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Lêi nãi ®Çu 
 

TCVN 6187-2: 1996 hoµn toµn t−¬ng ®−¬ng víi ISO 9308-2: 1990 (E) 

TCVN 6187-2: 1996 do TiÓu ban kü thuËt n−íc tinh läc TCVN/TC/F9/SC1 thuéc Ban kü 

thuËt tiªu chuÈn TCVN/TC/F9 §å uèng biªn so¹n, Tæng côc Tiªu chuÈn- §o l−êng - ChÊt 

l−îng ®Ò nghÞ. Bé Khoa häc, C«ng nghÖ vµ M«i tr−êng ban hµnh. 
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Ti ªu chuÈn ViÖt Nam                           TCVN 6187-2:1996 

 
 
ChÊt l−îng n−íc - X¸c ®Þnh - Ph¸t hiÖn vµ ®Õm vi khuÈn coliform, 
vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt vµ Escherichia coli gi¶ ®Þnh 
 
PhÇn 2. ph−¬ng ph¸p nhiÒu èng ( sè cã x¸c suÊt cao nhÊt ) 

 
Water quality - Detection and enumeration of organisms thermotolerant 
coliform organisms and presumptive Escherichia coli 
 
Part 2: Multiple tube (most probable number) method 

 

1. Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh ph−¬ngph¸p ®Ó ph¸t hiÖn vµ ®Õm sè l−îng vi khuÈn coliform, 

coliform chÞu nhiÖt vµ escherichia coli gi¶ ®Þnh cã trong n−íc b»ng c¸ch nu«i cÊy trong mét 

m«i tr−êng láng ë mét hÖ gåm nhiÒu èng nghiÖm vµ tÝnh to¸n "sè cã x¸c xuÊt cao nhÊt" cña 

chóng cã trong mÉu thö. 

Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ ¸p dông cho mäi lo¹i n−íc, kÓ c¶ c¸c lo¹i n−íc cã chøa mét l−îng 

®¸ng kÓ vËt chÊt l¬ löng. ViÖc lùa chän c¸c phÐp thö dïng ®Ó ph¸t hiÖn vµ x¸c nhËn c¸c vi 

khuÈn nhãm coliform, kÓ c¶ escherichia coli, cã thÓ ®−îc xem nh− lµ bé phËn cña mét d·y 

liªn tiÕp. Quy m« cña viÖc x¸c nhËn víi mét mÉu thö riªng biÖt nµo ®ã, mét phÇn tuú thuéc 

vµo b¶n chÊt cña mÉu n−íc vµ phÇn kh¸c vµo nh÷ng lý do kiÓm tra. 

trong thùc tÕ, viÖc x¸c ®Þnh E.coli gi¶ ®Þnh trong n−íc ®−îc nªu ë ®iÒu 3.3 cña tiªu chuÈn 

nµy, th«ng th−êng lµ ®Ó cung cÊp mét chøng cø cña sù « nhiÔm ph©n. 

2. Tiªu chuÈn trÝch dÉn  

ISO 3696:1987 N−íc dïng cho 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 x©y dùng c¸c ph−¬ng 

¸n lÊy mÉu. 

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

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

mÉu. 

ISO 6887:1983 Vi sinh häc - H−íng dÉn chung vÒ chuÈn bÞ c¸c dÞch pha lo·ng ®Ó kiÓm tra 

vi sinh vËt. 

ISO 8199:1983 ChÊt l−îng n−íc -H−íng dÉn chung vÒ ®Õm sè l−îng vi sinh vËt b»ng c¸ch 

nu«i cÊy. 

3. §Þnh nghÜa 

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

3.1 Vi khuÈn coliform: Lµ c¸c sinh vËt cã kh¶ n¨ng sinh tr−ëng hiÕu khÝ ë nhiÖt ®é hoÆc 

350C ± 0.50C hoÆc 370C ± 0.50C trong mét m«i tr−êng nu«i cÊy cã lactoza thÓ láng, kÌm 

theo viÖc t¹o thµnh axit vµ sinh khÝ trong vßng 48 h. 

3.2 C¸c vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt: Lµ c¸c vi khuÈn coliform nh− ®· m« t¶ ë môc 3.1, cã 

cïng ®Æc tÝnh lªn men trong vßng 24 h, ë nhiÖt ®é 440C ± 0.250C hoÆc 44,50C ± 0.250C. 

3.3 Escherichia coli gi¶ ®Þnh: Lµ c¸c vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt nh− ®· m« t¶ ë môc 3.2 

mµ còng sinh indol tõ tryptophan trong vßng 24 h, hoÆc 440C ± 0.250C hoÆc 44,50C ± 

0.250C. 

4. Nguyªn t¾c 

CÊy c¸c phÇn mÉu thö, ®· ®−îc pha lo·ng hoÆc kh«ng pha lo·ng vµo mét d·y èng nghiÖm 

chøa mét m«i tr−êng nu«i cÊy chän läc d¹ng láng cã lactoza. 

