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T I ª u c h u È n  v I Ö t  n a m          tcvn 6187-1 : 1996 

 

 

 

ChÊt l−îng n−íc - Ph¸t hiÖn vµ ®Õm vi khuÈn coliform, vi 

khuÈn coliform chÞu nhiÖt vµ escherichia coli gi¶ ®Þnh. 

PhÇn 1: Ph−¬ng ph¸p mµng läc 

Water quality - Detection and enumeration of coliform organisms thermotolerant coliform 

organisms and presumptive escherichiacoli. Part 1: Membrane filtration method 

 

1. Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn vµ ®Õm vi khuÈn coliform, vi khuÈn coliform chÞu 

nhiÖt vµ escherichia coli gi¶ ®Þnh cã trong n−íc sau khi läc qua mµng, tiÕp theo nu«i cÊy trong m«i 

tr−êng lactoza ph©n lËp (xem ISO 7704) vµ tÝnh to¸n sè l−îng cña chóng cã trong mÉu. 

Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ¸p dông cho tÊt c¶ c¸c lo¹i n−íc trõ n−íc cã c¸c chÊt l¬ lñng g©y ¶nh 

h−ëng ®èi víi viÖc läc hoÆc cã nhiÒu vi sinh vËt kh¸c cã thÓ g©y ¶nh h−ëng ®èi víi viÖc sinh tr−ëng. 

ViÖc lùa chän c¸c phÐp thö dïng ®Ó ph¸t hiÖn vµ x¸cnhËn c¸c vi khuÈn nhãm coliform, kÓ c¶ E.coli 

cã thÓ ®−îc xem nh− lµ mét phÇn cña d·y liªn tiÕp. Qui m« cña viÖc x¸c nhËn víi mét mÉu thö riªng 

biÖt mét phÇn tuú thuéc vµo b¶n chÊt cña mÉu n−íc, phÇn kh¸c tuú thuéc vµo môc ®Ých cña viÖc xÐt 

nghiÖm. Trªn thùc tÕ viÖc ph¸t hiÖn E.coli gi¶ ®Þnh nªu ë 3.3 th«ng th−êng ®Ó cung cÊp mét chøng 

cø cña sù míi bÞ nhiÔm ph©n. 
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2. Tiªu chuÈn trÝch dÉn 

- ISO 3696:1987 N−íc dïng trong phßng thÝ nghiÖm ph©n tÝch - Yªu cÇu kü thuËt vµ ph−¬ng ph¸p 

thö. 

- ISO 5667-1: 1980 ChÊt l−îng n−íc- LÊy mÉu. PhÇn 1: H−íng dÉn c¸c ph−¬ng ¸n lÊy mÉu 

- TCVN 5992: 1995 (ISO 5667-2: 1982 ChÊt l−îng n−íc - LÊy mÉu - H−íng dÉn c¸c kü thuËt lÊy 

mÉu) 

- TCVN 5993: 1995 (ISO 5667-3: 1985) ChÊt l−îng n−íc - LÊy mÉu. H−íng dÉn b¶o qu¶n vµ xö lý 

mÉu thö 

- ISO 6887:1983 ChÊt l−îng n−íc - Vi sinh vËt häc. H−íng dÉn chung vÒ chuÈn bÞ c¸c dung dÞch pha 

lo·ng ®Ó kiÓm tra vi sinh vËt. 

- ISO 7704:1985 ChÊt l−îng n−íc- §¸nh gi¸ mµng läc dïng ®Ó ph©n tÝch vi sinh. 

- ISO 8199:1980 ChÊt l−îng n−íc- H−íng dÉn chung c¸ch ®Õm vi sinh vËt b»ng c¸ch nu«i cÊy. 

3. §Þnh nghÜa 

Víi môc ®Ých cña tiªu chuÈn nµy, ¸p dông c¸c ®Þnh nghÜa sau: 

3.1 Vi khuÈn coliform - c¸c sinh vËt (vi khuÈn) cã kh¶ n¨ng t¹o thµnh c¸c khuÈn l¹c ë 350C ± 0,50C 

hoÆc 370C ± 0,50C trong ®iÒu kiÖn hiÕu khÝ trong mét m«i tr−êng lactoza nu«i cÊy chän läc kÌm theo 

viÖc t¹o thµnh axit (vµ andehyt) trong vßng 24 giê. 

3.2 C¸c vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt: c¸c vi khuÈn coliform nh− ®· nªu ë môc 3.1 cã cïng ®Æc tÝnh 

lªn men trong vßng 24 h, hoÆc ë 440C ± 0,250C , hoÆc ë 44,50C ± 0,250C . 

Chó thÝch- 

Do viÖc sinh khÝ kh«ng thÓ ph¸t hiÖn thÊy trªn c¸c mµng läc, nªn c¸cvi khuÈn thu ®−îc b»ng 

mµngläc kh«ng nhÊt thiÕt gièng nh− khi ph¸t hiÖn b»ng ph−¬ng ph¸p nhiÒu èng { cã sè x¸c xuÊt cao 

nhÊt (MPN)} 

3.3 escherichia coli (E.coli gi¶ ®Þnh): c¸c vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt nh− m« t¶ trong 3.2 chóng còng 

sinh khÝ tõ lactoza (vµ manitol) còng nh− sinh indol tõ tryptophan trong vßng 24 giê hoÆc ë 440C ± 

0,250C , hoÆc ë 44,50C ± 0,250C . 

