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QUY CHUẨN KỸ THUẬT QUỐC GIA
GIÁ TRỊ GIỚI HẠN TIẾP XÚC CHO PHÉP VI SINH VẬT TẠI NƠI LÀM VIỆC

National Technical Regulation on  
Permissible Exposure Limit Value of Micro-organism at the Workplace

I. QUY ĐỊNH CHUNG

1. Phạm vi điều chỉnh

Quy chuẩn này quy định giá trị giới hạn tiếp xúc cho phép với vi sinh vật trong không khí nơi làm việc, bao gồm: tổng vi khuẩn; tổng nấm mốc.
2. Đối tượng áp dụng
Quy chuẩn này áp dụng cho các cơ quan quản lý nhà nước về môi trường lao động; các cơ quan, tổ chức thực hiện quan trắc môi trường lao động; các tổ chức, cá nhân có các hoạt động phát sinh các vi sinh vật trong không khí nơi làm việc. 
3. Giải thích từ ngữ

Trong quy chuẩn này các từ ngữ dưới đây được hiểu như sau: 

3.1. Vi sinh vật (Micro-organism): Cơ thể sống có kích thước rất nhỏ quan sát được bằng kính hiển vi, bao gồm vi khuẩn và nấm mốc.
3.2. Vi khuẩn hiếu khí (Anaerobic bacteria): Vi sinh vật cần oxi để sống, nhưng lại yêu cầu lượng phần trăm oxi trong môi trường ít hơn trong khí quyển thông thường.

3.3. Tổng số vi khuẩn (Total bacteria): Tổng số vi sinh vật hiếu khí, tổng số khuẩn lạc đếm trên đĩa, tổng số vi sinh vật sống.
3.4. Đơn vị hình thành khuẩn lạc (CFU - colony forming unit): Là đơn vị biểu thị số lượng vi sinh vật có thể cấy được.

Một đơn vị hình thành khuẩn lạc có thể bắt nguồn từ một vi sinh vật, từ tập hợp của nhiều vi sinh vật cũng như từ một hoặc nhiều vi sinh vật dính vào một hạt. Số lượng khuẩn lạc có thể phụ thuộc vào các điều kiện nuôi cấy.

3.5. Nấm mốc (Mould): Là tên thông thường của nấm sợi từ các nhóm phân loại khác nhau (ascomycota, zygomycota và deuteromycota hay nấm bất toàn). 
3.6. Nấm sợi (filamentous fungus): Nấm phát triển dưới dạng các sợi tế bào.
II. QUY ĐỊNH KỸ THUẬT
Giá trị giới hạn tiếp xúc tối đa cho phép vi sinh vật tại nơi làm việc được quy định tại Bảng 1.
Bảng 1. Giá trị giới hạn tiếp xúc tối đa cho phép vi sinh vật tại nơi làm việc

Đơn vị tính: CFU/m3
	TT
	Chỉ tiêu
	Gía trị tối đa cho phép

	1. 1.
	Tổng vi khuẩn
	1500

	2.
	Tổng nấm mốc
	1000


III. PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH


Xác định vi sinh vật bằng cách lựa chọn và tuân thủ các phương pháp quy định trong Bảng 2 dưới đây.

Bảng 2: Phương pháp xác định

	TT
	Tên hoá chất
	Số hiệu tiêu chuẩn, Phương pháp 

	1. 
	Tổng vi khuẩn
	Phụ lục 1 hoặc Phụ lục 2

	2. 
	Tổng nấm mốc
	TCVN 10736-16:2017 (ISO 16000-16:2008).

TCVN 10736-17:2017 (ISO 16000-17:2008) 
TCVN 10736-18:2017 (ISO 16000-18:2011)  
TCVN 10736-19:2017 (ISO 16000-19:2012) 
TCVN 10736-20:2017 (ISO 16000-20:2014) 


IV. QUY ĐỊNH QUẢN LÝ
1. Các cơ sở có người lao động tiếp xúc với yếu tố vi sinh vật phải định kỳ quan trắc vi sinh vật trong môi trường lao động tối thiểu 1 lần/năm và theo các quy định Bộ luật lao động; Luật an toàn, vệ sinh lao động.

2. Người sử dụng lao động phải cung cấp đầy đủ phương tiện bảo hộ lao động cho người lao động phù hợp với môi trường làm việc theo quy định của pháp luật về an toàn; vệ sinh lao động.

