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Abstract: This study aims to develop the procedures for the production of Escherichia coli (E. coli) 

and Salmonella reference material on pork matrix, using for the proficiency testing in food safety 

assessment. Microorganisms are managed by freezing, deep freezing, and freeze-drying. The 

freezing method helps microorganisms survive and stabilize for a long time under normal 

temperature conditions. Freeze-drying is a complicated technique and requires research on possible 

substrate components and preservatives to ensure solubility, porosity, and high survival rate of the 

final product as microbiological reference material. Two considered important characteristics of the 

reference material are homogeneity and stability. The compositions of the input material were 

identified to create a stable state and a good recovery rate by evaluating the homogeneity and 

continued stability monitoring. The procedure includes: i) Preparation of microorganisms and 

material creation; ii) Assessment of physical properties of the material: porosity, uniformity rate, 

dissolubility; iii) Quantitative testing the homogeneity and the stability of the freeze-drying bacterial 

reference material; and iv) Application of the produced freeze-drying of E. coli and Salmonella 

reference material used in the proficiency testing program. The results show that the standard sample 

achieves a good physical state and meets the requirements for homogeneity and stability according 

to ISO 13528:2022. 
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Tóm tắt: Nghiên cứu này nhằm xây dựng quy trình sản xuất mẫu chuẩn vi khuẩn Escherichia coli 

(E. coli) và Salmonella trên nền thịt lợn, phục vụ cho thử nghiệm thành thạo trong đánh giá an toàn 

thực phẩm. Vi sinh vật được bảo quản bằng lạnh âm, âm sâu và đông khô. Trong đó phương pháp 

đông khô giúp vi sinh vật tồn tại và ổn định lâu dài ở điều kiện nhiệt độ thường. Tuy nhiên, đông 

khô là kỹ thuật phức tạp và cần nghiên cứu thành phần giá thể cũng như các chất bảo quản để mẫu 

đạt độ tan, độ xốp và tỷ lệ sống sót cao theo yêu cầu để tạo mẫu chuẩn vi sinh. Hai đặc tính quan 

trọng của mẫu chuẩn là độ đồng nhất và độ ổn định. Trong nghiên cứu này đã xác định thành phần 

để tạo trạng thái vật lý ổn định và tan tốt khi hoàn nguyên, bước đầu đánh giá tính đồng nhất và theo 

dõi độ ổn định của mẫu theo thời gian. Xây dựng được quy trình sản xuất mẫu chuẩn vi khuẩn E. coli và 

Salmonella trên nền thịt lợn với các bước: i) Chuẩn bị chủng và tạo mẫu; ii) Đánh giá tính chất vật lý của 

mẫu: độ xốp, độ đồng đều, độ tan; và iii) Kiểm tra tính đồng nhất và tính ổn định mẫu chuẩn đông khô 

vi khuẩn bằng định lượng. Và ứng dụng thành phẩm mẫu chuẩn đông khô vi khuẩn E. coli và 

Salmonella sử dụng trong chương trình thử nghiệm thành thạo. Các kết quả cho thấy mẫu chuẩn đạt 

trạng thái vật lý tốt, và đạt yêu cầu về độ đồng nhất, ổn định theo ISO 13528:2022.  

Từ khóa: Escherichia coli, Salmonella, thịt lợn, mẫu chuẩn vi sinh, đông khô, kiểm nghiệm an toàn 

thực phẩm thử nghiệm thành thạo.  

1.  Mở đầu* 

Trong kiểm nghiệm vi sinh thực phẩm, việc 

đảm bảo độ chính xác và tin cậy của kết quả phân 

tích đóng vai trò then chốt. Một trong những yếu 

tố cốt lõi để đạt được điều này là các phòng thí 

nghiệm cần thực hiện đầy đủ nội kiểm và ngoại 

kiểm, trong đó việc sử dụng mẫu kiểm tra chất 

lượng từ các chủng vi khuẩn chuẩn là rất cần thiết. 
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Hiện nay, hầu hết các phòng thí nghiệm tại Việt 

Nam vẫn phải phụ thuộc vào các chủng vi khuẩn 

chuẩn nhập khẩu với chi phí cao, quy trình lưu 

trữ phức tạp, và hạn chế về tính ổn định trong 

thời gian dài. Mặc dù các chủng vi khuẩn như 

Escherichia coli (E. coli) và Salmonella từ Bộ 

sưu tập chủng giống chuẩn Hoa Kỳ (ATCC 

-  American Type Culture Collection) vẫn cần 

được nhập khẩu, việc nghiên cứu và sản xuất mẫu 
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chuẩn dạng đông khô từ các chủng này trong 

nước là hướng đi khả thi nhằm tăng tính chủ 

động, giảm chi phí dài hạn và phù hợp hơn với 

điều kiện sử dụng thực tế của hệ thống phòng thí 

nghiệm trong nước. 

