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TIEUCHUAN VIET NAM TCVN 6187-1 : 1996

Chat lugng nudc - Phat hién va dém vi khuan coliform, vi

khuan coliform chiu nhiét va escherichia coli gia dinh.

Phan 1: Phuong phap mang loc

Water quality - Detection and enumeration of coliform organisms thermotolerant coliform

organisms and presumptive escherichiacoli. Part 1: Membrane filtration method

1. Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuong phap phat hién va d&m vi khuan coliform, vi khuan coliform chiju
nhiét va escherichia coli gia dinh c6 trong nuGc sau khi loc qua mang, ti€p theo nudi cdy trong moi

trudng lactoza phan 1ap (xem ISO 7704) va tinh toan sé luong cla chiing cé trong mau.

Phuong phap nay cé thé ap dung cho tat ca cac loai nu6c trir nuéc co cac chat Io ling gay anh

hudng déi véi viéc loc hodc ¢ nhiéu vi sinh vat khac c6 thé gay anh hudng déi véi viéc sinh trudng.

Viéc lua chon cac phép thlr dung dé phat hién va xacnhan cac vi khuan nhém coliform, ké ca E.coli
c6 thé dudc xem nhu 1a mot phan cla day lién tiép. Qui mé cla viéc xac nhan véi mdt mau thir riéng
biét mét phan tuy thudc vao ban chat clia mau nudc, phan khéac tuy thudc vao muc dich cla viéc xét
nghiém. Trén thuc t& viéc phat hién E.coli gia dinh néu 6 3.3 thong thudng dé cung cap mét chiing

cr clia su ma6i bi nhiém phan.
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2. Tiéu chuin trich dan

- 1SO 3696:1987 Nudc dung trong phong thi nghiém phan tich - Yéu cau ky thuat va phuong phap
thr.

- 1SO 5667-1: 1980 Chat luong nuéc- LAy mau. Phan 1: Huéng dan cac phuong an 1dy mau

- TCVN 5992: 1995 (ISO 5667-2: 1982 Chét luong nudc - LAy mau - Huéng dan céac ky thuat 1ay

mau)

- TCVN 5993: 1995 (ISO 5667-3: 1985) Chat lugng nudc - LAy mau. Hudng dan bao quan va x{ Iy

mau th{t

- ISO 6887:1983 Chat lugng nudc - Vi sinh vat hoc. Huéng dan chung vé chuén bi cac dung dich pha

lodng dé kiém tra vi sinh vat.
- ISO 7704:1985 Chat ludng nudc- Danh gia mang loc diing dé phan tich vi sinh.

- 1SO 8199:1980 Chat luong nuéc- Huéng dan chung cach d&m vi sinh vat bang cach nuéi cay.

3. Binh nghia
V6i muc dich cla tiéu chuan nay, ap dung cac dinh nghia sau:

3.1 Vi khuan coliform - cac sinh vat (vi khuén) c6 kha nang tao thanh cac khuan lac & 35°C + 0,5°C
hoac 37°C + 0,5°C trong diéu kién hiéu khi trong mét méi trudng lactoza nudi cady chon loc kém theo

viéc tao thanh axit (va andehyt) trong vong 24 gid.

3.2 Cac vi khuén coliform chiu nhiét: cac vi khuan coliform nhu da néu 6 muc 3.1 ¢6 cling d&c tinh
lén men trong vong 24 h, hodc 6 44°C + 0,25°C , hoic & 44,5°C + 0,25°C .

Cha thich-

Do viéc sinh khi khéng thé phat hién thdy trén cac mang loc, nén cacvi khuan thu dudc bang
mangloc khéng nhat thiét gibng nhu khi phat hién bang phuong phap nhiéu éng { c6 s xac xuét cao
nhat (MPN)}

3.3 escherichia coli (E.coli gia dinh): cac vi khuan coliform chiu nhiét nhu mé ta trong 3.2 ching ciing
sinh khi tif lactoza (va manitol) cling nhu sinh indol tir tryptophan trong vong 24 gid hoic & 44°C +
0,25°C , hoac G 44,5°C + 0,25°C .