KiÓm tra c¸c èng thö sau 24 h vµ 48 h nu«i ë nhiÖt ®é hoÆc 350C hoÆc 370C; cÊy chuyÓn 

tiÕp tõ mçi èng cã biÓu hiÖn ®ôc kÌm theo sinh khÝ vµo mét m«i tr−êng kh¼ng ®Þnh chän läc 

h¬n vµ khi muèn t×m E.coli gi¶ ®Þnh cÊy vµo mét m«i tr−êng mµ qua ®ã cã thÓ quan s¸t thÊy 

sù t¹o thµnh indol. 

Nu«i c¸c m«i tr−êng kh¼ng ®Þnh nµy cho tíi 48 h ë nhiÖt ®é hoÆc 350C hoÆc 370C ®Ó ph¸t 

hiÖn c¸c vi khuÈn coliform, vµ ë 440C trong kho¶ng 24 h ®Ó ph¸t hiÖn c¸c lo¹i coliform chÞu 

nhiÖt vµ E.coli gi¶ ®Þnh. 

B»ng c¸c b¶ng thèng kª, tÝnh to¸n sè x¸c xuÊt cao nhÊt cña c¸c d¹ng coliform, 

coliform chÞu nhiÖt vµ E.coli gi¶ ®Þnh cã thÓ cã mÆt trong 100 ml mÉu thö, tõ sè c¸c èng thö 

kÕt qu¶ x¸c nhËn d−¬ng tÝnh.  
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5. DÞch pha lo·ng,m«i tr−êng nu«i cÊy vµ thuèc thö  

5.1 C¸c d¹ng nguyªn liÖu chÝnh 

H·y sö dông c¸c thµnh phÇn cã chÊt l−îng ®ång nhÊt vµ c¸c ho¸ chÊt thuéc lo¹i ph©n tÝch 

®Ó pha chÕ c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy vµ thuèc thö vµ tu©n theo c¸c chØ dÉn ®· cho trong phô 

lôc B. ®èi víi c¸c th«ng tin vÒ viÖc b¶o qu¶n, xem trong ISO 8199. MÆt kh¸c, sö dông c¸c 

m«i tr−êng hoµn chØnh d¹ng kh« vµ theo s¸t c¸c chØ dÉn cña nhµ s¶n xuÊt. 

§Ó pha chÕ c¸c m« tr−êng, sö dông n−íc cÊt b»ng dông cô thuû tinh hoÆc n−íc ®· lo¹i ion, 

kh«ng chøa c¸c chÊt cã thÓ øc chÕ sinh tr−ëng cña vi khuÈn trong c¸c ®iÒu kiÖn thö vµ phï 

hîp víi ISO 3696.  

5.2 DÞch pha lo·ng 

®Ó t¹o nªn c¸c ®é pha lo·ng cña mÉu thö, sö dông mét trong c¸c dÞch pha lo·ng ®−îc kiÕn 

nghÞ ë phô luc B. ChuÈn bÞ dÞch pha lo·ng theo chØ dÉn ®· cho trong phô lôc B. 

5.3 M«i tr−êng ph©n lËp 

Sö dông mét trong c¸c m«i tr−êng nu«i cÊy d−íi ®©y, c¸c h−íng dÉn vÒ chuÈn bÞ m«i 

tr−êng ®−a ra trong phô lôc A. 

5.3.1 Canh thang lactoza 

5.3.2 Canh thang macConkey 

5.3.3 M«i tr−ê2)ng glutamat-lactoza-format c¶i tiÕn2) 

5.3.4 Canh thang lauryl- tryptoza (lactoza) 

5.4 M«i tr−êng kh¼ng ®Þnh 

Sö dông mét hoÆc mét sè c¸c m«i tr−êng sau: 

5.4.1 C¸c m«i tr−êng kiÓm tra tÝnh sinh khÝ; 

5.4.1.1 C¸c thang lôc s¸ng-lactoza (mËt) 

5.4.1.2 M«i tr−êng EC 

5.4.2 m«i tr−êng kiÓm tra tÝnh sinh indol: 

                                                 
2) Cã s½n ë d¹ng th−¬ng phÈm kh« "m«i tr−êng gutamat c¶i tiÕn cã muèi kh¸ng". Th«ng tin nµy ®−îc ®−a ra vi tÝnh 
tiÖn lîi cho ng−êi sö dông tiªu chuÈn nµy vµ kh«ng t¹o nªn mét sù x¸c nhËn cña tiªu chuÈn vÒ s¶n phÈm nµy. 
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N−íc trypton. 

5.4.3 M«i tr−êng èng ®¬n, ®Ó kiÓm tra c¶ tÝnh sinh khÝ vµ sinh indol: 

Canh thang tryptoza-mannitol-lauryl cã tryptophan. 