4. Nguyªn t¾c 
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Läc mét l−îng mÉu thö qua mµng läc ®Ó gi÷ l¹i c¸c vi khuÈn, ®Æt mµng läc lªn m«i tr−êng nu«i cÊy 

th¹ch lactoza chän läc hoÆc mét miÕng ®Öm hÊp thô b·o hoµ b»ng m«i tr−êng láng chän läc chøa 

lactoza. 

Nu«i cÊy mµng läc trong 24 giê ë nhiÖt ®é 350C hoÆc 370C ®Ó ph¸t hiÖn vi khuÈn coliform, hoÆc ë 

440C ®Ó ph¸t hiÖn vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt. 

§Õm trùc tiÕp c¸c khuÈn l¹c ®Æc tr−ng ®−îc h×nh thµnh trªn mµng; CÊy kÕ tiÕp mét sè c¸c khuÈn l¹c 

nµy ®Ó thö nghiÖm x¸c nhËn vÒ viÖc sinh khÝ vµ indol. TÝnh to¸n sè vi khuÈn coliform, coliform chÞu 

nhiÖt vµ E.coli gi¶ ®Þnh cã trong 100 ml mÉu. 

5. M«i tr−êng nu«i cÊy, pha lo·ng vµ thuèc thö 

5.1 C¸c vËt liÖu chÝnh 

Sö dông c¸c thµnh phÇn víi chÊt l−îng ®ång nhÊt vµ c¸c ho¸ chÊt thuéc lo¹i ph©n tÝch ®Ó chuÈn bÞ 

m«i tr−êng nu«i cÊy vµ c¸c thuèc thö vµ theo h−íng dÉn trong phô lôc B. 

Th«ng tin vÒ b¶o qu¶n xem ISO 3199. Cã thÓ thay thÕ b»ng c¸ch dïng m«i tr−êng hoµn toµn kh« vµ 

ph¶i tu©n thñ nghiªm ngÆt h−íng dÉn cña nhµ s¶n xuÊt. 

§Ó chuÈn bÞ m«i tr−êng, dïng n−íc cÊt b»ng thiÕt bÞ cÊt n−íc b»ng thuû tinh hoÆc n−íc ®· khö ion 

kh«ng chøa c¸c chÊt cã thÓ øc chÕ sù sinh tr−ëng cña c¸c vi sinh vËt d−íi ®iÒu kiÖn thö theo ISO 

3696. 

5.2 DÞch pha lo·ng 

Nªn dïng mét trong c¸c dung dÞch trong phô lôc B ®Ó pha lo·ng mÉu.ChuÈn bÞ dÞch pha lo·ng cÇn 

theo h−íng dÉn ë phô lôc B. 

5.3 M«i tr−êng ph©n lËp 

Dïng mét hoÆc mét sè m«i tr−êng sau hoÆc ë d¹ng r¾n víi th¹ch hoÆc canh thang dïng ®Ó b·o hoµ 

chÊt ®Öm hÊp thô. H−íng dÉn ®Ó chuÈn bÞ m«i tr−êng theo phô lôc B. 

5.3.1 Th¹ch lactoza TTC víi Tegitol 7. 

5.3.2 Th¹ch lactoza víi Tegitol 7. 

5.3.3 Canh thang Teepol lµm giµu mµng. 

5.3.4 Canh thang lauryl sufat mµng. 
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5.3.5 M«i tr−êng Endo. 

5.3.6 Th¹ch LES Endo. 

5.3.7 M«i tr−êng mFC. 

5.4 M«i tr−êng kh¼ng ®Þnh 

Dïng mét hoÆc mét sè m«i tr−êng sau. 

5.4.1 M«i tr−êng ®Ó kiÓm tra sù sinh khÝ 

N−íc pepton lactoza. 

5.4.2 M«i tr−êng ®Ó kiÓm tra sù sinh indol 

N−íc trypton. 

5.4.3 M«i tr−êng èng ®¬n ®Ó kiÓm tra sinh khÝ vµ indol 

Canh thang manitol lauryl trypto víi tryptophan. 

5.5 Thuèc thö 

5.5.1 Thuèc thö kovac ®Ó thö indol 

5.5.2 Thuèc thö oxidaza dïng cho phÐp thö oxidaza. 

6. ThiÕt bÞ 

ThiÕt bÞ phßng thÝ nghiÖm vi sinh th«ng th−êng gåm:  

6.1 Tñ sÊy ®Ó khö trïng kh« vµ mét nåi hÊp ¸p lùc 

Trõ c¸c thiÕt bÞ ®· ®−îc v« trïng s½n, dông cô thuû tinh vµ c¸c trang bÞ kh¸c cÇn ph¶i khö trïng theo 

chØ dÉn ®· nªu trong ISO 8199. 

6.2 Tñ Êm hoÆc nåi c¸ch thuû kiÓm tra ®−îc nhiÖt ®é ë 350C ± 0,50C hoÆc ë 370C ± 0,50C . 

6.3 Tñ Êm hoÆc nåi c¸ch thuû kiÓm tra ®−îc nhiÖt ®é ë 440C ± 0,250C hoÆc 44,50C ± 0,250C . 

6.4 pH mÐt 

6.5 Dông cô läc mµng 
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6.6 Mµng läc, th«ng th−êng cã ®−êng kÝnh 47 mm hoÆc 50 mm, cã ®Æc tÝnh läc t−¬ng ®−¬ng víi lç cã 

®−êng kÝnh danh ®Þnh lµ 0,45 µm, nÕu ch−a ®−îc khö trïng th× ph¶i khö trïng theo h−íng dÉn cña 

nhµ s¶n xuÊt  

6.7 KÑp ®Ó gi÷ mµng läc 

7. LÊy mÉu 

LÊy mÉu vµ chuyÓn vÒ phßng thÝ nghiÖm theo ISO 8199, ISO 5667-1, TCVN 5992-1995 (ISO 5667-

2) vµ TCVN 5993-1995 (ISO 5667-3). 