E. coli và Salmonella là hai vi khuẩn tiêu 

biểu thường được sử dụng trong đánh giá an toàn 

thực phẩm, đặc biệt trong kiểm soát chất lượng 

thịt lợn – loại thực phẩm có nguy cơ cao nhiễm 

vi khuẩn do điều kiện giết mổ, bảo quản và phân 

phối. Đây là những tác nhân chính gây ra nhiều 

vụ ngộ độc thực phẩm, ảnh hưởng nghiêm trọng 

đến sức khỏe cộng đồng và uy tín của cơ sở sản 

xuất [1]. Việc xây dựng mẫu chuẩn từ hai chủng 

vi khuẩn chuẩn quốc tế, kết hợp với nền mẫu thịt 

lợn mô phỏng điều kiện thực tế, sẽ giúp đánh giá 

hiệu quả hơn tính ứng dụng và độ nhạy của các 

phương pháp phân tích, từ đó phục vụ tốt cho hoạt 

động thử nghiệm thành thạo và đánh giá liên phòng. 

Trong các phương pháp bảo quản vi khuẩn, 

đông khô được xem là kỹ thuật hiệu quả, cho 

phép bảo quản chủng trong thời gian dài mà 

không cần điều kiện lưu trữ phức tạp, đồng thời 

duy trì tính ổn định và khả năng phục hồi cao [2]. 

Kỹ thuật này đã được áp dụng rộng rãi bởi các tổ 

chức lớn như ATCC (Hoa Kỳ) hay NCTC (Anh) 

[3]. Do đó, nghiên cứu quy trình sản xuất mẫu 

chuẩn vi sinh dạng đông khô của E. coli và 

Salmonella tại Việt Nam, sử dụng nền mẫu phù 

hợp và quy trình đóng gói hiệu quả, sẽ giúp các 

phòng thí nghiệm trong nước có thể tiếp cận 

nguồn mẫu tin cậy với chi phí hợp lý, đồng thời 

tăng cường năng lực kiểm nghiệm vi sinh thực 

phẩm nội địa. 

Công nghệ đông khô được ứng dụng rộng rãi 

trong lĩnh vực sinh học, giúp bảo quản mẫu ở 

nhiệt độ thấp mà vẫn đảm bảo tính ổn định, 

không bị phân hủy và hoạt tính sinh học. Phương 

pháp này đặc biệt quan trọng trong việc bảo quản 

vi sinh vật, giúp duy trì cấu trúc tế bào và hạn chế 

sự biến đổi về đặc tính di truyền. Các phòng thí 

nghiệm, viện nghiên cứu đều sử dụng công nghệ 

đông khô để bảo tồn vi sinh vật, đảm bảo chất 

lượng mẫu trong thời gian dài mà không cần điều 

kiện bảo quản phức tạp [4, 5]. 

Thử nghiệm thành thạo là một trong các 

phương thức nhằm đảm bảo chất lượng kết quả 

thử nghiệm. Tham gia thử nghiệm thành thạo sẽ 

đánh giá và giám sát việc thực hiện phép thử 

hoặc phép đo cụ thể của các phòng thí nghiệm 

khi so sánh kết quả thực hiện các phép phân tích 

trên cùng một mẫu thử hoặc trên các mẫu thử 

tương tự nhau trong những điều kiện đã xác định. 

Hiện nay, yêu cầu về việc tham gia thử nghiệm 

thành thạo được các cơ quan công nhận ISO/IEC 

17025:2017 và các cơ quan chỉ định (cơ quan 

thẩm quyền tại Việt Nam) đặc biệt chú trọng. 

Nhiều tổ chức công nhận và tất cả các cơ quan chỉ 

định yêu cầu phòng thử nghiệm phải tham gia 

thử nghiệm thành thạo và có kết quả đạt trước 

khi đăng ký xin công nhận [6]. 

Trong nghiên cứu này đã tiến hành xây dựng 

quy trình sản xuất mẫu chuẩn E. coli và 

Salmonella trên nền mẫu thịt lợn sử dụng trong 

thử nghiệm thành thạo với việc lựa chọn chủng 

chủng chuẩn E. coli và Salmonella được cung 

cấp từ bộ sưu tập chủng vi sinh vật quốc tế 

(ATCC) trước khi tiến hành quá trình đông khô 

để thử nghiệm và lựa chọn các công thức phù hợp 

cho nền mẫu thịt lợn. Chất lượng mẫu chuẩn sau 

đông khô được đánh giá trên cơ sở đặc điểm vật 

lý, khả năng hoàn nguyên và khả năng sống sót 

của vi khuẩn, tính đồng nhất và ổn định.  

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu  

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Escherichia coli ATCC 25922: là chủng chuẩn 

quốc tế, đại diện cho nhóm vi khuẩn Gram âm, 

thường dùng trong kiểm nghiệm vi sinh thực phẩm 

và đánh giá phương pháp phát hiện. 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Enteritidis ATCC 13076: là chủng vi khuẩn gây 

bệnh đường tiêu hóa phổ biến, thường liên quan 

đến ngộ độc thực phẩm từ nguồn gốc động vật. 