5.5 Thuèc thö 

5.5.1 Thuèc thö kovac ®Ó thö indol 

5.5.2 Thuèc thö oxidaza ®Ó dïng cho phÐp thö oxidaza. 

6. ThiÕt bÞ 

C¸c thiÕt bÞ th«ng th−êng cña phßng thÝ nghiÖm vi sinh gåm cã: 

6.1 Tñ sÊy h¬i nãng ®Ó khö trïng kh« vµ mét nåi hÊp ¸p lùc.  

Ngoµi c¸c thiÕt bÞ v« trïng s½n, thiÕt bÞ thuû tinh vµ c¸c trang bÞ kh¸c cÇn ®−îc khö trïng 

theo chØ dÉn ®· nªu trong ISO 8199. 

6.2 Tñ Êm hoÆc bÓ ®iÒu nhiÖt, cã thÓ ®iÒu chØnh ®−îc ë nhiÖt ®é hoÆc 350C ± 0.50C, hoÆc 

370C ± 0.50C. 

6.3 Tñ Êm hoÆc bÓ ®iÒu nhiÖt, cã thÓ ®iÒu chØnh ®−îc ë nhiÖt ®é hoÆc 440C ± 0.250C, hoÆc 

44.50C ± 0.250C. 

6.4 pH mÐt. 

7. LÊy mÉu 

LÊymÉu vµ chuyÓn vÒ phßng thÝ nghiÖm theo ISO 8199, ISO 5667, TCVN 5992:1995 (ISO 

5667-2) vµ TCVN 5993:1995 (ISO 5667-3). 

8. C¸ch tiÕn hµnh 

8.1 ChuÈn bÞ mÉu thö vµ c¸c m«i tr−êng cÊy 

§Ó chuÈn bÞ mÉu thö, tiÕn hµnh pha lo·ng mÉu vµ cÊyvµo m«i tr−êng ph©n lËp c¸c phÇn 

mÉu thö, theo nh− c¸c chØ dÉn ®· cho ë ISO 8199. §èi víi c¸c phÇn mÉu thö cã thÓ tÝch lín 

h¬n 5 ml, sö dông c¸c èng m«i tr−êng ph©n lËp nång ®é kÐp. 

8.2 Nu«i c¸c èng thö 
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Nu«i c¸c èng m«i tr−êng ®· cÊy mÉu trong 48 h ë nhiÖt ®é 350C ± 0.50C, hoÆc 370C ± 

0.50C. 

8.3 KiÓm tra c¸c èng thö 

KiÓm tra c¸c èng mÉu lÊy sau 18 ÷ 24 h nu«i Êmvµ coi lµ cã ph¶n øng d−¬ng tÝnh ®èi víi 

c¸c èng cã biÓu hiÖn ®ôc do vi khuÈn sinh tr−ëng vµ sinh khÝ bªn trong c¸c èng lén ng−îc 

(èng Durham), cïng víi viÖc t¹o thµnh axit nÕu trong m«i tr−êng ph©n lËp cã chøa mét chØ 

thÞ pH. 

Nu«i tiÕp trong tñ èng nh÷ng èng nghiÖm ch−a cã bÊt kú dÊu hiÖu nµo hoÆc mäi biÕn ®æi 

nãi trªn vµ kiÓm tra l¹i chóng sau 48 h ®Ó t×m ph¶n øng d−¬ng tÝnh. 

8.4 C¸c phÐp thö kh¼ng ®Þnh 

®iÒu quan träng cÇn l−u ý lµ c¸c ph¶n øng d−¬ng tÝnh trong c¸c èng m«i tr−êng ph©n lËp th× 

chØ lµ kÕt qu¶ gi¶ ®Þnh vÒ coliform. Do ®ã cÇn ph¶i tiÕn hµnh c¸c phÐp thö x¸c nhËn, tèt h¬n 

lµ trªn c¸c chñng cÊy thuÇn khiÕt. 

8.4.1 CÊy truyÒn, nu«i Êm vµ kiÓm tra 

CÊy truyÒn tõ mçi èng m«i tr−êng ph©n lËp cã kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh vµo mét hoÆc mét sè èng 

m«i tr−êng kh¼ng ®Þnh (5.4) t×m tÝnh sinh khÝ vµ sinh indol.  

Chó thÝch: - NÕu m«i tr−êng øc chÕ tèi thiÓu nhÊt (canh thanglactoza) ®−îc dïng ®Ó ph©n lËp, th× 

nªn cÊy truyÒn tiÕp vµo c¶ hai trong sè c¸c m«i tr−êng kh¼ng ®Þnh chän läc h¬n (canh thang lôc 

s¸ng- lactoza (mËt) hoÆc canh thang EC) ®Ó kh¼ng ®Þnh. 