8 C¸ch tiÕn hµnh 

8.1 ChuÈn bÞ mÉu thö, läc vµ cÊy vµo m«i tr−êng 

§Ó chuÈn bÞ mÉu, pha lo·ng, läc vµ m«i tr−êng cÊy ph©n lËp theo h−íng dÉn nªu trong ISO 8199 vµ 

ISO 6887. 

8.1.1 §èi víi vi khuÈn coliform , tiÕn hµnh läc mét l−îng mÉu hoÆc dÞch pha lo·ng cña nã qua mét 

mµng läc. §Æt vµo m«i tr−êng ®· chän nh−ng ph¶i ®¶m b¶o kh«ng t¹o thµnh bät kh«ng khÝ ë d−íi 

mµng. 

8.1.2 §èi víi vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt, tiÕn hµnh läc mét l−îng mÉu hoÆc dÞch pha lo·ng cña nã 

qua mét mµng läc. §Æt vµo m«i tr−êng ®· chän nh−ng ph¶i ®¶m b¶o kh«ng t¹o thµnh bät kh«ng khÝ 

ë d−íi mµng. 

Chó thÝch 2 - ThÓ tÝch mÉu läc ®−îc ph¶i gièng nh− thÓ tÝch mÉu trong 8.1.1. 

8.2 Nu«i mµng läc 

8.2.1 §èi víi vi khuÈn coliform, nu«i mµng läc tõ 18 giê ®Õn 24 giê ë 350C ± 0,50C hoÆc ë 370C ± 

0,50C . 

8.2.2 §èi víi vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt, nu«i mµng läc tõ 18 giê ®Õn 24 giê ë 440C ± 0,250C hoÆc 

44,50C ± 0,250C . 

Chó thÝch 

3) Nãi chung cïng mét m«i tr−êng cã thÓ dïng ®Î khö c¶ vi khuÈn coliform lÉn vi khuÈn coliform chÞu 

nhiÖt nh−ng chØ dïng m«i tr−êng m FC ë 440C vµ chØ dïng m«i tr−êng Endo vµ LES Endo ë 350C 

hoÆc 370C; 
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4) Giai ®o¹n nu«i 4 giê ®Çu nªn gi÷ nhiÖt ®é thÊp 300C ®Ó lµm nh÷ng vi khuÈn cè sèng l¹i, ®Æc biÖt 

®èi víi viÖc xÐt nghiÖm n−íc uèng. 

8.3 KiÓm tra mµng läc 

8.3.1 Vi khuÈn coliform 

KiÓm tra mµng läc vµ ®Õm tÊt c¶ c¸c khuÈn l¹c vi khuÈn coliform gi¶ ®Þnh, kh«ng kÓ kÝch th−íc thÊy 

®−îc sau khi ñ ë 350C hoÆc 370C víi c¸c ®Æc tÝnh sau ®©y: 

- Trªn m«i tr−êng th¹ch TTC lactoza víi Tegitol (5.3.1): mµu vµng, da cam hoÆc hoÆc ®á g¹ch víi 

vßng s¸ng trung t©m mµu vµng trong m«i tr−êng d−íi mµng; 

-Trªn m«i tr−êng th¹ch lactoza víi Tegitol (5.3.2): víi vßng s¸ng trung t©m mµu vµng trong m«i 

tr−êng d−íi mµng; 

- Trªn mµng canh thang Teepol ®−îc lµm giµu (5.3.3): mµu vµng lan réng trªn mµng läc; 

- Trªn mµng canh thang sufat Lauryl (5.3.4): mµu vµng lan réng trªn mµng läc; 

- Trªn th¹ch Endo hoÆc canh thang (5.3.5): mµu ®á sÉm víi ¸nh kim lo¹i xanh vµng; 

- Trªn th¹ch LES Endo (5.3.6): mµu ®á sÉm víi ¸nh kim lo¹i xanh vµng; 

8.3.2 Vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt 

TÊt c¶ c¸c bµo tö sau khi nu«i ë 440C cã biÓu hiÖn cïng mét ®Æc tÝnh bµo tö cã mµu xanh nh− m« t¶ 

ë 8.3.1 víi m«i tr−êng mFC (5.3.7) th× ®−îc coi lµ vi khuÈn coliform gi¶ ®Þnh chÞu nhiÖt. 

8.4 Thö kh¼ng ®Þnh 

§iÒu quan träng cÇn l−u ý lµ viÖc ®Õm c¸c bµo tö trªn mµng läc ë 350C hoÆc 370C vµ 440C chØ lµ kÕt 

qu¶ coliform gi¶ ®Þnh. Khi viÖc sinh khÝ kh«ng ph¸t hiÖn ®−îc, cã thÓ lµ cã mét gi¶ ®Þnh kh¸c lµ c¸c vi 

khuÈn t¹o thµnh khuÈn l¹c cã thÓ t¹o ra  khÝ tõ lactoza. ThÝ dô ®èi víi n−íc th« hoÆc n−íc ®· ®−îc 

xö lý s¬ bé th× ®iÒu nµy còng cã thÓ lµ ®ñ nh−ng ®èi víi n−íc uèng vµ c¸c tr−êng hîp kh¸c, ®iÒu 

quan träng lµ tiÕn hµnh thö kh¼ng ®Þnh, tèt h¬n hÕt lµ trªn c¸c chñng cÊy thuÇn khiÕt. 

