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4 Djnh nghia

41 Lidén clu phan gia dinh: L4 cac vi khudn cho phan (mg duong tinh voi mdi trudng (6.2.1 va 6.2.2) gui

dinh trong phén nay cua tiéu chuan,

4.2 Lién ciu phan: L& cac vi khuan cho ph&n mg duong tinh v6i mdi truang (6.2.3) gui dinh trong phan nay

clia tiéu chudn va cho phan img am tinh trong phép thir catalaza.

5 Nguyén tac va phan (ng
5.1 Loc, nudi cay va dém

DEm lién céu phan dua trén viée lec mat thé tich xdc dinh cua mu nudc qua mdt mang loc ¢b kich thudc 16
(0,45 pm) thich hop dé€ giir lai cac vi khuan. Mang loc dutc Gat vao méi truting déc chon loc chira natri nitrua
(d& ngan su sinh trudng cia cac vi khudn Gram am) va 2,3,5 — triphenyltetrazoli clorua lién ciu phan sé khi
thudc nhudm khéng mau thanh tocmazan mau da.

Sau khi nuéi cdy 18t ca cac khudn lac da moc s& cho méu do, mau hat dé hoac mau hong, cac khuén lac

ho#c tir trung tam, hodc trong sudt toan b céc khudn tac duge dém la lign cdu phén gia dinh.

5.2 Khang dinh

C6 thé thir khang dinh trén méi trudng chon loc nlra néu thiy can.

Mbi truting khang dinh, thach mat asculin-nitrua, dugc nudi trong 48 git & nhiét d& 44°C. Lién ciu phan phét
irién trong mii truong nay va thdy phan asculin, san pham cudi cing, 6,7 - dihidroxycoumarin sé k&t hap vdi
ion st (1) cho hop chét mau nau vang t4i den va khudch 1an vas méi trudng.

Ngoai ra, tién hanh mét phép thl catalaza déi vai cac khudn lac nghi ngd trén méi truting khang dinh.

Nhimg khudn lac cho phan ing asculin dugng tinh va phép thir catalaza am tinh thi cé thé coi I lién
ciu phan.

6 Mbi trudng nubi cay va thuée thir
Canh bao: Tat ca cac méi trugng chen lge duge trinh bay trong tigu chuin nay déu chira natri
nitrua {NaN). Do chat nay rat dgc va co tinh géy dét bién, vi vay phal hét sirc cin than khi tiép
xic v&i né, dac biét tranh hit phai cac byl nhé treng khi pha ché cac méi trugng hoan chinh khé
dang ban san. Cac méi trudng chira nitrua khéng duge trén 1an véi cac axit vé co manh vi co thé
tao thanh chat déc hidro nitrua (HN;). Cac dung dich chira nitrua ciing cé thé tao thanh cac hop
chat gay nd khi tigp xuc véi cac dng dan bang kim loal, thi dy trong cac bén ria.
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Chat lugng nudc — Phat hién va dém khuén lién cau phan
Phan 2: Phuong phap mang loc

Waler qualily - Detection and enumeration of faecal streptococci
Fart 2: Method by membrane filtration

1 Phamvi ap dung

Tigu chudn nay qui dinh phuong phap dé phat hién va dém lién cdu khudn phan trong nudc bang cach loc
qua mandg.

2 Linhvuc ap dung

Phuong phap nay c6 thé &p dung ddi vai t&t ca cac loai nutic trir khi cé mdt luong 19n cac chat ¢a thé bi gil
lai bang mang loc.

3 Tiéu chuan trich dan

ISC 5667-1 Chdt lugng nude — L&y mau. Hudng ddn xay dung cac phugng an |8y mau;

TCVN 5992 : 1985 (IS0 5867-2) Chdt luong nudc — Lay mau. Hudng din ky thuat 18y méu;
TCVM 5893 : 1995 (ISO 5667-3) Chat luung nutic = Ldy mau. Hudng déﬂlbéﬂ quan va xU Iy mau;

I1SO 7704 Chdt lugng nudc - Banh gia mang loc dang dé phan tich vi sinh.
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8.1 CAc nguyan liéu chinh

D& cho két qua déng nhat trong khi pha ché céc méi truding cdn sir dung cac thanh phan cé chal lugng déng
nhat va cac hoa chal thudc loai phan tich hodc maéi truiing hoan chinh kha. Natri nitrua sé bi phan hiy theo
thei gian vi vay cac moi trudng khé chi co théi han sir dung nhit dinh. Chi ding nutc cét heac nude tinh khidt
co chdt luong twong dugng.