8.4.1.1 Vi khuÈn coliform 

§Ó kh¼ng ®Þnh sù cã mÆt cña vi khuÈn coliforrm chÞu nhiÖt, nu«i mét èng m«i tr−êng EC 

kh¸c (5.4.1) ë nhiÖt ®é 440C trong 24 h vµ kiÓm tra tÝnh sinh khÝ. 

§Ó kh¼ng ®Þnh sù cã mÆt cña E.coli gi¶ ®Þnh cÊy vµo èng trypton (5.4.2) ®Ó t¹o indol ë 440C 

trong vßng 24h. Sau ®ã thªm 0.2 ml ÷ 0.3 ml thuèc thö kovac (5.5.1) vµo èng n−íc trypton 

(®· cÊy mÉu): ViÖc xuÊt hiÖn mét mµu ®á sau khi l¾c nhÑ chøng tá sù cã mÆt cña indol._ 

Chó thÝch 

2. ViÖc sö dông canh thang lauryl-trypo-mannit cã tryptophan cho phÐp sù h×nh thµnh indol vµ sinh 

khÝ do E.coli gi¶ ®Þnh ®−îc thÓ hiÖn trong mét èng ®¬n; 
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3. ViÖc ph¸t hiÖn E.coli gi¶ ®Þnh ®−îc xem nh− lµ chøng cí ®¶m b¶o vÒ sù « nhiÔm ph©n. tuy nhiªn 

c¸c phÐp thö s©u h¬n ®Ó kh¼ng ®Þnh E.coli cã thÓ ph¶i ®−îc tiÕn hµnh nÕu xÐt thÊy cÇn thiÕt (xem 

8.5); 

4. Khi cÊy truyÒn tõ c¸c khuÈn l¹c trªn mµng läc vµo c¸c èng m«i tr−êng kh¼ng ®Þnh, tèt h¬n còng 

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

8.5 PhÐp thö oxidaza 

Mét vµi chñng vi khuÈn t×m thÊy trong n−íc còng cã thÓ phï hîp víi ®Þnh nghÜa vÒ vi khuÈn 

coliform ë hÇu hÕt c¸c mÆt, nh−ng chóng chØ cã kh¶ n¨ng sinh khÝ tõ lactoza, ë nhiÖt ®é 

d−íi 370C mµ th«i. Do ®ã chóng cho c¸c kÕt qu¶ ©m tÝnh trong phÐp thö kh¼ng ®Þnh chuÈn 

®èi víi vi khuÈn coliform vµ sù hiÖn diÖn cña chóng trong n−íc th× th−êng th−êng kh«ng 

®−îc coi lµ ®¸ng kÓ. C¸c chñng aeromonas, xuÊt hiÖn mét c¸ch tù nhiªn trong n−íc, g©y 

nhiÔu cho viÖc x¸c ®Þnh chØ ë nhiÖt ®é 370C vµ thÊp h¬n, viÖc kh¼ng ®Þnh b»ng phÐp thö 

oxidaza chØ cÇn ®Õn khi x¸c ®Þnh coliform. 

8.5.1 TiÕn hµnh phÐp thö oxidaza víi c¸c gièng c©y thuÇn khiÕt tõ c¸c vi khuÈn lªn men 

lactoza, mäc trªn m«i tr−êng th¹ch dinh d−ìng, nh− sau: 

- nhá 2 hoÆc 3 giät thuèc thö oxidaza (5.5.2) míi ®−îc chuÈn bÞ lªn mét miÕg giÊy läc trong 

mét ®Üa Petri; 

- b»ng que cÊy thuû tinh, t¨m b«ng hoÆc que cÊy cã d©y b¹ch kim (kh«ng ph¶i lo¹i Ni-

crom), dµn máng mét Ýt mÉu cÊy lªn trªn giÊy läc ®−îc chuÈn bÞ s½n (xem chó thÝch 4). 

- quan s¸t thÊy xuÊt hiÖn mét mµu xanh-tÝm sÉm trong vßng 10 gi©y lµ ph¶n øng d−¬ng 

tÝnh. 

Chó thÝch - Trong mçi tr−êng hîp sö dông thuèc thö oxidaza cÇn thùc hiÖn c¸c phÐp thö kiÓm tra 

víi mÉu cÊy mét lo¹i vi khuÈn cho ph¶n øng d−¬ng tÝnh vµ mét lo¹i cho ph¶n øng ©m tÝnh (E.coli) ®· 

biÕt tr−íc. 

9. BiÓu thÞ kÕt qu¶ 

Tõ sè èng m«i tr−êng ph©n lËp vµ c¸c phÐp thö kh¼ng ®Þnh cho c¸c kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh, 

tÝnh to¸n, b»ng c¸ch tham kh¶o c¸c b¶ng tra thèng kª trong ISO 8199, sè x¸c xuÊt cao 

nhÊt cña vi khuÈn coliform chÞu nhiÖt vµ E.coli gi¶ ®Þnh cã trong 100 ml mÉu thö. 