8.4.1 CÊy truyÒn, nu«i vµ kiÓm tra 

8.4.1.1. Vi khuÈn coliform 

§Ó kh¼ng ®Þnh kÕt qu¶, cÊy truyÒn mçi khuÈn l¹c (8.3.1) hoÆc mét sè ®¹i diÖn cña chóng vµo èng 

n−íc pepton lactoza (5.4.1) vµ nu«i ë 350C hoÆc 370C trong 48 giê, viÖc sinh khÝ trong thêi gian nµy 

chøng tá cã vi khuÈn coliform. 
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8.4.1.2 Vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt vµ E. Coli gi¶ ®Þnh 

§Ó x¸c ®Þnh vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt vµ E. Coli gi¶ ®Þnh trªn mµng ®−îc nu«i ë 440C hoÆc 350C 

hoÆc 370C, cÊy truyÒn mçi khuÈn l¹c (8.3.2) hoÆc mét sè ®¹i diÖn cña chóng vµo èng n−íc pepton 

lactoza vµ nu«i ë 440C trong 24 giê. ViÖc sinh khÝ trong n−íc pepton lactoza kh¼ng ®Þnh sù cã mÆt 

cña vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt vµ viÖc t¹o nªn mµu ®á trªn bÒ mÆt m«i tr−êng nu«i cÊy n−íc 

trypton sau khi thªm 0,2 ml ®Õn 0,3 ml thuèc thö Kovac (5.5.1) kh¼ng ®Þnh sù cã mÆt cña E. Coli gi¶ 

®Þnh. 

Chó thÝch 

5) ViÖc sö dông canh thang manitol trypto lauryl cã tryptophan cho phÐp ph¸t triÓn c¶ sinh khÝ vµ 

indol trong èng ®¬n; 

6) ViÖc ph¸t hiÖn E. Coli gi¶ ®Þnh ®−îc xem nh− chøng cø ch¾c ch¾n vÒ sù « nhiÔm ph©n; 

7) Khi cÊy truyÒn c¸c khuÈn l¹c trªn mµng vµo èng m«i tr−êng kh¼ng ®Þnh, tèt nhÊt còng nªn cÊy lªn 

®ã mét ®Üa m«i tr−êng th¹ch dinh d−ìng ®Ó thö oxidaza. 

8.5 Thö oxidaza 

Mét vµi chñng vi khuÈn t×m thÊy trong n−íc cã thÓ phï hîp víi ®Þnh nghÜa vi khuÈn coliform ë hÇu hÕt 

khÝa c¹nh, nh−ng chóng chØ cã thÓ sinh khÝ tõ lactoza ë nhiÖt ®é d−íi 370C. Do ®ã chóng cho c¸c kÕt 

qu¶ thö ©m tÝnh trong c¸c phÐp thö kh¼ng ®Þnh chuÈn ®èi víi c¸c vi khuÈn coliform vµ sù hiÖn diÖn 

cña chóng trong n−íc th−êng kh«ng ®¸ng kÓ. C¸c chñng aeromonas xuÊt hiÖn mét c¸ch tù nhiªn 

trong n−íc sinh tr−ëng tèt nhÊt ë nhiÖt ®é tõ 300C ®Õn 350C nh−ng kh«ng bao giê sinh axit vµ khÝ tõ 

lactoza ë 370C. Cã thÓ nhËn biÕt chóng trong nhãm vi khuÈn coliform b»ng ph¶n øng oxidaza d−¬ng 

tÝnh. 

8.5.1 TiÕn hµnh thö oxidaza b»ng c¸ch cÊy truyÒn thuÇn khiÕt tõ c¸c vi khuÈn lªn men lactoza, ph¸t 

triÓn trªn m«i tr−êng th¹ch dinh d−ìng nh− sau: 

cho 2 ®Õn 3 giät thuèc thö oxidaza võa míi chuÈn bÞ lªn giÊy läc trong ®Üa Petri  

b»ng que cÊy thuû tinh, tÈm b«ng hoÆc que cÊy cã d©y b¹ch kim (kh«ng ph¶i lo¹i nicrom), dµn máng 

mét Ýt mÉu cÊy lªn giÊy läc (xem chó thÝch 7)  

sù xuÊt hiÖn mµu xanh thÉm trong vßng 10 gi©y lµ thÓ hiÖn ph¶n øng d−¬ng tÝnh.  

Chó thÝch 8 _ Trong mçi tr−êng hîp sö dông thuèc thö oxidaza cÇn tiÕn hµnh kiÓm tra thö b»ng c¸ch 

cÊy c¸c vi khuÈn ®· biÕt ph¶n øng d−¬ng tÝnh (pseudomonas aeruginosa) vµ ph¶n øng ©m tÝnh (E. 

Coli). 
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9 BiÓu thÞ kÕt qu¶ 

Tõ sè c¸c khuÈn l¹c ®Æc tr−ng ®Õm ®−îc trªn mµng läc cã tÝnh ®Õn kÕt qu¶ cña phÐp thö kh¼ng ®Þnh 

®· nhËn ®−îc, tÝnh sè vi khuÈn coliform, vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt vµ E. Coli gi¶ ®Þnh cã trong 100 

ml mÉu theo ISO 8199, ®iÒu 8.4 theo c«ng thøc: 

1VB
FVNA

C s

×
×××

=  

trong ®ã 

C lµ sè bµo tö ®−îc kh¼ng ®Þnh, tÝnh trong 100 ml;  

A lµ sè bµo tö thùc ®−îc kh¼ng ®Þnh; 

B lµ sè bµo tö ®−îc cÊy truyÒn ®Ó thö kh¼ng ®Þnh; 

N lµ sè c¸c bµo tö ®Æc tr−ng trªn mµng (8.3.1 vµ 8.3.2); 

V1 lµ thÓ tÝch thö cña mÉu n−íc ®−îc läc (8.1 vµ 8.1.2); 

Vs lµ thÓ tÝch chuÈn ®Ó tÝnh kÕt qu¶ (100 ml); 

F lµ hÖ sè pha lo·ng. 