Hai chủng được lưu giữ trong điều kiện đông khô 

hoặc ở -80°C trong môi trường bảo quản chuyên 

dụng tại Phòng Thí nghiệm Khoa Vi sinh và Biến 

đổi gen, Viện Kiểm nghiệm An toàn Vệ sinh 

Thực phẩm Quốc gia. 

Nền mẫu thịt lợn tươi: thịt lợn nạc được lấy 

từ phần thịt vai hoặc mông của con lợn (tỉ lệ mỡ 

<10%) được sử dụng để mô phỏng nền thực 
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phẩm thực tế có nguy cơ nhiễm vi sinh vật. Tỷ lệ 

này đảm bảo sự ổn định của mẫu khi trộn với phụ 

gia và trong quá trình đông khô. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  

2.2.1. Dụng cụ, hóa chất 

Hóa chất: nước pepton, BHI broth, TBX 

(Merck, Đức), XLD (Merck, Đức), Myo- 

inositol, Glucose, Lactose, sữa Meiji cho trẻ 1–3 

tuổi (bột). Dung dịch ổn định: Myo-Inositol (2 g), 

Glucose (2 g), Lactose (5 g) và nước (100 ml)  

Môi trường TBX: Casein thủy phân bằng 

enzym (20 g), muối mật số 3 (1,5 g), BCIG (144 

µmol), DMSO (3 ml, để pha dung dịch gốc 

BCIG, thao tác trong tủ an toàn), thạch  

(9-18 g tùy thuộc độ cứng), nước cất (1000 ml) 

và có thể thêm muối xyclohexylamoni (0,075 g). 

Môi trường XLD: Chất chiết nấm men (3 g), 

NaCl (5 g), xylose (3,75 g), lactose (7,5 g), 

sucrose (7,5 g), L-lyzin HCl (5 g), Na₂S₂O₃ 

(6,8 g), sắt (III) amoni xitrat (0,8 g), phenol đỏ 

(0,08 g), natri deoxycholat (1 g), thạch (9-18 g), 

nước cất (1000 ml). 

Dụng cụ: Nồi hấp (Hymaraya, Nhật), tủ sấy 

(Sanyo, Nhật), tủ ấm (Memert, Đức), tủ an toàn 

sinh học cấp 2 (Bio II, Anh), máy đồng nhất mẫu, 

máy đông khô (ModulyoD 5L - Thermo Fisher 

Scientific, Mỹ), tủ đông nhiệt độ thấp 

(MDFU700VX-PB), lọ thủy tinh 10 ml có nắp 

cao su và nắp nhôm và các dụng cụ cơ bản khác 

trong phòng thí nghiệm. 

2.2.2. Xử lý nền mẫu thịt lợn  

Rửa thịt 3 lần bằng nước sạch, chỉ giữ lại 

phần thịt nạc (tỉ lệ mỡ <10%). Cắt thịt thành 

miếng, kích thước khoảng 1×1 cm), cho thịt vào 

nồi hấp khử trùng (autoclave), để nguội thịt về 

nhiệt độ phòng (25°C). Xay nhuyễn bằng máy 

xay thực phẩm trong 2 phút ở tốc độ cao, đảm 

bảo hỗn hợp mịn đồng nhất. Phân chia thịt đã xay 

vào túi nylon vô trùng (khối lượng 200 g/túi). 

Đóng kín, bảo quản ngay ở -20°C đến khi sử 

dụng; thời gian bảo quản tối đa trong 3 tháng. 

Kiểm tra mẫu thịt lợn sau khi xử lý: mẫu thịt 

được mang đi định lượng E. coli trên môi trường 

thạch TBX phương pháp đổ đĩa và Salmonella 

trên môi trường thạch XLD phương pháp trải đĩa 

để thử độ nhiễm khuẩn của mẫu thịt lợn, kiểm tra 

mẫu thịt lợn sau xử lý có đạt yêu cầu. Công thức 

thử nghiệm nền mẫu thịt lợn được chỉ ra ở 

Bảng 1. Sau khi chuẩn bị, thực hiện quy trình 

đông khô và đánh giá độ xốp, mịn, tốc độ hoàn 

nguyên và ổn định trong quá trình đông khô để 

lựa chọn công thức nền mẫu tối ưu. 

Bảng 1. Công thức thử nghiệm nền mẫu thịt lợn 

Mẫu 

thịt lợn 

nền 

Gelatin 

10% 

(g) 

Thịt lợn 

đã xử lý 

(g) 

Sữa 

Meiji 

bột 

(g) 

Dung 

dịch ổn 

định 

(ml) 

M1 25 20 5 50 

M2 20 10 5 50 

M3 10 20 5 50 

M4 10 5 5 50 

M5 5 5 5 50 

2.2.3. Chuẩn bị chủng vi khuẩn E. coli và 

Salmonella  

Sơ đồ chuẩn bị chủng vi khuẩn E. coli và 

Salmonella được chỉ ra ở Hình 1. 