4. Nguyén tac
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Loc mét ludng mau thr qua mang loc dé gilt lai cac vi khuan, dat mang loc [&n moéi trudng nudi cay
thach lactoza chon loc hodc mét miéng dém hap thu bao hoa bang méi trudng 1dng chon loc chita

lactoza.

Nu6i cdy mang loc trong 24 gid & nhiét d6 35°C hozc 37°C dé phat hién vi khuin coliform, hodc &

44°C @& phat hién vi khuén coliform chiu nhiét.

DPém truc tiép cac khuan lac d3c trung dudc hinh thanh trén mang; Cay ké tiép mét s cac khuan lac
nay dé th(r nghiém xac nhan vé viéc sinh khi va indol. Tinh toan s6 vi khudn coliform, coliform chiu

nhiét va E.coli gia dinh c6 trong 100 ml mau.

5. M6i trudng nudi cay, pha loang va thudc thi
5.1 Cac vét liéu chinh

S0 dung cac thanh phan véi chat ludng déng nhat va cac hoa chat thudc loai phan tich dé chuan bi

méi trudng nudi cay va cac thudc thr va theo huéng dan trong phu luc B.

Théng tin vé bao quan xem ISO 3199. C6 thé thay th& bang cach dung méi trudng hoan toan kho va

phai tuan th( nghiém ngat huéng dan clia nha san xuét.

D& chuan bi méi truding, diing nuéc cat bang thiét bi cat nudc bang thuy tinh hodc nuéc da khir ion
khéng chita cac chat cé thé (ic ché su sinh trudng clia cac vi sinh vat dudi diéu kién thl theo 1ISO
3696.

5.2 Dich pha loéng

Nén dung mét trong cac dung dich trong phu luc B dé pha lodng mau.Chuan bi dich pha loang can

theo huéng dan & phu luc B.
5.3 Méi trudng phan 1ap

Dung mét hodc moét s& méi truding sau hodc & dang ran véi thach hoic canh thang dung dé bao hoa

chat dém hap thu. Huéng dan dé chudn bi méi truding theo phu luc B.
5.3.1 Thach lactoza TTC véi Tegitol 7.

5.3.2 Thach lactoza véi Tegitol 7.

5.3.3 Canh thang Teepol lam giau mang.

5.3.4 Canh thang lauryl sufat mang.
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5.3.5 Méi truong Endo.

5.3.6 Thach LES Endo.

5.3.7 Méi trudng mFC.

5.4 Moi trudng khang dinh

Dlng mét hodc mét sé moi trudng sau.

5.4.1 Méi trudng dé kiém tra su sinh khi

Nuéc pepton lactoza.

5.4.2 Mbi trudng dé kiém tra su sinh indol

Nudc trypton.

5.4.3 Mdi trudng 6ng don dé kiém tra sinh khi va indol
Canh thang manitol lauryl trypto véi tryptophan.
5.5 Thudc thir

5.5.1 Thudc thi kovac dé thé indol

5.5.2 Thudc th{r oxidaza dung cho phép th{r oxidaza.

6. Thiét bi
Thiét bi phong thi nghiém vi sinh thdong thudng gom:
6.1 T say dé kh(r tring kho va mot ndi hap ap luc

Trur cac thiét bi da dudc vé triung san, dung cu thuy tinh va cac trang bi khac can phai khir triing theo
chi dan da néu trong 1ISO 8199.

6.2 TG &m hoc ndi cach thuy kiém tra duodc nhiét d6 6 35°C + 0,5°C hosc 6 37°C £ 0,5°C .
6.3 T &m hoc ndi cach thuy kiém tra duodc nhiét d6 6 44°C + 0,25°C hoac 44,5°C + 0,25°C .
6.4 pH mét

6.5 Dung cu loc mang
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6.6 Mang loc, théng thudng cé dudng kinh 47 mm ho&c 50 mm, cé d&c tinh loc tuong duong véi 16 c6
dudng kinh danh dinh 13 0,45 um, néu chua dudc kh{r tring thi phai khir tring theo huéng dan cla

nha san xuat

6.7 Kep dé gilr mang loc

7. Lay mau

L&y mAu va chuyén vé phong thi nghiém theo 1SO 8199, ISO 5667-1, TCVN 5992-1995 (ISO 5667-
2) va TCVN 5993-1995 (ISO 5667-3).