10 B¸o c¸o kÕt qu¶ 

B¸o c¸o kÕt qu¶ gåm nh÷ng th«ng tin sau: 
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a) tham kh¶o tiªu chuÈn nµy. 

b) mäi chi tiÕt cÇn thiÕt ®Ó nhËn biÕt ®Çy ®ñ vÒ mÉu thö. 

c) kü thuËt vµ m«i tr−êng ph©n lËp ®· dïng. 

d) c¸c m«i tr−êng vµ c¸c phÐp thö kh¼ng ®Þnh ®· dïng. 

e) thêi gian, nhiÖt ®é vµ c¸c ®iÒu kiÖn nu«i cÊy. 

f) c¸c kÕt qu¶ tr×nh bµy phï hîp víi ®iÒu 9. 

g) bÊt kú mét th«ng tin nµo kh¸c liªn quan tíi ph−¬ng ph¸p. 



TCVN 6187-2:1996 

 10 

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−¬ngtù). Chóngcòng cã thÓ lªn men lactoza vµ (mannit) kÌm theo t¹o thµnh axit, khÝ vµ 

andehyt trong vßng 48 h, khi nu«i cÊy ë nhiÖt ®é 350C ®Õn 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 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 cã mét kÕt qu¶ d−¬ngtÝnh 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 cacbonol, sö dông xitrat nh− nguån cacbon duy nhÊt, hoÆc sinh tr−ëng trong 

canh thang kali xyanua (KCN). 
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Phô lôc B 

(Than kh¶o) 

C¸c m«i tr−êng nu«i cÊy, thuèc thö vµ n−íc pha lo·ng M«i tr−êng 

ph©n lËp 

- Canh thang lactoza 

M«i tr−êng nång ®é kÐp: 

Pepton 10 g 

Lactoza 10 g 

Cao thÞt bß 6 g 

N−íc cÊt 1000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trªn trong n−íc s«i. NÕu cÇn, chØnh pH sao cho khi khö trïng pH = 

6.9 ÷ 0.2. 

Pha chÕ m«i tr−êng nång ®é ®¬n b»ng c¸ch pha lo·ng m«i tr−êng nång ®é kÐp víi mét thÓ 

tÝch n−íc cÊt t−¬ng ®−¬ng. 

- Canh thang MacConkey 

M«i tr−êng nång ®é kÐp: 

Muèi mËt 10 g 

Pepton 40 g 

Lactoza 20 g 

Natri clorua 10 g 

Bromo cresol (hoÆc Cresol)  

tÝa dung dÞch 1% (thÓ tÝch/ thÓ tÝch)  

pha lo·ng trong etanol 2 ml  

N−íc cÊt 1000 ml 
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Hoµ tan pepton, natri clorua vµ muèi mËt trong n−íc b»ng c¸ch®un nãng vµ gi÷ ë 40C qua 

®ªm. ®em läc khi dung dÞch vÉn cßn l¹nh, bæ sung lactoza vµ hoµ tan. ChØnh pH ®Õn 7,4 ± 

0.2 vµ bæ sung bromocresol tÝa. 

M«i tr−êng nång ®é ®¬n: 

ChuÈn bÞ m«i tr−êng nång ®é ®¬n b»ng c¸ch pha lo·ng m«i tr−êng nång ®é kÐp víi mét thÓ 

tÝch n−íc cÊt t−¬ng ®−¬ng, hoÆc cã thÓ lµm riªng b»ng c¸ch gi¶m mét nöa l−îng c¸c chÊt 

trong thµnh phÇn. 

Ph©n phèi m«i tr−êng nång ®é ®¬n thµnh c¸c l−îng 5 ml/mét èng vµ m«i tr−êng nång ®é 

kÐp thµnh tõng l−îng 10 ml vµ 50 ml. Mçi èng nghiÖm hoÆc lä thuû tinh ®−ícö dông cÇn cã 

mang mét èng lªn men lén ng−îc (durham). HÊp ¸p lùc ë 1500C trong 10 phót. 

- M«i tr−êng format-lactoza-glutamat c¶i tiÕn3) 

M«i tr−êng nång ®é kÐp: 

Lactoza 20 g  

L (+) Muèi natri glutamat 12.7 g 

L (+) Arginin monohidro clorua 0.048 g  

L (-) Aspartic axit 0.04 g 

L (-) Xystin 0.04 g Natri format 0.5 g 

Dikali hidro photphat 1.8 g 

Amoni clorua 5 g 

Magie sunfat (MgSO4.7H2O) 0.02 g 

Canxi clorua(CaCl2.2H2O) 0.02 g 

V¶y s¾t(III) Xitrat 0.02 g 

Thiamin(aneurin hidroclorua) 0.002 g 

Axit nicotic 0.002 g 

Axit Pantotenic 0.002 g 

Bromocressol tÝa  

{ dung dÞch 1%(khèi l−îng/khèi l−îng) 

trong cån etanol} 2 ml 

N−íc cÊt 1000 ml 

 