3. Trường hợp các vi sinh vật tại nơi làm việc vượt giá trị giới hạn cho phép, người sử dụng lao động phải thực hiện ngay các giải pháp cải thiện điều kiện lao động và bảo vệ sức khỏe người lao động theo quy định của pháp luật về an toàn vệ sinh lao động.
V. TỔ CHỨC THỰC HIỆN
1. Cục Quản lý môi trường y tế - Bộ Y tế chủ trì, phối hợp với các cơ quan chức năng có liên quan hướng dẫn, triển khai và tổ chức thực hiện quy chuẩn này.

2. Trong trường hợp các tiêu chuẩn quốc gia, tiêu chuẩn quốc tế, văn bản pháp quy được viện dẫn trong quy chuẩn này sửa đổi, bổ sung hoặc thay thế thì áp dụng theo quy định tại văn bản mới.

Phụ lục 1.

KỸ THUẬT XÁC ĐỊNH TỔNG SỐ VI KHUẨN 

TRONG KHÔNG KHÍ BẰNG PHƯƠNG PHÁP THỤ ĐỘNG

- PHƯƠNG PHÁP BỤI LẮNG

(Ban hành kèm theo QCVN      :202…/BYT ngày   tháng   năm 202…

của Bộ trưởng Bộ Y tế)


I. Nguyên lý


Các vi sinh vật chỉ điểm trong không khí, theo trọng lực thụ động rơi vào bề mặt các đĩa thạch có sẵn chất dinh dưỡng được đặt tại vị trí lấy mẫu. Những đĩa thạch được ủ ấm ở nhiệt độ 37 ± 20C trong thời gian 24 giờ - 48 giờ để xác định số lượng vi khuẩn. 

II.  Thiết bị, dụng cụ, hóa chất, thuốc thử
1.  Thiết bị, dụng cụ

- Giá lấy mẫu

- Khay lấy mẫu

- Đồng hồ bấm giây

- Đĩa petri đường kính 9mm hoặc 10mm

- Pank, kẹp

- Bông, cồn sát khuẩn

2. Hoá chất, thuốc thử: Thạch dinh dưỡng (TSA)

Dùng môi trường thạch dinh dưỡng để nuôi cấy vi khuẩn hiếu khí:

- Cao thịt: 3g

- Peptone: 5g

- Thạch:15g

- Nước cất (TCVN 4851): 1000ml

- NaCl: 5g 

Hòa tan các chất trên vào nước, đun sôi cách thủy. Điều chỉnh pH đến 7,0 ± 0,1. Hấp ướt  ở 121 ± 10C trong 15 phút. Đợi thạch đã hấp khử trùng nguội đến 45-500C thì đổ ra đĩa petri vô trùng sao cho độ dày thạch khoảng 3,5-4cm (tương đương 20ml thạch/đĩa). 

Chú ý: Có điều kiện nên dùng môi trường tổng hợp gồm đủ các thành phần của các hãng có uy tín như MERCK, BIO-RAD.

III. Các bước tiến hành
1. Xác định số mẫu:


Số mẫu cần lấy phụ thuộc vào diện tích khu vực cần lấy mẫu đánh giá. Số mẫu được tính theo công thức sau:



N = √ A


Trong đó:
 N là số lượng mẫu tối thiểu (làm tròn số nguyên)




A là diện tích phòng hoặc khu vực, tính bằng m2 



2. Thời gian lấy mẫu:


Thời gian lấy mẫu là thời gian mở đĩa petri để không khí tiếp xúc môi trường nuôi cấy. Thời gian lấy mẫu phụ thuộc vào tính chất, đặc điểm ước tính mức độ ô nhiễm của môi trường, có thể lấy từ 15 phút đến 4 giờ.
3. Thao tác lấy mẫu:

- Tại các vị trí lấy mẫu đã xác định (thường lấy mẫu 4 góc và 1 vị trí trung tâm), đặt khay lấy mẫu.

- Mỗi khay đặt 2 đĩa TSA.
- Mở nắp đĩa petri, phần nắp đặt nghiêng lên phần đáy, sao cho không bị nhiễm vào mẫu.

- Bấm đồng hồ để theo dõi thời gian lấy mẫu đã định.

- Đủ thời gian như đã định, nhẹ nhàng đóng nắp đĩa petri lại.

- Đóng gói các đĩa thạch trong túi nilon kín, bảo quản lạnh và vận chuyển về phòng thí nghiệm.

4. Ủ và nuôi cấy:

- Tất cả các đĩa đã lấy mẫu được vận chuyển về phòng thí nghiệm và đưa vào tủ ấm để nuôi cấy vi sinh vật.

- Những đĩa thạch này được ủ ấm ở nhiệt độ 37±20C trong thời gian 24 giờ - 48 giờ để xác định số lượng tổng số vi khuẩn hiếu khí.