8 Cach tién hanh
8.1 Chu&n bi mau thi, loc va cay vao méi trudng

Dé& chuén bi mau, pha loang, loc va méi trudng cay phan lap theo huéng dan néu trong ISO 8199 va
ISO 6887.

8.1.1 Déi véi vi khuén coliform , ti€n hanh loc mét lugng mau hoic dich pha lodng cla né qua mét
mang loc. D4t vao méi trudng da chon nhung phai d@m bao khong tao thanh bot khéng khi & dudi

mang.

8.1.2 P6i véi vi khuan coliform chiu nhiét, ti&n hanh loc mét ludng mau hoac dich pha loang clia né
qua mét mang loc. Dat vao méi trudng da chon nhung phai dam bao khong tao thanh bot khong khi
& dudi mang.

Chu thich 2 - Thé tich m&u loc dudc phai giéng nhu thé tich mau trong 8.1.1.
8.2 Nubi mang loc

8.2.1 D&i v6i vi khudn coliform, nuéi mang loc tir 18 gid dén 24 gid & 35°C + 0,5°C hoic 6 37°C +
0,5°C.

8.2.2 P6i v6i vi khuan coliform chiu nhiét, nudi mang loc tir 18 gid dén 24 gid & 44°C + 0,25°C hoac
44 5°C + 0,25°C .

Cha thich

3) Néi chung ciing mét méi trudng c6 thé dung dé khir ca vi khuan coliform 1an vi khuén coliform chiu
nhiét nhung chi ding méi trusng m FC & 44°C va chi dung méi trudng Endo va LES Endo 6 35°C
hoac 37°C;
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4) Giai doan nudi 4 gid dau nén gilr nhiét do thap 30°C dé lam nhiing vi khudn c6 séng lai, d3c biét

d6i vGi viéc xét nghiém nuéc ubng.
8.3 Kiém tra mang loc
8.3.1 Vi khudn coliform

Kiém tra mang loc va dém tat ca cac khuén lac vi khuén coliform gia dinh, khong ké kich thudc thay
dugc sau khi G & 35°C hoac 37°C véi cac dac tinh sau day:

- Trén méi trudng thach TTC lactoza véi Tegitol (5.3.1): mau vang, da cam hodc hodc dé gach vdi

vong sang trung tdm mau vang trong méi truéng dudi mang;

-Trén moi trudng thach lactoza véi Tegitol (5.3.2): v6i vong sang trung tdm mau vang trong moi

trudng dudi mang;

- Trén mang canh thang Teepol dudc lam giau (5.3.3): mau vang lan réng trén mang loc;
- Trén mang canh thang sufat Lauryl (5.3.4): mau vang lan réng trén mang loc;

- Trén thach Endo ho&c canh thang (5.3.5): mau do sam véi anh kim loai xanh vang;

- Trén thach LES Endo (5.3.6): mau d6 sam v6i anh kim loai xanh vang;

8.3.2 Vi khuén coliform chiu nhiét

T4t ca cac bao ti sau khi nudi & 44°C c6 biéu hién ciing moét dac tinh bao t& cé6 mau xanh nhu mo ta
4 8.3.1 v6i moi trudng mFC (5.3.7) thi dudc coi 1a vi khuan coliform gia dinh chiu nhiét.

8.4 Thit khdng dinh

Diéu quan trong can luu y 1a viéc dém cac bao t trén mang loc & 35°C hoadc 37°C va 44°C chi 1a két
qua coliform gia dinh. Khi viéc sinh khi khdng phat hién dudc, c6 thé Ia cé6 mot gia dinh khac la cac vi
khuan tao thanh khuén lac c6 thé tao ra khi ti lactoza. Thi du déi véi nuéc thé hodc nudc da dudc
xU ly so bo thi diéu nay cling c6 thé 1a di nhung d8i véi nuSc udng va cac trudng hop khac, diéu

quan trong 13 tién hanh th{r khang dinh, t6t hon hét |a trén cac chiing cay thuan khiét.
8.4.1 Cay truyén, nuéi va kiém tra
8.4.1.1. Vi khuén coliform