 

     Hình 1. Sơ đồ các bước chuẩn bị chủng vi khuẩn 

E. coli và Salmonella. 

Chủng vi khuẩn chứa trong các ống 

eppendorf, bảo quản ở -20oC sau đó được làm tan 

ở nhiệt độ phòng trong 15 phút. Hút 0,1 ml dịch 

Chủng vi khuẩn E. coli và 

Salmonella 

Làm tan/Khôi phục 

      0,1 ml chủng 

10 ml Dung dịch 

BHI 

Tăng sinh 37 °C, 

18-24 giờ 

Chủng E. coli và 

Salmonella sử dụng làm mẫu 
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mỗi chủng E. coli vào nuôi cấy riêng trong 10 ml 

môi trường BHI. Tiếp theo ủ ở 37oC trong  

18-24 giờ và thu được chủng có nồng độ tương 

đương 1-1,5 x 108 vi khuẩn/ml. 

2.2.4. Tạo mẫu chuẩn vi khuẩn E. coli và 

Salmonella trên nền mẫu thịt lợn 

Quy trình tạo mẫu chuẩn vi khuẩn E. coli và 

Salmonella trên nền mẫu thịt lợn được tiến hành 

theo nghiên cứu [7, 8] như sau: hút 2 ml chủng 

vi khuẩn E. coli và 2 ml chủng vi khuẩn 

Salmonella đã được nuôi cấy vào 100 ml dung 

dịch ổn định, dung dịch ổn định chứa vi khuẩn 

(dung dịch A), lắc đều. Lấy 150 µl dung dịch nền 

mẫu thịt lợn đã pha vào khuôn (hình trụ và hình 

bán cầu), thêm 50 µl dung dịch A vào các ô trong 

khuôn chứa mẫu. Để các khuôn silicon vào 

khuôn inox để lạnh âm sâu ở tủ lạnh -80oC trong 

24 giờ, sau đó đông khô ở -45oC trong 24 giờ. 

Sau khi đông khô lấy mẫu từ khuôn cho vào 

trong lọ thủy tinh đậy hờ nắp cao su tiếp tục đông 

khô thứ cấp trong 2 giờ. Các lọ mẫu được đem 

hút chân không, đóng nắp và gắn chặt vòng nắp 

và bảo quản ở tủ mát 3-5oC. Kiểm tra nồng độ vi 

sinh đích sau đông khô bằng cách tiến hành phân 

tích 3 lọ mẫu ngẫu nhiên. 

2.2.5. Đánh giá chất lượng mẫu chuẩn 

Đánh giá chất lượng mẫu sau đông khô: quan 

sát tính chất vật lý: độ xốp viên, thời gian hoàn 

nguyên, màu sắc, độ mịn. Phương pháp thử 

nghiệm được sử dụng bằng kỹ thuật đếm khuẩn 

lạc: Phương pháp định lượng E. coli bằng 

phương pháp đổ đĩa (TCVN 7924- 2:2008) [9].  

Phương pháp phát hiện, định lượng Salmonella 

bằng phương pháp trải đĩa (TCVN 10780-

1:2017) [10]. Tính kết quả theo TCVN 

6404:2016 [11].  

Kiểm tra độ thuần vi sinh bằng phương pháp 

nhuộm Gram và quan sát hình thái tế bào dưới 

kính hiển vi. 

Đánh giá tính đồng nhất: ngay sau khi đóng 

lọ, các mẫu sẽ được sắp xếp định vị theo thứ tự 

tăng dần từ 1 đến 10 lọ được lựa chọn ngẫu nhiên 

để phân tích lặp cho đánh giá tính đồng nhất và 

xử lý theo tiêu chuẩn ISO/IEC 17034 và ISO 

Guide 35:2017 [12]. 

Sử dụng phân tích phương sai một chiều để 

kiểm tra sự khác biệt đáng kể giữa các đơn vị, sử 

dụng Excel dể đánh giá tính đồng nhất. Sự khác 

biệt giữa các đơn vị không có ý nghĩa thống kê ở 

mức tin cậy 95%, sử dụng phép kiểm F. 

Khi số vi sinh vật nhiều hơn 35-40 CFU trên 

đĩa trong mỗi phần mẫu thử. Độ đồng nhất được 

đánh giá như sau: 10 mẫu thử được phân tích lặp 

và biểu diễn kết quả với đơn vị log, mẫu thử 

nghiệm thành thạo được coi là đồng nhất nếu sự 

khác biệt giữa các mẫu không có ý nghĩa thống kê. 

Đánh giá độ ổn định với mẫu định tính: đối 

với các chương trình liên quan đến việc xác định 

sự có hay không có của một tính chất trong mẫu 

(vi sinh vật trong mẫu hoặc hóa chất trong mẫu). 