5. Tính toán kết quả

- Đếm số lượng khuẩn lạc vi khuẩn mọc trên 2 đĩa thạch TSA; sau đó tính kết quả trung bình (a). 

- Tổng số vi khuẩn trong không khí được tính bằng đơn vị CFU/m3 theo công thức sau:

CFU/m3 = a x 10000/p x t x 0.2

Trong đó: 

a: số khuẩn lạc mọc trên đĩa thạch (CFU)


p: diện tích đĩa Petri (cm2)


t: Thời gian đặt mẫu (phút)

6. Độ tin cậy

- Độ tin cậy 95% khi số khuẩn lạc đếm được trên mỗi đĩa thạch có giá trị từ 15-300CFU/1 đĩa.

- Khi không có khuẩn lạc nào được phát hiện trên tất cả các đĩa thạch thì ghi kết quả là 1CFU/m3 không khí.

- Khi có trên 300 khuẩn lạc được phát hiện trong một đĩa thì khi kết quả là quá lớn không đếm được.

7. Kiểm soát chất lượng

- Thực hiện kiểm tra chất lượng môi trường bằng cách nuôi cấy chủng  vi khuẩn.

-  Đặt đĩa chứng âm  không nuôi cấy vi khuẩn để kiểm tra môi trường.

IV. Yêu cầu về an toàn 
-Trước khi thao tác cần phải khử khuẩn bề mặt bàn làm việc và tay kỹ thuật viên.
- Khi tiến hành xét nghiệm mẫu phải được thực hiện trong tủ an toàn sinh học cấp 2.
- Sau khi kết thúc công việc  phải lau khử trùng bề mặt với cồn 700.
- Bật đèn cực tím khử trùng 30phút.
- Sau khi hoàn thành xét nghiệm, tất cả các dụng cụ trong tủ an toàn sinh học cấp hai phải được lau khử trùng bề mặt trước khi đưa ra ngoài. 

- Bỏ tất cả các vật liệu hủy bỏ bằng nhựa vào túi rác thải y tế.

- Các dụng cụ bằng thủy tinh, kim loại phải được khử trùng bề mặt bằng cồn 700 sau đó hấp tiệt trùng và ngâm rửa để dùng lại. Trước khi dùng dụng cụ phải được hấp khử trùng một lần nữa ở nồi hấp khử trùng dụng cụ sạch.

Phụ lục 2
KỸ THUẬT XÁC ĐỊNH TỔNG SỐ VI KHUẨN 

TRONG KHÔNG KHÍ BẰNG PHƯƠNG PHÁP HÚT CHỦ ĐỘNG

- PHƯƠNG PHÁP HÚT BẰNG THIẾT BỊ

(Ban hành kèm theo QCVN      : 202../BYT ngày   tháng   năm 202

của Bộ trưởng Bộ Y tế)

I. Nguyên lý

Các vi sinh vật chỉ điểm trong không khí được hút chủ động bằng thiết bị lấy mẫu. Có hai loại thiết bị lấy mẫu:

- Thiết bị hút không khí qua màng lọc bằng gelatin, sau đó đặt màng lọc này lên mặt môi trường thạch dinh dưỡng ủ ở 37 ± 20C trong thời gian 24 - 48 giờ để xác định số lượng tổng số vi khuẩn hiếu khí.

- Thiết bị hút không khí trực tiếp lên bề mặt đĩa môi trường (thạch dinh dưỡng) được đặt trong máy hút, các hộp thạch được lấy ra và nuôi cấy ở nhiệt độ 37 ± 20C trong thời gian 24 - 48 giờ để xác định số lượng vi khuẩn. 

II.  Thiết bị, dụng cụ, hóa chất
1. Thiết bị, dụng cụ

- Giá đỡ thiết bị lấy mẫu

- Thiết bị lấy mẫu MAS 100 NT – hãng Mecrk Millipore: Thiết bị hút không khí trực tiếp lên bề mặt đĩa môi trường.

- Đĩa petri đường kính 9mm hoặc 10mm

- Pank, kẹp

- Bông, cồn sát khuẩn

2. Hoá chất, thuốc thử: Thạch dinh dưỡng (TSA)

Dùng môi trường thạch dinh dưỡng để nuôi cấy vi khuẩn hiếu khí:

- Cao thịt: 3g

- Peptone: 5g

- Thạch: 15g

- Nước cất (TCVN 4851): 1000ml

- NaCl: 5g 

     
Hòa tan các chất trên vào nước, đun sôi cách thủy. Điều chỉnh pH đến 7,0 ( 0,1. Hấp ướt  ở 1210C ( 1 trong 15 phút. Đợi thạch đã hấp khử trùng nguội đến 45-500C thì đổ ra đĩa petri vô trùng sao cho độ dày thạch khoảng 3,5-4cm (tương đương 20ml thạch/đĩa). 