Dé khang dinh két qua, cay truyén mdi khuén lac (8.3.1) hoac mot sé dai dién clia ching vao 6ng
nuGc pepton lactoza (5.4.1) va nuéi 6 35°C hoadc 37°C trong 48 gid, viéc sinh khi trong thai gian nay

chiing t6 c6 vi khuén coliform.
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8.4.1.2 Vi khu&n coliform chiu nhiét va E. Coli gia dinh

Dé& xac dinh vi khuan coliform chiu nhiét va E. Coli gid dinh trén mang dudc nudi & 44°C hoic 35°C
ho&c 37°C, cay truyén mdi khuan lac (8.3.2) hodc mét sd dai dién clia chiing vao 6ng nudc pepton
lactoza va nudi 8 44°C trong 24 gid. Viéc sinh khi trong nudc pepton lactoza khing dinh su c6 mat
cta vi khuén coliform chiu nhiét va viéc tao nén mau doé trén b& mit mdi trudng nudi cdy nudc
trypton sau khi thém 0,2 ml dén 0,3 ml thudc thi Kovac (5.5.1) khang dinh su c6 mat cla E. Coli gia
dinh.

Chu thich

5) Viéc s dung canh thang manitol trypto lauryl c6 tryptophan cho phép phat trién ca sinh khi va

indol trong 6ng don;
6) Viéc phat hién E. Coli gid dinh dudc xem nhu chiing clr chac chan vé su 6 nhiém phan;

7) Khi cdy truyén cac khun lac trén mang vao 6ng mai trudng khang dinh, t6t nhat cling nén cay 1én
d6 mét dia méi truding thach dinh dudng dé thir oxidaza.

8.5 Th{r oxidaza

Mét vai chling vi khuén tim thdy trong nudc cé thé phl hdp véi dinh nghia vi khuén coliform & hau hét
khia canh, nhung ching chi ¢6 thé sinh khi tir lactoza & nhiét d6 dudi 37°C. Do d6 ching cho cac két
qua thr am tinh trong cac phép thr khang dinh chudn déi véi cac vi khudn coliform va su hién dién
clia chung trong nudc thudng khong dang ké&. Cac chiing aeromonas xuat hién mét cach tu nhién
trong nudc sinh trudng t6t nhat & nhiét do tir 30°C dén 35°C nhung khong bao gid sinh axit va khi tir
lactoza & 37°C. C6 thé nhan biét ching trong nhém vi khuan coliform béng phan ing oxidaza dudng
tinh.

8.5.1 Tién hanh th{r oxidaza bang cach cay truyén thuan khiét tir cac vi khuan Ién men lactoza, phat

trién trén moi trudng thach dinh dudng nhu sau:
cho 2 dén 3 giot thuSc thit oxidaza vira méi chuén bi 1én gidy loc trong dia Petri

bang que cay thuy tinh, tdm bong ho3c que cdy c6 day bach kim (khéng phai loai nicrom), dan méng

mot it mau cay 1én gidy loc (xem chu thich 7)
su xuat hién mau xanh tham trong vong 10 gidy 1a thé hién phan (ing duong tinh.

Chu thich 8 _ Trong méi trudng hop sl dung thudc thit oxidaza can tién hanh kiém tra th(t bing cach
cdy cac vi khuan da biét phan (ing duong tinh (pseudomonas aeruginosa) va phan (ing am tinh (E.
Coli).
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9 Biéu thj két qua

TU s6 cac khudn lac d3c trung dém dudc trén mang loc cb tinh dén két qua cla phép thit khang dinh
da nhan dudc, tinh s& vi khuan coliform, vi khudn coliform chiu nhiét va E. Coli gia dinh c6 trong 100
ml mau theo ISO 8199, diéu 8.4 theo cong thiic:

Co AXNXV XF
BxV,

trong dé

C la s6 bao tr dudc khang dinh, tinh trong 100 ml;

A 1a s6 bao t thuc dudc khang dinh;

B Ia s6 bao t& dugc cdy truyén dé thr khdng dinh;

N la s6 cac bao ti dac trung trén mang (8.3.1 va 8.3.2);
V1 13 thé tich thir cia mau nudc dudc loc (8.1 va 8.1.2);
Vs la thé tich chudn dé tinh két qua (100 ml);

F la hé s6 pha loang.