10 B¸o c¸o kÕt qu¶ 

B¸o c¸o kÕt qu¶ cÇn bao gåm c¸c th«ng tin sau: 

a) tham kh¶o tiªu chuÈn nµy;  

b) tÊt c¶ c¸c chi tiÕt cÇn thiÕt ®Ó nhËn biÕt ®Çy ®ñ vÒ mÉu;  

c) kü thuËt vµ m«i tr−êng ph©n lËp ®· sö dông;  

d) m«i tr−êng vµ phÐp thö x¸c nhËn ®· sö dông;  

e) thêi gian, nhiÖt ®é vµ ®iÒu kiÖn nu«i cÊy;  

f) kÕt qu¶ biÓu thÞ theo ®iÒu 9;  

g) c¸c th«ng tin kh¸c liªn quan ®Õn ph−¬ng ph¸p.  
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Phô lôc A 

(Tham kh¶o) 

Th«ng tin s©u h¬n vÒ vi sinh häc liªn quan tíi kiÓm tra n−íc ®èi víi nhãm vi khuÈn coliform 

 

§èi víi c¸c môc ®Ých kiÓm tra n−íc hµng ngµy, nhãm vi khuÈn coliform cã thÓ ®−îc m« t¶ b»ng c¸c 

thuËt ng÷ vi sinh chung, kh«ng mang tÝnh ph©n lo¹i häc, nh− sau: 

C¸c vi khuÈn coliform lµ c¸c vi khuÈn h×nh que (d¹ng th¼ng), gram ©m, kh«ng cã bµo tö, oxidaza - 

©m tÝnh; chóng cã kh¶ n¨ng sinh tr−ëng hiÕu khÝ vµ kÞ khÝ kh«ng b¾t buéc trong sù cã mÆt cña muèi 

mËt (hoÆc c¸c yÕu tè t¸c ®éng bÒ mÆt kh¸c cã ®Æc tÝnh øc chÕ sinh tr−ëng t−¬ng tù). Chóng còng cã 

thÓ lªn men lactoza (vµ mannit) kÌm theo t¹o thµnh axit, khÝ, vµ andehyt trong vßng 48 giê, khi nu«i 

cÊy ë nhiÖt ®é tõ 350C tíi 370C. 

C¸c vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt lµ c¸c vi khuÈn coliform cho thÊy cã cïng kh¶ n¨ng lªn men vµ c¸c 

®Æc tÝnh sinh ho¸ khi nu«i cÊy ë nhiÖt ®é tõ 440C ®Õn 44,50C. E. coli gi¶ ®Þnh lµ c¸c vi khuÈn coliform 

chÞu nhiÖt, chóng còng cã kh¶ n¨ng sinh indol tõ tryptophan. 

E. Coli cã thÓ ®−îc xem lµ E. coli gi¶ ®Þnh, chóng còng cho mét kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh trong phÐp thö 

metyl ®á vµ cã thÓ lo¹i cacboxyl cña axit glutamic, nh−ng chóng kh«ng cã kh¶ n¨ng t¹o ra metyl 

axetyl cacbinol, sö dông xitrat nh− nguån c¸cbon duy nhÊt, hoÆc sinh tr−ëng trong canh thang kali 

xyanua (KCN). 
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Phô lôc B 

(tham kh¶o) 

M«i tr−êng nu«i cÊy, thuèc thö vµ dÞch pha lo·ng 

 

M«i tr−êng ph©n lËp 

Th¹ch lactoza TTC cã Tegitol 7 

M«i tr−êng c¬ b¶n 

Lactoza 

Pepton 

Cao men 

Canh thÞt 

Bromothymol xanh 

Th¹ch  

N−íc cÊt 

20 g 

10 g 

6 g 

5 g 

0,05 g 

tõ 16 ®Õn 25 g 1) 

1.000 ml 

1) Phô thuéc vµo ®é bÒn gel cña th¹ch 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trong n−íc s«i. NÕu cÇn thiÕt ®iÒu chØnh pH sao cho sau khi khö trïng cã pH 

7,2 ± 0,2. Cho m«i tr−êng vµo chai 100 ml vµ khö trïng trong nåi hÊp ¸p lùc ë 1210C ± 10C trong 15 

phót. 

Dung dÞch TTC 

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

N−íc cÊt 

0,05 g 

100 ml 

Hoµ tan TTC trong mét Ýt n−íc vµ thªm n−íc ®Õn 100 ml. Khö trïng b»ng c¸ch läc qua mét mµng läc 

cã kÝch th−íc lç < 0,2  µm. 