TiÖn lîi h¬n c¶, nªn chuÈn bÞ m«i tr−êng nµy víi l−îng lµ 10 lit hoÆc nhiÒu h¬n. NÕu nh− 

kh«ng ph©n phèi ngay vµo c¸c èng nghiÖm, th× ®Ó lactoza vµ thiamin ë ngoµi, kh«ng pha, 

vag bæ sung chóng ngay tr−íc khi ph©n phèi. §Ó cho tiÖn h¬n, mét vµi thµnh phÇn ®−îc bæ 

                                                 
3) Cã b¸n s½n ë d¹ng kh« "m«i tr−êng glutamat ®· ®iÒu chØnh kho¸ng". Còng cã thÓ cÇn ®iÒu chØnh PH 
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sung vµo m«i tr−êng ë d¹ng c¸c dung dÞch riªng rÏ vµ c¸c dung dÞch naú sÏ ®−îc chuÈn bÞ 

nh− sau: 

Dung dÞch 1: 

L (+) Arginin monohidro clorua 0.4 g 

L (-) Aspartic axit 0.48 g 

N−íc cÊt 50 ml 

§un nãng ®Ó hoµ tan hoµn toµn. 

Dung dÞch 2: 

L (-) Xystin 0.4 g  

Natri hidroxit (5mol/l) 10 g 

N−íc cÊt 90 ml 

§un nãng ®Ó hoµ tan. 

3) Cã b¸n s½n ë d¹ng kh« ''m«i tr−êng glutamat ®· ®iÒu chØnh kho¸ng". Còng cã thÓ cÇn 

®iÒu chØnh pH. 

Dung dÞch 3: 

Axit nicotic 0.02 g 

Axit Pantotenic 0.02 g 

N−íc cÊt 5 ml 

Hoµ tan mµ kh«ng ®un nãng. 

Dung dÞch 4: 

V¶y s¾t(III) Xitrat 0.2 g 

N−íc cÊt 10 ml 

§un nãng ®Ó hoµ tan. 

Dung dÞch 5: 
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Canxi clorua(CaCl2.2H2O) 2 g 

N−íc cÊt 100 ml 

Axit clohtdric ®Ëm ®Æc 0.1 ml 

Hoµ tan kh«ng cÇn ®un nãng, vµ khö trïng ë 1210C trong 20 phót. B¶o qu¶n ®Ó lµm dung 

dÞch gèc. 

Dung dÞch 6: Khö trïng dung dÞch thiamin 0.1% trong n−íc cÊt. 

Tèt nhÊt, nªn pha chÕ dung dÞch nµy b»ng c¸ch: Thªm l−îng chøa trong mét èng ampul 

(100 ml), mét c¸ch v« trïng, vµo 99 ml vµo n−íc cÊt v« trïng. B¶o qu¶n dung dÞch ë 40C vµ 

lo¹i bá sau 6 tuÇn lÔ. 

§Ó chuÈn bÞ 10 lit m«i tr−êng nång ®é kÐp, hoµ tan c¸c l−îng t−¬ng øng cña L (+) muèi 

natri glutamat, natri focmat, dikali hidro photphat, amoni clorua vµ magie sunphat trong 9 lit 

n−íc cÊt nãng. Sau ®ã bæ sung toµn bé c¸c dung dÞch 1, 2, 4, vµ 4 ml cña dung dÞch 5. 

ChØnh pH tíi 6.8 hoÆc cao h¬n nÕu thÊy cÇn thiÕt, sao cho pH cuèi cïng, sau khi hoµn 

chØnh vµ khö trïng m«i tr−êng, lµ 6.7. NÕu dïng cïng lo¹i thiÕt bÞ vµ ph−¬ng ph¸p khö 

trïng, th× sÏ cã cïng mét sù thay ®æi vÒ pH lu«n x¶y ra trong qu¸ tr×nh khö trïng. Cã thÓ 

cÇn ®Õn mét vµi phÐp thö s¬ bé ®Ó t¹o ®−îc pH chÝnh x¸c tr−íc khi khö trïng. 

Sau khi chØnh pH, thªm 20 ml dung dÞch bromo cresol tÝa 1% etanol víikho¶ng 810 ml n−íc 

cÊt, bæ sung cho ®Õn thÓ tÝch cuèi cïng lµ 10 lit. NÕu l−îng m«i tr−êng nµy kh«ng cÇn sö 

dông ngay, cho vµo c¸c chai dung tÝch 500 ml vµ ®em hÊp ¸p lùc ë 1150C trong 10 phót. 