10 Bao cao két qua
Bao céo két qua can bao gom céac thong tin sau:
a) tham khao tiéu chuén nay;
b) t4t c& cac chi tiét can thiét d& nhan biét day di vé mau;
c) ky thuat va moi trudng phan 1ap da s dung;
d) méi trudng va phép thir xac nhan da s dung;
e) thai gian, nhiét dé va diéu kién nudi cay;
f) két qua biéu thi theo diéu 9;

g) cac théng tin khac lién quan dén phuang phap.

10



TCVN 6187-1 : 1996

Phu luc A
(Tham khao)

Théng tin sau hon vé vi sinh hoc lién quan téi kiém tra nuéc déi v6i nhém vi khudn coliform

Déi v6i cac muc dich kiém tra nudc hang ngay, nhém vi khuén coliform cé thé dudc mé ta bang cac

thuat ngtr vi sinh chung, khéng mang tinh phan loai hoc, nhu sau:

Cac vi khuan coliform la cac vi khudn hinh que (dang thang), gram am, khong c6 bao t&, oxidaza -
am tinh; chang c6 kha nang sinh trudng hiéu khi va ki khi khéng bat budc trong su c6 mat clia mudi
mat (hodc céac yéu t6 tac dong bé mat khac cé dac tinh (e ché sinh trudng tuong tu). Chiang ciing cé
thé Ién men lactoza (va mannit) kém theo tao thanh axit, khi, va andehyt trong vong 48 gid, khi nudi
c8y & nhiét do tir 35°C t6i 37°C.

Cac vi khuan coliform chiu nhiét la cac vi khuén coliform cho thdy cé cling kha nang Ién men va cac
d&c tinh sinh hoa khi nuéi cdy & nhiét d6 tir 44°C dén 44,5°C. E. coli gia dinh 1a cac vi khuan coliform

chiu nhiét, ching ciing c6 kha nang sinh indol tir tryptophan.

E. Coli c6 thé dudc xem 1a E. coli gia dinh, ching ciing cho mét két quéa duong tinh trong phép thi
metyl @4 va c6 thé loai cacboxyl clia axit glutamic, nhung chiing khéng c6 kha ning tao ra metyl
axetyl cacbinol, st dung xitrat nhu ngudn cacbon duy nhéat, hodc sinh trudng trong canh thang kali
xyanua (KCN).

11
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Phu luc B

(tham khao)

M&i trudng nudi cay, thudc thir va dich pha loang

M@i truang phan lap
Thach lactoza TTC c6 Tegitol 7

Méi trudng co ban

Lactoza

Pepton

Cao men

Canh thit
Bromothymol xanh
Thach

Nudc cat

2049

109

6g

59

0,05¢

tr 16 dén 25g 1)
1.000 ml

1) Phu thudc vao do bén gel clia thach

Hoa tan céac thanh phan trong nudc séi. Néu can thiét diéu chinh pH sao cho sau khi khir trung cé pH

7,2 £ 0,2. Cho méi trudng vao chai 100 ml va khr truing trong néi hap ap luc 6 121°C + 1°C trong 15

phut.

Dung dich TTC

2, 3, 5 - Tryphenol-tetrazo clorua (TTC)
Nudc cat

0,059
100 ml

Hoa tan TTC trong mét it nuGc va thém nudc dén 100 ml. Khir tring bang cach loc qua mét mang loc

c6 kich thu6c 16 < 0,2 um.

Dung dich Tegitol 7

Tegitol 7
Nudc cat

0,2g
100 ml

Hoa tan Tegitol 7 trong mét it nudc va thém nudc dén 100 ml. Khit tring trong ndi hdp ap luc &

121°C + 1°C trong 15 phdt.