Dung dÞch Tegitol 7 

Tegitol 7 

N−íc cÊt 

0,2 g 

100 ml 

Hoµ tan Tegitol 7 trong mét Ýt n−íc vµ thªm n−íc ®Õn 100 ml. Khö trïng trong nåi hÊp ¸p lùc ë 

1210C ± 10C trong 15 phót. 
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M«i tr−êng hoµn chØnh 

M«i tr−êng nÒn 

Dung dÞch TTC 

Dung dÞch Tegitol 7 

100 ml

5 ml

5 ml

Lµm tan m«i tr−êng nÒn vµ lµm nguéi xuèng 450C ®Õn 500C. Thªm dung dÞch TTC vµ Tegitol 7. 

KhuÊy kü nh−ng tr¸nh ®Ó t¹o bät sau mçi lÇn thªm. Cho vµo ®Üa petri mét líp m«i tr−êng dµy kho¶ng 

5 mm. NÕu kh«ng dïng ngay, b¶o qu¶n ë 40C trong chç tèi nh−ng kh«ng qu¸ 10 ngµy. 

Th¹ch lactoza cã Tegitol 7 

Pepton 

Cao men 

Lactoza 

Tegitol 7 

Bromothymol xanh 

Th¹ch 

N−íc cÊt 

5 g 

3 g 

10 g 

0,1 ml 

0,025 g 

15 g 

1.000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trong n−íc. Cho vµo chai 100 ml vµ hÊp ¸p lùc ë 1210C ± 10C trong 15 phót. 

pH cuèi cïng ph¶i lµ 6,9 ± 0,2. §Ó sö dông, lµm tan vµ cho vµo c¸c ®Üa petri mét líp dµy kho¶ng 5 

mm. B¶o qu¶n ë 40C trong chç tèi nh−ng kh«ng qu¸ 10 ngµy. 

Canh thang Teepol lµm giµu mµng 

Pepton 

Cao men 

Lactoza 

Phenol ®á (0,4% khèi l−îng/khèi l−îng) dung 
dÞch n−íc 

Teepol 610 

N−íc cÊt 

40 g 

6 g 

30 g 

50 ml 

4 ml 

1.000 ml 

Thªm pepton vµ cao men vµo n−íc vµ dïng h¬i nãng ®Ó hoµ tan. Thªm lactoza, phenol ®á vµ sau 

cïng lµ Teepol, khuÊy nhÑ ®Ó tr¸nh t¹o bät. pH sau khi khö trïng ph¶i tõ 7,4 ®Õn 7,5, ®Ó ®¹t ®−îc 

pH nµy cã thÓ ®iÒu chØnh pH tr−íc khi khö trïng lµ 7,6. Cho vµo chai cã nót xo¸y vµ hÊp trong nåi 

hÊp ¸p lùc ë 1100C ®Õn 1150C trong 10 phót. 
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Mµng canh thang sunfat lauryl 

Pepton 

Cao men 

Lactoza 

Phenol ®á (0,4% khèi l−îng/khèi l−îng) trong 
n−íc 

Natri lauryl sunfat rÊt tinh khiÕt 

N−íc cÊt 

40 g 

6 g 

30 g 

50 ml 

1 g 

1000 ml 

Cho c¸c thµnh phÇn vµo n−íc vµ khuÊy nhÑ ®Ó tr¸nh t¹o bät. pH cuèi ph¶i lµ 7,4 ®Õn 7,5, nÕu cÇn 

cã thÓ ®iÒu chØnh pH ®Õn kho¶ng 7,6 tr−íc khi khö trïng ®Ó ®¹t ®−îc ®é pH nãi trªn, ph©n phèi vµo 

chai cã nót xo¸y vµ hÊp ¸p lùc ë 1100C ®Õn 1150C trong 10 phót. 

M«i tr−êng Endo 

C¶nh b¸o - Fuchsin kiÒm cã thÓ g©y ung th− 

Tryptoza 

Thio pepton 

Trypticase (casiton hoÆc trypton) 

Cao men 

Lactoza 

Natri clorua 

Dikali hydro photphat 

Kali dihydro photphat 

Natri lauryl sunfat 

Natri desoxycolat 

Natri sunfat 

Fuchsin nÒn 

N−íc cÊt 

10 g 

5 g 

5 g 

1,5 g 

12,5 g 

5 g 

4,375 g 

1,375 g 

0,05 g 

0,1 g 

2,1 g 

1,05 g 

1000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trong n−íc cã chøa 20 ml cån (etanola) 95% (thÓ tÝch). Kh«ng hÊp ¸p lùc 

nh−ng ph¶i ®un ®Õn s«i. LÊy ra vµ lµm nguéi ®Õn 450C - 500C. pH cuèi cïng ph¶i lµ 7,2  ± 0,2. B¶o 

qu¶n m«i tr−êng nµy ë 40C ë chç tèi vµ vøt bá m«i tr−êng kh«ng sö dông sau 4 ngµy. 

Chó thÝch 9 - Cã thÓ lµm ®Æc m«i tr−êng nµy b»ng c¸ch thªm 12 g/l - 15 g/l th¹ch tr−íc khi ®un s«i. 
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Th¹ch LES Endo 

C¶nh b¸o - Fuchsin nÒn cã thÓ g©y ung th− 

Cao men 

Trypicase (casiton hoÆc tryptone) 

Thiopepton 

Tryptoza 

Lactoza 

Dikali hydro photphat 

Natri dihydro photphat 

Natri clorua 

Natri lauryl sunfat 

Natri sunphit 

Fuchsin nÒn 

Th¹ch 

N−íc cÊt 

1,2 g 

3,7 g 

3,7 g 

7,5 g 

9,4 g 

3,3 g 

1,0 g 

3,7 g 

0,1 g 

0,05 g 

1,6 g 

0,8 g 

15 g 

1.000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trong n−íc cã chøa 20 ml etanol 95% (nång ®é thÓ tÝch). Kh«ng hÊp b»ng 

nåi hÊp ¸p lùc nh−ng ph¶i ®un ®Õn s«i, lµm nguéi ®Õn 450C ®Õn 500C vµ cho 4 ml vµo ®Üa petri nhá 

(®−êng kÝnh 60 mm). pH cuèi cïng ph¶i lµ 7,2 ± 0,2. B¶o qu¶n ®Üa ë 40C trong chç tèi vµ lo¹i bá m«i 

tr−êng kh«ng dïng sau hai tuÇn. Tr¸nh ¸nh s¸ng mÆt trêi chiÕu trùc tiÕp.  