Khi dïng ®Õn, bæ sung l−îng cÇn thiÕt cho dung dÞch lactoza vµ thiamin (dung dÞch 6), ®Ó 

cho tan ®Òu vµ sau ®ã ph©n phèi thµnh tõng l−îng 10 ml vµ 50 ml. Mçi èng nghiÖm vµ lä 

®−îc sö dông cÇn mang mét èng lªn men lén ng−îc (èng durham). ®iÒu quan träng lµ cÇn 

b¶o ®¶m sau khi hÊp vµ tr−íc khi sö dông, èng Durham nµy chøa ®Çy m«i tr−êng. NÕu 

kh«ng sÏ t¹o nªn mét kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ m¹o vÒ tÝnh sinh khÝ. Khö trïng ë nhiÖt ®é 

1150C trong 10 phót ho¨c ®Æt vµo mét nåi h¬i n−íc ë 1000C trong 3 ngµy, mçi ngµy 30 

phót. 

M«i tr−êng nång ®é ®¬n: 

ChuÈn bÞ m«i tr−êng nång ®é ®¬n b»ng c¸ch pha lo·ng m«i tr−êng nång ®é k¸p víi mét thÓ 

tÝch m−íc cÊt t−¬ng ®−¬ng vµ ph©n phèi thµnh tõng l−îng 5ml/èng nghiÖm cã chøa èng lªn 

men lén ng−îc (Durham). Khö trïng ë nhiÖt ®é 1150C trong 10 phót, hoÆc trong luång h¬i 

n−íc s«i 1000C trong 3 ngµy liªn tiÕp, mçi ngµy 30 phót. 
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Chó thÝch 6 - ViÖc bæ sung 0.1% casein thuû ph©n axit kh«ng cã vitamin cã thÓ cho c¸c kÕt qu¶ 

nhanh h¬n. 

- Canh thang lauryl tryptoza (lactoza) 

M«i tr−êng nång ®é kÐp: 

Tryptoza 40 g 

Lactoza 10 g 

Natri clorua 10 g  

Dikali hidrophotphat 5.5 g 

Kali dihidrophotphat 5.5 g  

Natri lauryl sunphat,®é tinh khiÕt cao 0.2 g 

N−íc cÊt 1000 ml 

Cho tryptoza, natri clorua, lactoza vµ muèi photphat vµo n−íc vµ ®un nãng ®Ó hoµ tan. Bæ 

sung natri lauryl sunphat vµ trén nhÑ 

nhµng ®Ó tr¸nh sñi bät. ChØnh pH ®Õn 6.8 ± 0.2. ChuÈn bÞ m«i tr−êng nång ®é ®¬n b»ng 

c¸ch pha lo·ng m«i tr−êng nång ®é kÐp víi mét thÓ tÝch n−íc cÊt t−¬ng ®−¬ng. 

Ph©n phèi m«i tr−êng nång ®é ®¬n thµnh tõng l−îng 5 ml, vµ m«i tr−êng nång ®é kÐp thµnh 

tõng l−îng 10 ml vµ 50 ml. Mçi èng nghiÖm hi\oÆc lä nhá ®−îc sö dông cÇn ph¶i cã mét 

èng lªn men lén ng−îc. HÊp ¸p lùc ë 1150C trong 10 phót. 

C¸c m«i tr−êng kh¼ng ®Þnh 

- Canh thang lactoza - lôc s¸ng (mËt)4) (®Ó kiÓm tra tÝnh sinh khÝ) 

4) M«i tr−êng nµy kh«ng ph¶i lu«n lu«n cho c¸c kÕt qu¶ lÆp l¹i ®−îc, vµ nªn kiÓm tra c¸c 

®Æc tÝnh cña nã tr−íc khi dïng. 

Pepton 20 g 

Lactoza 10 g 

                                                 
4) M«i tr−êng nµy kh«ng ph¶i lu«n lu«n cho c¸c kÕt qu¶ lÆp l¹i ®−îc vµ nªn kiÓm tra c¸c ®Æc tÝnh øc chÕ cña nã 
tr−íc khi dïng. 
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MËt bß (kh«) 20 g 

Lôc s¸ng (dung dÞch 0.1% khèi  

l−îng dung dÞch n−íc) 13 ml 

N−íc cÊt 1000 ml 

Hoµ tan pepton trong 500 ml n−íc cÊt. Bæ sung 20 g mËt bß kh« ®· hoµ tan trong 200 ml 

n−íc cÊt. Dung dÞch nµy cÇn cã ®é ph ë kho¶ng 7.0 ®Õn 7.5. Dïng n−íc cÊt ®−a thÓ tÝch 

dung dÞch lªn 975 ml. Thªm lactoza vµ chØnh pH ®Õn7.4. Thªm dung dich lôc s¸ng vµ ®−a 

thÓ tÝch chóng lªn ®Õn 1000 ml b»ng n−íc cÊt. 