6.2 MGéi truting nubi cdy
6.2.1 Thach KF - sireptccoccus (Kenner)

8.2.1.1 Maitruoing cg ban

Proteose pepton - 10,049
Cao men 10,09
Matri clarua (NaCl) 50g

Matri glycerophatohat 10,09
Mantoza 20,0 g
Lactoza 1.0g
Matri nitrua (NaNa) 04g
Bromocresol tia [dung dich cdn etanol {15 g/l))] 1ml
Thach i2-20g"
Mg 1 000 mi

Hoa tan cac thanh phan trong nudc bang cach dun séi trong néi cach thiy.

Sau khi héa tan hoan todn, dun thém 5 phiit.

£1& nguai dén 50°C - 60°C.
8.2.1.2 Dung digh TTGC

2,35 - triphenyltetrazolium clorua 1g

Mude 100 mi

Hoa tan thude nhudm trong nutc bang cach lac.

' Theo hudng din ctia nka san xudt
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Khir tring bang cach loc {mang lec co kich thutc 150,22 um).
Bdo quan dung dich khoi tac dong cUa anh sang.

£.2.1.3 Dung dich hoan chinh

Dung dich coban (6.2.1.7) 1000 mi
Dung dich TTC (6.2.1.2) 10 ml

Thém dung dich TTC vao dung dich ¢o ban Ga dugc lam ngudi dén 50°C = B0°C. TTC kém bén vimg vai
nhigt vi vay tranh d€ qua nhigt 6o trén.

N&u cén, didu chinh pH dén 7,2 bang dung dich natri cachonat da khirtrung (100 all)..

Rét mdi truong vac dia petri dé co dugc db day mébi truang it nhat 2 mm va dé yén trén mot mat phang nam
ngang, chd mat. e

Cae dia nay co the bao quan dén 30 ngay trong chd 181 6 4°C = 203,
§.2.2 Thach m-enterococcus (Slanatz va Bartlay)

6.2.2.1 Méitring co ban

Tryploza 20,049
Cao men 5049
Glucoza 2040
Dikali hidrophotphat (KeHPO.) 4049
Matri nitrua (NaMa) 040
Thach 1500
Mudc 1000 mil

Hba tan cac thanh phin trong nude bang cach dun trong ndi cach thidy .
Sau khi hoa tan hoan toan dun thém 5 phil.

Lam ngudi dén 50°C + 60°C.
g.2.22 DungdichTTC
XemG.2.1.2.

6.2.2.3 Mai trudng hoan chinh

Mbi trudng co ban (6.2.2.1) 1000 mi
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7.1 Thiét bi mang loc.
7.2 Mang loc khi tring vai kich thude 16 danh dinh 0,45 pm

Chat lugng mang loc cla cic hing va gilra cac 16 c6 thé khac nhau, Do dé, nén kiém tra chit lugng theo qui
dinh elia ISO 7704,

7.3 Td am, c6 thé duy tri dugic nhiét db & 35°C + 1°C hodc 37°C + 1°C,

' 2, o2 thE duy Ui duge nhiét do & 44°C £ 0,5°C.

7.5 NOi hidp &p uc, ¢ thé duy tri dugc nhiét dd 121°C + 1°C.

8 Ldy mau

Xem ISO 5667-1; TCVN 5992 : 1995 (1SO 5667-2) va TCVN 5293 : 1995 (150 5667-3),

9 Céach tién hanh

9.1 Xy mau ]

Céc qui trinh chung nhu viés x(r ly mau nutic va chudn bi cac dung dich pha loé&ng s& dugc xay dung thanh
cac tiéu chuan trong thdi gian 16,

8.2 Loc va nudi cay

Cac qui dinh chung cla k¥ thuat mang loc sé dugc xay dung thanh tiéu chudn treng thoi giamn tdi.

Loc mét thé tich nude thich hap.

Bal mang loc 1&én mat thach - KF streptococcus (6.2.1) hode thach m-enterococcus (6.2.2).