M«i tr−êng mFC 

Tryptoza 

Proteose pepton No.3 hoÆc poly-pepton 

Cao men 

Natri clorua 

Lactoza 

Muèi mËt No.3 hoÆc hçn hîp muèi mËt 

Anilin xanh 

N−íc cÊt 

10,0 g 

5,0 g 

3,0 g 

5,0 g 

12,5 g 

1,5 g 

0,1 g 

1000 ml 

Hydrat ho¸ l¹i trong n−íc cÊt ®· chøa 10 ml axit rosolic 1% trong NaOH nång ®é 0,2 mol/l. §un nãng 

m«i tr−êng ®Õn ®iÓm s«i. LÊy ra lµm nguéi xuèng 450C ®Õn 500C. Kh«ng khö trïng b»ng nåi hÊp ¸p 

lùc. pH cuèi cïng ph¶i lµ 7,4 ± 0,2. B¶o qu¶n m«i tr−êng cuèi cïng nµy ë nhiÖt ®é tõ 20C ®Õn 100C 

vµ ®æ bÊt kú m«i tr−êng nµo kh«ng sö dông sau 96 giê. 

Chó thÝch 
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10) Cã thÓ lµm ®Æc m«i tr−êng nµy b»ng c¸ch thªm 1,2% ®Õn 1,5% th¹ch tr−íc khi ®un s«i; 

11) Axit rosolic sÏ ph©n huû nÕu khö trïng trong nåi ¸p lùc. Dung dÞch gèc cÇn ph¶i b¶o qu¶n trong 

chç tèi tõ 20C ®Õn 100C vµ lo¹i bá sau hai tu©n, hoÆc lo¹i bá sím h¬n nÕu mµu cña dung dÞch 

chuyÓn tõ mµu ®á sÉm ®Õn n©u ®ôc. 

M«i tr−êng kh¼ng ®Þnh 

N−íc pepton lactoza (®Ó kiÓm tra sù sinh khÝ) 

Pepton 

Natri clorua 

Lactoza 

Phenol ®á (0,4% khèi l−îng/khèi l−îng) dung 
dÞch n−íc 

(hoÆc chØ thÞ Andrad) 

N−íc cÊt 

10 g 

5 g 

10 g 

2,5 ml 

(10 ml) 

1000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trong n−íc vµ ®iÒu chØnh pH ®Õn 7,5 ± 0,2. Thªm chØ thÞ phenol ®á vµ lÊy 5 

ml vµo èng nghiÖm chøa èng lªn men lén ng−îc (Durham). Cã thÓ lµm c¸ch kh¸c b»ng c¸ch ®iÒu 

chØnh pH tõ 6,8 ®Õn 7,0 vµ thªm chØ thÞ Andrad. HÊp trong nåi ¸p lùc ë 1100C trong 10 phót. Cã thÓ 

hÊp b»ng h¬i trong 3 ngµy liªn tôc, mçi ngµy 20 phót. KiÓm tra møc ®é khö trïng b»ng c¸ch ñ ë nhiÖt 

®é 370C trong 24 giê. §iÒu quan träng lµ ph¶i ®¶m b¶o sau khi hÊp ¸p lùc vµ tr−íc khi sö dông, èng 

Durham ph¶i ®−îc chøa ®Çy hoµn toµn m«i tr−êng. NÕu kh«ng cã thÓ nhËn ®−îc viÖc sinh khÝ do kÕt 

qu¶ ph¶n øng d−¬ng tÝnh gi¶. 

ChÊt chØ thÞ Andrad 

ChÊt chØ thÞ nµy ®−îc chuÈn bÞ b»ng c¸ch hoµ tan 0,5 g axit fuchsin trong 100 ml n−íc cÊt. Thªm 17 

ml dung dÞch natri hydroxit (1 mol/l) vµ ®Ó ë nhiÖt ®é phßng qua ®ªm. S¸ng ngµy h«m sau dung dÞch 

ph¶i chuyÓn thµnh mµu vµng nh¹t. NÕu dung dÞch cã mµu h¬i n©u, thªm mét Ýt dung dÞch natri 

hydroxit vµ l¹i ®Ó yªn. Dung dÞch nµy cã tÝnh kiÒm m¹nh vµ ph¶i ®iÒu chØnh pH cña m«i tr−êng 

th−êng xuyªn ®Ó cã pH kho¶ng 6,8. 

N−íc trypton (®Ó thö ph¶n øng sinh indol) 

L−îng pepton nhÊt ®Þnh cho kÕt qu¶ thÝch hîp trong phÐp thö ë 350C hoÆc 370C l¹i kh«ng ®ñ cho 

phÐp thö indol ë 440C. L−îng tryptol thÝch hîp nªn dïng nh− sau 

Trypton 

Natri clorua 

N−íc cÊt 

20 g 

5 g 

1000 ml 
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Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trong n−íc vµ ®iÒu chØnh pH ®Õn 7,5. LÊy 5 ml vµ hÊp ë nåi hÊp ¸p lùc ë 

1150C trong 10 phót. 

