na = SD ¢ Giéi han | Giéi han
phap cidy | nuéi cay P D dwéi 95 % | trén 95 %
S;an p.ham.'f\n I|er’1 va s.avn pham 19 0,09 0,53 203 250
can gia nhiét trwdc khi an
San pham sira 18 0,13 0,31 -0,68 0,85
Sa? pha,m thuy san va san 16 0.07 0.21 067 0,62
54 h pham tréng
Rau qua 20 -0,18 0,49 -1,58 1,05
Banh keo 15 -0,06 0,21 -1,05 0,54
D3 x Thirc an chan nubi 18 0,08 0,53 -1,28 1,27
an mau -
trén bé Tong s6 109 -0,04 0,63 -1,29 1,21
mat San pham an lién va san pham
X 17 -1 1,2
thach can gia nhiét trwdc khi &n 009 | 053 0 20
San pham sira 16 0,13 0,31 -0,55 0,81
> hX h-a > Y >
SaS p a'm thdy san va san 16 0,07 0,21 038 0,52
72 h pham trirng
Rau qua 25 -0,18 0,49 -1,21 0,85
Banh keo 17 -0,06 0,21 -0,52 0,41
Thirc an chan nubi 15 0,08 0,53 -1,04 1,21
Téng sé 117 0,01 0,42 -0,83 0,85

na la sb lwong mau thie.
D P 1a chénh léch so v&i gia tri trung binh.

SD ¢ 14 d6 léch chuén cia chénh l&ch so véi gia tri trung binh.

A.2 D6 chum

M&u kem trang miéng c6 hoat dd nwéc ay > 0,95 dwoc cdy ching Saccharomyces cerevisiae Ad999.
Nén mau ciing dwoc cdy ching Bacillus cereus Ad1468 dé& cé hé vi sinh vat 108 cfu/g. St dung
TCVN 8275-1 (ISO 21527-1) dé so sanh v&i phwong phap quy dinh trong tiéu chuan nay.

Cac mirc cay chiing Saccharomyces cerevisiae Ad999 nhu sau:

+ Murc O: < 10 cfu/g

+ Mutrc 1: 500 cful/g

+ Mirc 2: 5 000 cful/g

+ Mirc 3: 50 000 cfu/g

Muwai bdn phong thir nghiém tham gia phép thi lién phong. Mbi phong thtr nghiém nhan dwoc bay mau,

mdi mau 10 g, gdbm hai mau cho méi mrc cdy ching va mét mau déi chirng (khéng céy chang). Dinh
lwong téng vi sinh vat trong mau khéng cdy ching theo TCVN 4884-1:2015 (1ISO 4833-1:2013).

14



TCVN 13369:2021
Céc két qua cta phép tht lién phong thir nghiém vé dé chum do NF Validation thwc hién nam 2018 dwoc

néu trong cac Bang A.2 va A.3.

Bang A.2 — C4c két qua cta phép thir lién phong thie nghiém trén mau kem trang miéng

v&i gi&i han chap nhan dworc 1,11 (logio) va dé tin cay 80 %

Phwong phap str dung thach Symphony TCVN 8275-1 (ISO 21527-1) bo Giéi han | Gi&i han
; L ; L chéch dwéi trén
Mdc | N2 | Giatri | s/® sL¢ srY | Mlrc | N | Giatri| s¢ sL SR "
£ £ twong doi | twong
cay trung cay trung N PR
. . cua doi cua
binh binh 2 >
khoang khoang
l0g0 logio dung sai | dung sai
CFU/g CFU/g

Thap | 12| 2,685 | 0,093 | 0,013 | 0,094 | Thép | 12 | 2,729 | 0,091 | 0,079 | 0,120 | -0,045 -0,172 0,082

Trung |12 | 3,573 | 0,079 | 0,269 | 0,280 | Trung | 12 | 3,538 | 0,193 | 0,162 | 0,251 | 0,035 -0,360 0,430
binh binh

Cao |12| 4,630 | 0,082 0,467 |0474| Cao |12 | 4,661 | 0,085 0,504 | 0,511 | -0,030 -0,701 0,641

a N la s lwgng phong thir nghiém dwoc bao céo cho cac két qua.
b s 14 d6 léch chuén I&p lai.
¢ s la do léch chuan gitra cac phong thtr nghiém.

d sgla d6 léch chudn tai lap.

Bang A.3 — Cac két qua cta phép thie lién phong the nghiém trén mau kem trang miéng

v&i gi®i han chap nhan dworc 0,50 (logig) va dé tin cay 80 %

Phwong phap str dung thach Symphony TCVN 8275-1 (ISO 21527-1) bo Giéi han | Gi&i han
. . , o chéch dwéi trén
Mic | N2 | Giatri | s® sLC srd | Mirc | N | Giatri| sr sL SR j .
" M twong doi | twong
cay trung cay trung > .
N N cua doi cua
binh binh . .
khoang khoang
logio logio . .
dung sai | dung sai
CFU/g CFU/g
Thép | 9 | 2,689 | 0,097 | 0,022 | 0,100 | Thap | 9 | 2,720 | 0,096 | 0,091 | 0,132 | -0,031 -0,167 0,106
Trung | 9 | 3,668 | 0,080 |0,177|0,194 | Trung | 9 | 3,626 | 0,055| 0,128 | 0,139 | 0,042 -0,239 0,323
binh binh

Cao | 9 | 4,885 | 0,090 |0,083|0,123| Cao | 9 | 4,933 | 0,094 | 0,096 | 0,135 | -0,048 -0,220 0,124

a N |a sb lwgng phong thir nghiém dwoc bao cao cho cac két qua.
b 514 d6 léch chuén I&p lai.

¢ s_la do léch chuan gitra cac phong thtr nghiém.

d sgla d6 léch chudn tai lap.
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