12
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M@i trudng hoan chinh

Méi trudng nén 100 ml
Dung dich TTC 5ml
Dung dich Tegitol 7 5ml

Lam tan moi trudng nén va lam ngudi xudng 45°C dén 50°C. Thém dung dich TTC va Tegitol 7.
Khudy k§ nhung tranh dé tao bot sau méi Ian thém. Cho vao dia petri mot 16p mai trudng day khoang

5 mm. N&u khéng dung ngay, bdo quan & 4°C trong chd t6i nhung khéng quéa 10 ngay.

Thach lactoza c6 Tegitol 7

Pepton 5¢g
Cao men 39
Lactoza 1049
Tegqitol 7 0,1 ml
Bromothymol xanh 0,025¢
Thach 15¢
Nudc cat 1.000 ml

Hoa tan cac thanh phan trong nuéc. Cho vao chai 100 ml va hap ap luc 6 121°C + 1°C trong 15 phut.
pH cubi cuing phai 1a 6,9 + 0,2. D& sl dung, lam tan va cho vao cac dia petri mot I6p day khoang 5

mm. Béo quan & 4°C trong chd t6i nhung khéng qua 10 ngay.

Canh thang Teepol lam giau mang

Pepton 409
Cao men 6g
Lactoza 3049
Phenol dd (0,4% khéi lugng/khdi lugng) dung 50 ml
dich nuéc 4 ml
Teepol 610 1.000 ml
Nubc cat

Thém pepton va cao men vao nuéc va ding hoi néng dé hoa tan. Thém lactoza, phenol dd va sau
cuing 1a Teepol, khudy nhe dé tranh tao bot. pH sau khi khr tring phai tir 7,4 dén 7,5, dé dat dudc
pH nay c6 thé diéu chinh pH trudc khi khir tring la 7,6. Cho vao chai c6 nut xody va hap trong ndi
hap ap luc & 110°C dén 115°C trong 10 phut.

13



TCVN 6187-1 : 1996

Mang canh thang sunfat lauryl

Pepton 409
Cao men 6g
Lactoza 30¢g
Phenol dd (0,4% khaéi luong/khdi luong) trong 50 ml
nuéc

19
Natri lauryl sunfat rat tinh khiét 1000 ml
Nudc cat

Cho céac thanh phan vao nudc va khudy nhe dé tranh tao bot. pH cudi phai la 7,4 dén 7,5, néu can
c6 thé diéu chinh pH dén khoang 7,6 trudc khi khir tring dé dat dudgc do pH néi trén, phan phéi vao
chai cé nut xoay va hap ap luc 3 110°C dén 115°C trong 10 phdt.

Méi truong Endo

Canh bao - Fuchsin kiém c6 thé gay ung thu

Tryptoza 1049
Thio pepton 59
Trypticase (casiton hoac trypton) 5¢g
Cao men 1,59
Lactoza 12,59
Natri clorua 59
Dikali hydro photphat 4,375 g
Kali dihydro photphat 1,375 ¢
Natri lauryl sunfat 0,059
Natri desoxycolat 0,1g
Natri sunfat 2149
Fuchsin nén 1,059
Nudc cat 1000 ml

Hoa tan cac thanh phan trong nuéc c6 chira 20 ml cén (etanola) 95% (thé tich). Khéng hap ap luc
nhung phai dun dén soéi. LAy ra va lam ngudi dén 45°C - 50°C. pH cudi cling phai la 7,2 + 0,2. Béo
quan mai trudng nay 6 40C & ché t6i va vit bd moi trudng khéng st dung sau 4 ngay.

Chu thich 9 - C6 thé l1am d&c méi trudng nay bang cach thém 12 g/l - 15 g/l thach trudc khi dun sbi.
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Canh bao - Fuchsin nén cé thé gay ung thu

TCVN 6187-1 : 1996

Cao men 1,29
Trypicase (casiton hodc tryptone) 3,79
Thiopepton 3,79
Tryptoza 759
Lactoza 944
Dikali hydro photphat 3,39
Natri dihydro photphat 109
Natri clorua 3,79
Natri lauryl sunfat 0,149
Natri sunphit 0,059
Fuchsin nén 1649
Thach 08¢
Nuéc cat 15¢
1.000 ml

Hoa tan cac thanh phan trong nudc c6 chira 20 ml etanol 95% (néng d6 thé tich). Khéng hap bang
ndi hdp ap luc nhung phai dun dén soéi, lam ngudi dén 45°C dén 50°C va cho 4 ml vao dia petri nhd

(dudng kinh 60 mm). pH cudi cling phai la 7,2 + 0,2. B4o quan dia & 4°C trong ché t6i va loai bd moi

trudng khong dung sau hai tuan. Tranh anh sang mat trdi chiéu truc tiép.