Chó thÝch 12 - ViÖc thªm 0,1% (thÓ tÝch) D hoÆc DL tryptophan cã thÓ c¶i thiÖn ®−îc ®Æc tÝnh cña 

m«i tr−êng  

Canh thang manitol Lauryl trytoza cã tryptophan 

(M«i tr−êng èng ®¬n ®Ó kiÓm tra c¶ sinh khÝ vµ indol) 

Tryptoza 

Manitol 

Natri clorua 

Dikali hydro photphat 

Kali dihydro photphat 

Natri Lauryl sunfat 

L (-) tryptophan 

N−íc cÊt 

20 g 

5 g 

5 g 

2,75 g 

2,75 g 

0,1 g 

0,2 g 

1000 ml 

Thªm trypto, natri clorua, manitol, photphat vµ tryptophan vµo n−íc vµ ®un nãng ®Ó hoµ tan. Thªm 

natri lauryl sunfat vµ khuÊy nhÑ ®Ó tr¸nh t¹o bät. §iÒu chØnh pH ®Õn 6,8 ± 0,2. LÊy 5 ml vµo èng 

chøa èng lªn mªn lËt ng−îc ë phÝa trong (durham). HÊp ¸p lùc ë 1150C trong 10 phót. 

Thuèc thö 

Thuèc thö Kovac ®Ó thö indol 

p - dimetylaminbezandehyt 

Amyl alcol (kh«ng chøa c¸c gèc h÷u c¬) 

Axit clohydric (p = 1,18 g/ml) 

5 g 

75 ml 

25 ml 

Hoµ tan andehyt trong amyl alcol. CÈn thËn thªm axit ®Ëm ®Æc vµo. B¶o qu¶n ë 40C tr¸nh ¸nh s¸ng. 

Chó thÝch 13 - Thuèc thö ph¶i cã mµu vµng nh¹t ®Õn mµu n©u; mét sè mÉu amyl alcol kh«ng phï 

hîp vµ cho mµu tèi víi andehyt. 

Thuèc thö oxidaza 

Tetrametyl - p - phenylenediamin hydro clorua 

N−íc cÊt 

0,1 g 

10 ml 

Thuèc thö nµy kh«ng bÒn nªn chØ chuÈn bÞ mét l−îng nhá tr−íc khi sö dông theo yªu cÇu. 

DÞch pha lo·ng 



TCVN 6187-1 : 1996 
 

 
 
18

 

 

DÞch pha lo·ng pepton (0,1%) 

Pepton 

N−íc cÊt 

1,0 g 

1000 ml 

Hoµ tan pepton trong kho¶ng 950 ml n−íc. §iÒu chØnh pH cña dung dÞch b»ng dung dÞch natri 

hydroxit hoÆc axit clohydric (1 mol/l) sao cho sau khi khö trïng pH ph¶i 7,0 ± 0,1. Thªm n−íc ®Õn 

1000 ml, ph©n chia theo c¸c thÓ tÝch thÝch hîp vµ hÊp ¸p lùc ë 1210C ± 10C trong 15 phót. 

Dung dÞch Ringer - nång ®é mét phÇn t− 

Natri clorua 

Kali clorua 

Canxi clorua khan 

Natri bicacbonat 

N−íc cÊt 

2,25 g 

0,105 g 

0,12 g 

0,05 g 

1000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn vµ ph©n chia theo c¸c thÓ tÝch thÝch hîp. Khö trïng b»ng c¸ch hÊp ë 1210C 

± 10C  trong 15 phót. pH sau khi khö trïng ph¶i lµ 7,0 ± 0,1. 

Dung dÞch ®Öm photphat 

Kali dihydro photphat 

Magie clorua 

N−íc cÊt 

42,5 mg 

190 mg 

1000 ml 

ChuÈn bÞ 

a) dung dÞch photphat  

Hoµ tan 34 g photphat trong 500 ml n−íc cÊt. §iÒu chØnh pH ®Õn 7,2 ± 0,5 b»ng dung dÞch natri 

hydroxit (1 mol/l) vµ thªm n−íc cÊt ®Õn 1000 ml; 

b) dung dÞch magie clorua  

Hoµ tan 38 g magie clorua trong 1000 ml n−íc cÊt. 

Dung dÞch cuèi cïng 
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§Ó sö dông, thªm 1,25 ml dung dÞch photphat vµ 5,0 ml dung dÞch magie clorua vµo 1000 ml n−íc 

cÊt. Ph©n chia theo c¸c thÓ tÝch thÝch hîp vµ khö trïng b»ng c¸ch hÊp ¸p lùc ë 1210C ± 10C trong 15 

phót. pH sau khi khö trïng ph¶i lµ 7,0 ± 0,1. 

Th¹ch dinh d−ìng 

Cao thÞt 

Pepton  

Natri clorua 

Th¹ch 

1,0 g 

1,0 g 

5 g 

15 g 

Cho c¸c thµnh phÇn vµo n−íc ®· ®un nãng ®Ó hoµ tan. §iÒu chØnh pH vÒ kho¶ng 8,2 b»ng natri 

hydroxit (1 mol/l) vµ ®un s«i trong 10 phót. Läc trong vµ ®iÒu chØnh pH tõ 7,2 ®Õn 7,4. Cho vµo chai 

dung tÝch 100 ml vµ hÊp ¸p lùc ë 1210C ± 10C trong 15 phót. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