Nếu một vi sinh vật hoặc hóa chất được cho là có 

mặt trong một mẫu, mẫu sẽ được xem là ổn định 

nếu vi sinh vật hoặc hóa chất đó được phát hiện 

trong tất cả mẫu đem thử kiểm tra độ ổn định. 

Tương tự, nếu một vi sinh vật hoặc hóa chất được 

cho là không có mặt, mẫu sẽ được xem là ổn định 

nếu vi sinh vật hoặc hóa chất đó không phát hiện 

được trong tất cả các mẫu được thử kiểm tra độ 

ổn định. 

Đánh giá độ ổn định và mẫu định lượng: 

mẫu được đánh giá bằng kiểm định t (t-test) với 

mức tin cậy 95%. Nếu kết quả p-value > 0,05. 

Như vậy sự khác nhau của các kết quả không có 

ý nghĩa thống kê, kết luận mẫu đạt độ ổn định. 

Trong trường hợp kết quả p-value < 0,05. Như 

vậy sự khác nhau của các kết quả có ý nghĩa 

thống kê. Mẫu không đạt độ ổn định theo phương 

pháp thống kê thì được sử dụng. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Kết quả chuẩn bị nền mẫu thịt lợn 

Kết quả đánh giá tính chất vật lý, khả năng 

đồng nhất, quá trình đông khô và hình thái sản 

phẩm sau đông khô của 5 nền mẫu cho thấy chỉ 

có công thức M4 đáp ứng tốt các yêu cầu về hình 

thái và độ ổn định của mẫu (Bảng 2). 
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    Bảng 2. Đặc điểm vật lý, khả năng đồng nhất của các nền mẫu đông khô  

và hình thái sản phẩm sau đông khô 

Mẫu Đặc tính mẫu 
Hiện tượng khi đông khô, hình thái sản phẩm 

sau đông khô 

M1 (Gelatin 25 g, 

Thịt 20 g,  

Sữa 5 g) 

Mẫu khó hoàn nguyên, sau khi 

pha chế có hiện tượng đặc 

quánh, không đồng nhất. 

Mẫu xuất hiện bọt khí, bề mặt sần sùi và bám dính lên 

thành khuôn, gây khó khăn trong thao tác sau đó. Màu 

sắc sẫm, không đồng đều, tạo cảm quan không đạt. Sản 

phẩm sau đông khô không bền, dễ vỡ vụn khi thao tác. 

M2 (Gelatin 20 g, 

Thịt 10 g,  

Sữa 5 g) 

Đông quá cứng, đặc biệt là ở 

đáy khuôn. Khi cắt hoặc thao 

tác dễ làm gãy vỡ sản phẩm. 

có hiện tượng tách lớp nhẹ, lớp trên bị bọt khí nhiều, lớp 

dưới dính. 

Khả năng hoàn nguyên kém, không trở về trạng thái ban 

đầu khi pha loãng với dung môi. 

M3 (Gelatin 10 g, 

Thịt 25 g,  

Sữa 5 g) 

Tạo được nền đặc, kết cấu đặc 

vừa phải nhưng hơi khô, khó 

đồng nhất. Hỗn hợp có màu sắc 

đậm hơn so với các mẫu khác. 

bề mặt sản phẩm xuất hiện một số bọt khí nhỏ, độ mịn 

kém hơn mẫu M4. 

Sản phẩm sau đông khô tương đối chắc, khó tách khuôn 

hơn do hàm lượng protein cao. 

Khả năng hoàn nguyên ở mức trung bình, cấu trúc sau 

hoàn nguyên không thật sự đồng nhất, có dấu hiệu tách 

lớp và độ kết dính kém. 

M4 (Gelatin 10 g, 

Thịt 5 g, Sữa 5 g) 

Mẫu đồng nhất, màu sắc nhẹ, 

ổn định trong quá trình trộn và 

pha. Khi tiến hành đông khô, 

sản phẩm có bề mặt mịn, không 

bọt, không bám khuôn. 

Mẫu đông khô tốt, dễ tách ra khỏi khuôn, không bị nứt 

vỡ hay co rút. 

Đặc biệt, khả năng hoàn nguyên cao, sản phẩm có thể 

tái tạo về trạng thái ban đầu khi thêm dung môi  

ổn định. 

M5 (Gelatin 5 g, 

Thịt 5 g, Sữa 5 g) 

Lỏng hơn các công thức khác, 

thao tác dễ dàng. 

Xuất hiện hiện tượng co rút mạnh, cấu trúc sản phẩm 

kém định hình, bề mặt dễ nứt, dễ rụng vụn khi  

thao tác. 

Sau hoàn nguyên, mẫu trở về dạng lỏng nhưng khó kiểm 

soát nồng độ vi sinh nếu áp dụng. 