Méi trudng mFC

Tryptoza 10,09
Proteose pepton No.3 hodc poly-pepton 5049
Cao men 3,09
Natri clorua 509
Lactoza 12,59
Mudi mat No.3 hodc hén hap mudi mat 159
Anilin xanh 019
Nudc cat 1000 ml

Hydrat hoa lai trong nuGc cat da chira 10 ml axit rosolic 1% trong NaOH néng d6 0,2 mol/l. Bun néng
moi trudng dén diém s6i. L4y ra lam ngudi xuéng 45°C dén 50°C. Khong kh( tring bang néi hap ap
luc. pH cudi cung phai la 7,4 + 0,2. Bdo quan méi trudng cudi cung nay & nhiét do tir 20C dén 100C
va d6 bat ky méi trudng nao khéng sl dung sau 96 gid.

Cha thich
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10) C6 thé lam dac méi trudng nay bang cach thém 1,2% dén 1,5% thach trudc khi dun soi;

11) Axit rosolic s& phan huy néu kh(r triing trong néi ap luc. Dung dich géc can phai bao quan trong
chd t6i tir 2°C dén 10°C va loai bb sau hai tuan, ho&c loai bd s6m hon néu mau cta dung dich

chuyén ti mau dé sdm dén nau duc.
Mai trudng khéng dinh

NuGc pepton lactoza (dé kiém tra su sinh khi)

Pepton 109
Natri clorua 59
Lactoza 109
Phenol dd (0,4% khéi lugng/khéi lugng) dung 2,5 ml
dich nuéc (10 mi)
(hoac chi thi Andrad) 1000 mi
Nudc cat

Hoa tan cac thanh phan trong nudc va diéu chinh pH dén 7,5 + 0,2. Thém chi thi phenol dé va lay 5
ml vao 6ng nghiém chia &ng Ién men 16n ngudc (Durham). C6 thé lam cach khac bang cach diéu
chinh pH tir 6,8 dén 7,0 va thém chi thi Andrad. Hap trong néi ap luc & 110°C trong 10 phut. C6 thé
hap bang hoi trong 3 ngay lién tuc, mdi ngay 20 phut. Kiém tra mic dd khit tring bang cach ¢ & nhiét
do 37°C trong 24 gid. Piéu quan trong la phai ddm béo sau khi hap ap luc va trude khi s&f dung, 6ng
Durham phai dudc chita day hoan toan méi trudng. Néu khong c6 thé nhan dudc viéc sinh khi do két

qud phan (ing duong tinh gia.
Chat chi thi Andrad

Chat chi thi nay dugdc chudn bi béng cach hoa tan 0,5 g axit fuchsin trong 100 ml nuéc cat. Thém 17
ml dung dich natri hydroxit (1 mol/l) va dé & nhiét dé6 phong qua dém. Sang ngay hém sau dung dich
phai chuyén thanh mau vang nhat. Néu dung dich c6 mau hdi nau, thém mét it dung dich natri
hydroxit va lai d& yén. Dung dich nay c6 tinh kifm manh va phai diéu chinh pH clia méi trudng

thudng xuyén dé c6 pH khoang 6,8.
Nuéc trypton (dé thir phan (ng sinh indol)

Lugng pepton nhat dinh cho két quéa thich hgp trong phép thr  35°C hoac 37°C lai khdong du cho
phép thit indol & 44°C. Lugng tryptol thich hdp nén diing nhu sau

Trypton 20¢
Natri clorua 59
Nudc cat 1000 ml
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Hoa tan cac thanh phan trong nuéc va diéu chinh pH dén 7,5. Lay 5 ml va hap & ndi hdp ap luc &
115°C trong 10 phdt.