Chú ý: Tốt nhất là dùng môi trường tổng hợp gồm đủ các thành phần của các hãng có uy tín như MERCK, BIO-RAD.

III. Các bước tiến hành
1. Xác định số mẫu:


Số mẫu cần lấy phụ thuộc vào diện tích khu vực cần lấy mẫu đánh giá. Số mẫu được tính theo công thức sau:



N = √ A


Trong đó:
 N là số lượng mẫu tối thiểu (làm tròn số nguyên)




A là diện tích phòng hoặc khu vực, tính bằng m2 



2. Xác định thể tích mẫu đơn tại một vị trí:

- Lưu lượng lấy mẫu tối thiểu là 100 lít/phút tương đương 0,1m3 /phút.

- Thời gian lấy mẫu tối thiểu là 1 phút. Thường lấy mẫu trong 10 phút với lưu lượng hút là 0,1m3 /phút.

- Tại mỗi vị trí lấy mẫu 2 lần để tăng độ chính xác.

3. Thao tác lấy mẫu:

- Lựa chọn cường độ hút trên phần mềm của thiết bị.

- Đặt các hộp lồng có sẵn môi trường vào trong thiết bị lấy mẫu.

- Chọn thời gian lấy mẫu.

- Bấm nút cho thiết bị hoạt động.

- Hết thời gian đã đặt, thiết bị sẽ tự động báo.

- Lấy hộp lồng ra khỏi thiết bị.

- Thao tác lặp lại tương tự để lấy mẫu không khí cho các đĩa thạch tiếp theo. 

- Mỗi vị trí sử dụng 2 đĩa TSA; 

- Đóng gói các đĩa thạch trong túi nilon kín, bảo quản lạnh và vận chuyển về phòng thí nghiệm.

4. Ủ và nuôi cấy:

- Tất cả các đĩa đã lấy mẫu được vận chuyển về phòng thí nghiệm và đưa vào tủ ấm để nuôi cấy vi sinh vật.

- Những đĩa thạch dinh dưỡng TSA được ủ ấm ở nhiệt độ 37 ± 20C trong thời gian 24h - 48h để xác định số lượng tổng số vi khuẩn hiếu khí.

5. Tính toán kết quả

- Đếm số lượng khuẩn lạc vi khuẩn hiếu khí mọc trên 2 đĩa thạch TSA, sau đó tính kết quả trung bình của từng loại (a). 

- Từng loại vi sinh vật trong không khí được tính bằng đơn vị CFU/m3 theo công thức sau:

CFU/m3 = a /p x t 

Trong đó: 
a: số khuẩn lạc mọc trên đĩa thạch (CFU)



p: lưu lượng hút của thiết bị (m3/phút)


t: thời gian lấy mẫu (phút)

6. Độ tin cậy

- Độ tin cậy 95% khi số khuẩn lạc đếm được trên mỗi đĩa thạch có giá trị từ 5-100CFU/1 đĩa.

- Khi không có khuẩn lạc nào được phát hiện trên tất cả các đĩa thạch thì ghi kết quả là 1CFU/m3 không khí.

7. Kiểm soát chất lượng

- Thực hiện kiểm tra chất lượng môi trường bằng cách nuôi cấy chủng  vi khuẩn.

-  Đặt đĩa chứng âm  không nuôi cấy vi khuẩn để kiểm tra môi trường.

IV. Yêu cầu an toàn
- Trước khi thao tác cần phải khử khuẩn bề mặt bàn làm việc và tay kỹ thuật viên.

- Thực hiện thành thạo thao tác sử dụng thiết bị lấy mẫu.

- Khi tiến hành xét nghiệm mẫu phải được thực hiện trong tủ an toàn sinh học cấp 2

- Sau khi kết thúc công việc  phải lau khử trùng bề mặt với cồn 70o.
- Bật đèn cực tím khử trùng  30 phút.
- Sau khi hoàn thành xét nghiệm, tất cả các dụng cụ trong tủ an toàn sinh học cấp hai phải được lau khử trùng bề mặt trước khi đưa ra ngoài. 

- Bỏ tất cả các vật liệu hủy bỏ bằng nhựa vào túi rác thải y tế.

- Các dụng cụ bằng thủy tinh, kim loại phải được khử trùng bề mặt bằng cồn 700 sau đó hấp tiệt trùng và ngâm rửa để dùng lại. Trước khi dùng dụng cụ phải được hấp khử trùng một lần nữa ở nồi hấp khử trùng dụng cụ sạch.

DỰ THẢO 1
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