Từ các quan sát trên, có thể kết luận rằng hàm 

lượng gelatin và thịt ảnh hưởng trực tiếp đến tính 

chất vật lý và khả năng đông khô của nền mẫu. Tỷ 

lệ gelatin cao dẫn đến độ nhớt lớn, dễ tạo bọt và 

làm sản phẩm không ổn định. Trong khi đó, công 

thức số 4, với tỷ lệ gelatin và thịt thấp, lại cho kết 

quả tốt nhất, cả về hình thái, độ ổn định và khả 

năng hoàn nguyên - là điều kiện lý tưởng cho các 

bước nghiên cứu vi sinh vật tiếp theo. 

3.2. Kết quả pha nền mẫu 

Tiến hành pha chế theo công thức M4 đã chọn. 

Dung dịch nền mẫu có màu đục đồng nhất: 

Sau khi lắc đều mẫu tạo thành một hỗn dịch lỏng, 

không có vón cục hay lớp phân tách rõ rệt. Điều 

này cho thấy việc pha mẫu được thực hiện đúng 

kỹ thuật, đảm bảo phân bố đồng đều vi sinh vật 

trong dung dịch. Lớp lắng nhẹ dưới đáy bình: 

Sau thời gian ngắn để yên, có sự lắng nhẹ của 

một phần cặn thịt ở đáy. Đây là hiện tượng bình 

thường do mô cơ có trọng lượng lớn hơn dung 

dịch đệm. Tuy nhiên, điều này không ảnh hưởng 

đến kết quả nếu trước khi lấy mẫu để phân tích, 

hỗn dịch được lắc lại kỹ. 

Bọt khí hay váng mỡ: Hỗn dịch không xuất 

hiện bọt khí lớn hoặc lớp váng mỡ trên bề mặt, cho 

thấy thao tác lắc nhẹ nhàng, đúng chuẩn, không phá 

vỡ cấu trúc tế bào hoặc giải phóng lipid gây ảnh 

hưởng đến môi trường nuôi cấy sau này. 

Duy trì điều kiện bảo quản phù hợp: Mẫu sau 

khi pha được giữ lạnh ở 2-8°C nếu chưa sử dụng 

ngay, nhằm ổn định vi sinh vật, tránh sự phát 

triển quá mức hoặc suy giảm số lượng - đặc biệt 

với các mẫu chứa vi sinh vật hiếu khí tùy tiện. 

Theo TCVN 4833-1:2005 và các tài liệu 

hướng dẫn kỹ thuật phân tích vi sinh vật trong 

thực phẩm [13-15], việc sơ chế và pha nền mẫu 
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thịt cần đảm bảo: Mẫu được đồng nhất và giữ 

nguyên tính đại diện. Mẫu cần được xử lý trong 

thời gian ngắn, nếu không phải bảo quản lạnh và 

các thao tác được tiến hành cẩn thận, chính xác. 

Do vậy, kết quả thử nghiệm khuôn dùng đông 

khô mẫu chuẩn E. coli và Salmonella trên nền 

mẫu thịt lợn đưa ra ở bảng 3 và hoàn toàn phù hợp 

với tiêu chuẩn trên. 

Bảng 3. Kết quả đánh giá khuôn dùng đông  

khô mẫu chuẩn vi khuẩn E. coli và Salmonella  

trên nền mẫu thịt lợn 

Loại 

khuôn 
Ưu điểm Nhược điểm 

Nhựa 

cứng 

(ống) 

Dễ chuẩn bị,  

giá thành thấp, 

 có nắp đậy 

Dễ bám dính thành, 

khó lấy sản phẩm ra 

sau đông khô 

Silicon Dễ thao tác,  

không bám khuôn, 

dễ lấy mẫu 

Mẫu dễ bị biến dạng 

nhẹ, nếu không định 

hình tốt từ đầu 

 

Lựa chọn khuôn silicon để đựng nền mẫu 

cho quá trình đông khô vì có ưu điểm nổi bật: 

Không bám dính, sản phẩm sau đông khô dễ dàng 

được lấy ra nguyên vẹn; có độ đàn hồi, tái sử 

dụng nhiều lần mà vẫn đảm bảo vệ sinh; mẫu sau 

đông khô có hình trụ đồng đều, thẩm mỹ và dễ 

thao tác hoàn nguyên. Tuy nhiên, cần lưu ý cẩn 

thận trong bước pha trộn mẫu để tránh tạo bọt và 

nên để khuôn nằm cố định trên khay phẳng nhằm 

đảm bảo mẫu không nghiêng hoặc biến dạng khi 

đông lạnh. 

3.3. Kết quả đánh giá chất lượng mẫu sau  

đông khô 

3.3.1. Tính chất vật lý mẫu chuẩn vi khuẩn  

E. coli và Salmonella 

Tất cả các mẫu sản phẩm thu được đều đảm 

bảo yêu cầu về tính chất vật lý: mẫu đóng bánh 

đều, màu sắc đồng nhất không bị teo, vỡ hay sủi 

bọt bám lên thành ống, sản phẩm xốp mịn, không 

vón cục, không bị teo vỡ, tan nhanh khi hoàn 

nguyên (Hình 2). 