‘Nugi cae dia 0 35°C = 1°C hodc 0 37°C + 1°C trong 44 gid + 4 gid,

9.3 Dém

Sau khi nudi, dém 13t ca cac khuidn la d4 moc c6 mau nau do hoac mau héng tir trung 1am hoéc toan b5
khudn lac. C4c khudn lac nay dugc coi 14 lién cdu phan gid dinh,

Chi thich = 9ai kni cac vi khudn khie nhdm ign cdu khudn nhém D oé 1he sinh ra ioai khun lag nay. Vide ndng nhigt

dd 0 dén 44°C = 0,5°C sau khi U giai doan diu § 37°C = 1°C treng 5 ity £ 1 gid 66 thé ngan ngua su sink rudng coa cac
loai vi sinh vat nay.
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9.4 Khang dinh
Cay truyén mau dai dign cua cac khudn lac dién hinh 1&n dia méi truding thach-mat asculin nitrua (8.2.3).
Mudi & 44°C = 0,5°C trong 48 gid.
Xem x&t tdt ca cac dia cho thay cac khuan lac ¢ mau tir ndu dén den vahoac moi truong bac gquanh co mau

nau hay dan nhu la loai cho phan (mg duong tinh.

8.5 Pheép thir catalaza

Nho mot giot dung dich oxi gia (hidro peoxit) (6.3) 1&én cac khudn lac trén mai truding thach-mat asculin nitrua
(6.2.3). Su xudlt hién cac bot nho cla oxy chimg 16 cdc sinh vat catalaza duong tinh. Chi ¢é cac khudn lac
catalaza am tinh mai duge coi & lién cdu phan.

-

Ghu thich — D4 loai trir c4e sai 1Am do phan (ng catalaza 4m tinh gid cb thé xAy ra trén mai trudng thach-mé&t asculin

nitrua, phép thir nay co thé 1ao lai trén mat mau cdy truydn len mdi ruidng khdng chon loc khiac.
10 Biéu thj két qua

Qui dinh chung vé biéu thj k£t qua va tinh s8 vi khuin cé trong mau s& dugc xay dung thanh tiéu chudn trong
thii gian tai.

~ 11 Béo cao két qua -
Bao cdo k&1 gqua bao gébm cag théng tin sau:
a) tham khao tiéu chudn nay;
b) mei chi tiét can thiét dé nhan biét day du vé mauy;
¢} maitruting chon loc, nhiét dé nudi cdy, va bal ky phép thir khang dinh nao da sir dung:

d) ket qua nhu da néu & didu 10 theo s& lién ciu phan gia dinh trén mét thé tich mau:

&) 56 khudn lac da thir cling nhu 6 lién ciu phan dugs khang dinh.
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Dung dich TTC (8.2.2.2) 10 ml
Thém dung dich TTC vao dung dich co ban da lam ngudi dén 50°C = 60°C.
MNéu can, didu chinh pH dén 7,2 bang dung dich natri cacbonat {100 g/l).

Rot 20 ml vae cac dia Patri dufing kinh 9 om {hodc luong tugng dudng vao cac dia ¢o kich thude khae) va dé'

yén trén mat méat phang nam ngang, chd mat.

Cac dia nay cd thé bao quan dén 30 ngay trong chd t6i 0 4°C £ 2°C

6.2.3 Thach - M& asculin - nitrua

Trypton 17.0¢

Fepton g 30g

Cao men 504qg

Mat ba kha 1009

Matri clorua 50g

Asculin 100

Amoni-sé&t (1) xitrat 0549

Matri nitrua (Mahs) 0,15¢g

Thach 12-20g" 5
Mumic 1000 mi

Héa tan cac thanh phan trong nudc bang céch dun sdi.

Bigu chinh pH sac cho sau khi khirtring pH 13 7,1 £ 0,1 & 25°C.

Phan phdi vao cac chai cd dung tich 500 ml, ¢d nat xoay,mai chai 250 mi.
Khirtring 15 phiat & 121°C + 1°C.

Lam ngudi dén 50°C = 60°C va rét vao cac dia Petri sao cho do day mdi truting it nhat 3 mm va dé yén trén
mot mat phang ndmg ngang, chd mat.

6.3 Hidro peroxit, dung dich 30 g/,
7 Thiét bi

Cac thiét bi cua phong thi nghiém phan tich vi sinh théng thuting, va

"' Theo hudng dan cla nha san xudt,