Chu thich 12 - Viéc thém 0,1% (thé tich) D ho#c DL tryptophan cé thé cai thién dudc dac tinh cla
méi trudng

Canh thang manitol Lauryl trytoza c6 tryptophan

(M@i trudng 6ng don dé kiém tra ca sinh khi va indol)

Tryptoza 20¢
Manitol 59
Natri clorua 59
Dikali hydro photphat 2,75¢g
Kali dihydro photphat 2,759
Natri Lauryl sunfat 0,19
L (-) tryptophan 0,2g
Nudc cat 1000 ml

Thém trypto, natri clorua, manitol, photphat va tryptophan vao nudc va dun néng dé hoa tan. Thém
natri lauryl sunfat va khudy nhe dé tranh tao bot. Diéu chinh pH dén 6,8 + 0,2. Lay 5 ml vao 6ng

chlra 6ng 1én mén 14t ngudc & phia trong (durham). Hap ap luc & 115°C trong 10 phut.
Thudc thd

Thudc tht Kovac dé thit indol

p - dimetylaminbezandehyt 5¢g
Amyl alcol (khéng chira cac géc hiiu co) 75 ml
Axit clohydric (p = 1,18 g/ml) 25 ml

Hoa tan andehyt trong amyl alcol. Can than thém axit ddm d&c vao. Bao quan & 4°C tranh anh sang.

Chu thich 13 - Thuéc thi phai c6 mau vang nhat dén mau nau; moét s mau amyl alcol khéng phu

hdp va cho mau téi vGi andehyt.

Thudc thir oxidaza

Tetrametyl - p - phenylenediamin hydro clorua 0,1g
Nudc cat 10 ml

Thudc thr nay khéng bén nén chi chuan bi mét ludng nho trude khi st dung theo yéu cau.

Dich pha loang
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Dich pha loang pepton (0,1%)

Pepton
Nudc cat

1,09
1000 ml

Hoa tan pepton trong khodng 950 ml nu6c. Diéu chinh pH cla dung dich bang dung dich natri

hydroxit hodc axit clohydric (1 mol/l) sao cho sau khi khit truing pH phai 7,0 £ 0,1. Thém nu6c dén

1000 ml, phan chia theo cac thé tich thich hap va hap ap luc 6 121°C + 1°C trong 15 phit.

Dung dich Ringer - néng dé mét phan tu

Natri clorua

Kali clorua

Canxi clorua khan
Natri bicacbonat
Nudc cat

2259
0,105¢g
0,12g
0,05¢
1000 ml

Hoa tan cac thanh phan va phan chia theo cac thé tich thich hgp. Khit tring bang cach hap 6 121°C

+1°C trong 15 phut. pH sau khi khit trung phaila 7,0 + 0,1.

Dung dich dém photphat

Kali dihydro photphat

Magie clorua

Nudc cat

42,5 mg
190 mg
1000 ml

Chuan bi

a) dung dich photphat

Hoa tan 34 g photphat trong 500 ml nuc cat. Diéu chinh pH dén 7,2 + 0,5 bang dung dich natri

hydroxit (1 mol/l) va thém nudc cat dén 1000 ml;
b) dung dich magie clorua
Hoa tan 38 g magie clorua trong 1000 ml nuGc cét.

Dung dich cudi cung
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P& sl dung, thém 1,25 ml dung dich photphat va 5,0 ml dung dich magie clorua vao 1000 ml nuéc
cat. Phan chia theo céac thé tich thich hdp va kh{r tring bang cach hap ap luc & 121°C + 1°C trong 15
phat. pH sau khi kh(r tring phai la 7,0 £ 0,1.

Thach dinh dudng

Cao thit 1,09
Pepton 109
Natri clorua 59

Thach 159

Cho céac thanh phan vao nudc da dun néng dé hoa tan. Diéu chinh pH vé khoang 8,2 bang natri
hydroxit (1 mol/l) va dun séi trong 10 phat. Loc trong va diéu chinh pH tir 7,2 dén 7,4. Cho vao chai
dung tich 100 ml va h&p ap luc & 121°C + 1°C trong 15 phdt.
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