                                                   

    (a)                                                                     (b) 

Hình 2. Các mẫu chuẩn E. coli và Salmonella sau khi đông khô  

(a) và hình thái khuẩn lạc quan sát qua kính hiển vi quang học; (b) với độ phóng đại 4 lần. 

(a)                              (b)                        (c)           (d) 

Hình 3. Bề mặt viên đông khô và dung dịch hoàn nguyên: bề mặt viên đông khô thành phẩm (a-c)  

và dung dịch sau khi hoàn nguyên viên đông khô vào dung dịch nước muối (d). 

               E. coli Salmonella 
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Kết quả nhuộm gram và quan sát hình thái vi 

khuẩn để kiểm tra độ thuần cho thấy chỉ xuất hiện 

một loại khuẩn lạc đồng nhất với một loại giống 

với tính chất đặc trưng của chủng gốc ban đầu, 

không quan sát thấy tạp nhiễm vi khuẩn khác. Độ 

thuần nhất của sản phẩm đông khô đạt 100% 

(Hình 3). Kết quả này cũng phù hợp với mô tả 

của Bergey's Manual (2015) [16]. 

3.3.2. Kết quả kiểm tra vi sinh sau đông khô 

Sau khi kết thúc quá trình đông khô để kiểm 

tra khả năng sống sót của vi khuẩn E. coli và 

Salmonella. Lựa chọn ngẫu nhiên 3 lọ kiểm tra 

nồng độ. 

Mẫu được tiến hành kiểm tra bằng phương 

pháp đổ đĩa thạch TBX, sau 24 giờ, ủ ở 44oC  

(E. coli) và trải trên đĩa XLD, sau 24 giờ, ủ ở 

37oC (Salmonella). Kết quả định lượng E. coli cho 

thấy hình dạng khuẩn lạc: tròn, lồi, rìa của 

khuẩn lạc mịn, liên tục, không có khía hoặc 

tua, có màu xanh lam - xanh lục. Bề mặt khuẩn 

lạc: nhẵn, bóng. Đối với Salmonella, hình dạng 

khuẩn lạc: khuẩn lạc tròn, lồi, rìa của khuẩn lạc 

mịn, liên tục, không có khía hoặc tua, màu đỏ với 

trung tâm đen, xung quanh xuất hiện quầng hồng 

do phản ứng sinh hóa; bề mặt khuẩn lạc: nhẵn, 

bóng. Cả E. coli và Salmonella đều mọc khuẩn 

lạc đều, tỉ lệ sống sót sau đông khô là ổn định. 

3.3.3. Đánh giá tính đồng nhất mẫu chuẩn  

E. coli và Salmonella trên nền mẫu thịt lợn 

Kết quả đánh giá 10 lọ mẫu ngẫu nhiên trong 

lô 80 mẫu tạo lập, 2 lần lặp cho thấy với E. Coli 

(Bảng 4) và Salmonella (Bảng 6). 

Bảng 4. Đánh giá độ đồng nhất mẫu vi khuẩn E. coli 

Số TT mẫu  

(mã mẫu) 

Kết quả (CFU/ml) Kết quả Log 
Log10 (Trung bình) 

Lần 1 Lần 2 Log (Lần 1) Log (Lần 2) 

11 180 200 2,255 2,301 2,279 

22 200 160 2,301 2,204 2,255 

19 170 200 2,230 2,301 2,267 

76 200 170 2,301 2,230 2,267 

61 170 210 2,230 2,322 2,279 

70 210 190 2,322 2,279 2,301 

6 220 180 2,342 2,255 2,301 

50 210 220 2,322 2,342 2,332 

45 190 190 2,279 2,279 2,279 

60 180 180 2,255 2,255 2,255 

Bảng 5. Đánh giá độ đồng nhất mẫu vi khuẩn Salmonella 

Số TT mẫu 

(mã mẫu) 

Kết quả (CFU/ml) Kết quả Log 
Log10 (Trung bình) 

Lần 1 Lần 2 Log (Lần 1) Log (Lần 2) 

58 2300 2300 3,362 3,369 3,365 

16 2400 2500 3,380 3,398 3,389 

29 2600 2500 3,415 3,398 3,407 

65 2700 2400 3,431 3,373 3,403 

25 2500 2400 3,400 3,380 3,390 

64 2500 2400 3,398 3,380 3,389 

40 2400 2300 3,382 3,362 3,372 

45 2300 2300 3,362 3,369 3,365 

21 2400 2500 3,380 3,398 3,389 

3 2300 2500 3,362 3,398 3,380 
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Từ kết quả bảng 4, 5, sử dụng phần mềm 

Excel để phân tích ANOVA một chiều xác định 

được giá trị P-value 0,77808 và 0,20336 tương 

ứng cho E. coli và Salmonella, các giá trị đều  

> 0,05 do vậy sự khác biệt là không đáng kể ở độ 

tin cậy 95% (Bảng 6). 

Bảng 6. Kết quả phân tích phương sai đánh giá độ đồng nhất của vi khuẩn E. Coli và Salmonella 

Nguồn biến Vi khuẩn SS df MS F p-value F crit 

Giữa các nhóm 
E. coli 0,0106 9 0,001177633 0,592324822 0,778081 3,02038 

Salmonella 113820 9 0,000502335 1,727153072 0,20336 3,02038 

Trong nhóm 
E. coli 0,0199 10 0,001988154    

Salmonella 111500 10 0,000290845    

Tổng 
E. coli 0,0305 19     

Salmonella 225320 19     

Các kết quả đưa ra ở bảng 4-6 cho thấy  

các mẫu của cả 2 chủng đều đạt yêu cầu về độ 

đồng nhất. 

3.3.4. Đánh giá độ ổn định mẫu chuẩn E. coli 

và Salmonella trên nền mẫu thịt lợn 

Kiểm tra độ ổn định bằng cách lựa chọn 05 

mẫu ngẫu nhiên cho mỗi chủng, tiến hành phân tích 

bằng cách sử dụng hàm sample(mau.con.lai,5) 

trong phần mềm R. Kết quả thu được ở bảng 7 

cho thấy độ ổn định của các mẫu đạt rất cao, xấp 

xỉ 100% phù hợp với tiêu chuẩn về độ ổn định 

theo ISO 13528:2022. Kết quả thu được là tương 

đồng với các nghiên cứu trước đây về sản xuất 

một số chủng vi khuẩn dạng đông khô trong 

kiểm tra chất lượng xét nghiệm vi sinh [17-19]. 

Bảng 7. Đánh giá độ ổn định mẫu E. coli và Salmonella 

Chủng vi 

khuẩn 

Mã số 

mẫu 

Kết quả CFU/ml Kết quả Log Log10 (Trung 

bình) 

 

|X-Y| 

 

0,3σpt Lần 1 Lần 2 Log (Lần 1) Log (Lần 2) 

E. coli 

66 170 200 2,230 2,301 2,230 

 

 

0,004 

 

 

0,075 

36 200 170 2,301 2,230 2,301 

78 170 210 2,230 2,322 2,230 

17 210 190 2,322 2,279 2,322 

34 220 180 2,342 2,255 2,342 

Trung bình 2,285 2,278 2,285   

ustab = δstab = 0,0027   

Salmonella 

68 2700 2400 3,431 3,373 3,403 

 

 

0,001 

 

 

0,075 

18 2500 2400 3,400 3,380 3,390 

34 2500 2400 3,398 3,380 3,389 

75 2400 2300 3,382 3,362 3,372 

30 2300 2300 3,362 3,369 3,365 

Trung bình 3,395 3,373 3,384   

ustab = δstab = 0,0008   

4. Kết luận  

Nghiên cứu đã xây dựng thành công quy 

trình tạo mẫu chuẩn E. coli và Salmonella trên 

nền mẫu thịt lợn với công thức: 10 g Gelatin,  

5 g Thịt lợn, 5 g Sữa bột, 50 ml dung dịch ổn 

định. Dung dịch chủng gồm 100 ml dung dịch ổn 

định và 2 ml chủng E. coli hoặc 2 ml chủng 

Salmonella. Nồng độ vi khuẩn mẫu sau đông khô 

từ 102 −103 CFU/lọ. Kết quả đánh giá về mẫu 

đông khô trong nghiên cứu cho thấy 100% sản 

phẩm đóng bánh đều, đẹp, trắng ngà, không bị 

teo vỡ hay sủi bọt bám lên thành ống, sản phẩm 

xốp mịn, không vón cục và hòa tan trong 5 phút 

sau khi hoàn nguyên. Kết quả thu được hoàn toàn 

phù hợp với tiêu chuẩn quốc gia TCVN 
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9298:2014. Độ đồng nhất cao cho thấy quy trình 

sản xuất ổn định, chất lượng giữa các mẫu là 

tương đương. Đặc biệt đánh giá độ đồng nhất đối 

với mẫu ngoại kiểm theo yêu cầu bắt buộc được 

quy định trong ISO 13528:2022 với 10 lọ cho mỗi 

chủng cho thấy độ đồng nhất của sản phẩm là đạt 

yêu cầu. Kết quả kiểm tra độ đồng nhất các chủng 

vi khuẩn sau đông khô trong nghiên cứu hoàn 

toàn giống với kết quả kiểm tra đặc tính chủng 

trước đông khô phù hợp với tiêu chuẩn trong ISO 

13528:2022. Thực hiện kiểm tra độ ổn định cho 

mẫu vi khuẩn E. coli và Salmonella sau đông khô 

cũng cho thấy 100% mẫu kiểm tra phù hợp với 

tiêu chuẩn về độ ổn định theo ISO 13528:2022. 
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