Ph©n phèi vµo c¸c èng nghiÖm cã èng lªn men lén ng−îc (èng Durham), mçi èng 5 ml, vµ 

hÊp ë 1150C trong 10 phót.  

- M«i tr−êng EC (®Ó kiÓm ta tÝnh sinh khÝ) 

Tryptoza hoÆc tryticaza 20 g  

Lactoza 5 g 

Hçn hîp muèi mËt sè 1.5 g 

Dikali hidropho 2HPO4) 4 g 

Kali dihidro photphat (KH2PO4) 1.5 g  

Natri clorua (NaCl) 5 g  

N−íc cÊt 1000 ml 

§é pH ph¶i lµ 6.9 sau khi khö trïng. Tr−íc khi khö trïng, ph©n phèi vµo c¸c èng nghiÖm 

víi c¸c l−îng ®ñ ®Ó ngËp trªn èng lªn men (Durham) lén ng−îc, Ýt nhÊt ngËp phÇn nµo sau 

khi ®· khö trïng. 

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

Mét vµi lo¹i pepton cho c¸c kÕt qu¶ tèt víi c¸c phÐp thö ë 350C ®Õn 370C th× l¹i kh«ng tho¶ 

m·n víi phÐp thö indol ë 440C. Ng−êi ta thÊy tryptol tho¶ m·n ®iÒu ®ã vµ kiÕn nghÞ dïng 

nã. 

Trypton 20 g  
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Natri clorua 5 g 

N−íc cÊt 1000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trªn trong n−íc vµ chØnh pH ®Õn 7.5. Ph©n phèi vµo tõng l−îng 5 

ml vµ hÊp ë 1150C trong 10 phót. 

Chó thÝch 7 - ViÖc bæ sung 0.1% (khèi l−îng m/m) L hoÆc DL tryptophan cña thÓ c¶i thiÖn tÝnh 

n¨ng cña m«i tr−êng. 

- Canh thang Lauryl -trypto-mannit cã tryptophan 

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

Tryptoza 20 g 

Natri clorua 5 g 

Mannitol 5 g 

Dikali hidropho 2HPO4) 2.75 g 

Kali dihidro photphat (KH2PO4) 2.75 g  

Natri lauryl sunphat 0.1 g 

L (-) Tryptophan 0.2 g 

N−íc cÊt 1000 ml 

Cho tryptoza, natri clorua, mannitol, c¸c muèi phot ph¸t vµ tryptophan vµo n−íc vµ h©m 

nãng nhÑ ®Ó hoµ tan. Bæ sung natri lauryl sunphat vµ trén nhÑ nhµng ®Ó tr¸nh sñi bät. 

ChØnh pH tíi 6.8 ± 0.2. Ph©n phèi vµo c¸c èng nghiÖm cã chøa èng lªn men lén ng−îc 

(Durham) ë trong mçi èng 5 ml. HÊp ë 1150C trong 10 phót. 

C¸c thuèc thö 

Thuèc thö kovac vÒ tÝnh sinh indol: 

P- dimethylamino 5 g 

Cån amylic 75 ml 

Axit clohidric (ρ = 1.18 g/l) 25 ml 
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Hoµ tan andehyt nãi trªn trong cån amylic. CÈn thËn bæ sung axit ®Æc vµo. Tr¸nh ¸nh s¸ng 

vµ b¶o qu¶n ë 40C. 

Chó thÝch 8 - Thuèc thö nµy cÇn ph¶i cã mµu vµng nh¹t ®Õn n©u nh¹t; mét vµi mÉu cån 

amylic kh«ng tho¶ m·n ®−îc vµ cho mµu tèi víi andehyt. 

- Thuèc thö oxidaza 

Tetramethyl -p -phenylen diamin hidro clorua 0.1 g 

N−íc cÊt 10 ml 

Thuèc thö nµy kh«ng gi÷ ®−îc vµ do ®ã cÇn ph¶i ®−îc pha chÕ míi ë l−îng nhá cho mçi 

lÇn sö dông nÕu cÇn ®Õn nã. 

DÞch pha lo·ng 

- N−íc pepton (0.1%) 

Pepton 1.0 g 

N−íc cÊt 1000 g  

Hoµ tan pepton trong kho¶ng 950 ml n−íc. ChØnh pH b»ng dung dÞch NaOH hoÆc HCl (1 

mol/l), sao cho sau khi khö trïng pH lµ 7.0 ± 0.1. Thªm n−íc cÊt cho ®ñ 1000 ml, ph©n phèi 

thµnh c¸c l−îng phï hîp vµ khö trïng ë 1210C ± 10C trong 15 phót. 

- Dung dÞch pepton muèi: 

Pepton 1.0 g 

Natri clorua (NaCl) 8.5 g  

N−íc cÊt 1000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trªn trong kho¶ng 950 ml n−íc b»ng n−íc ®un s«i. ChØnh pH b»ng 

dung dÞch NaOH hoÆc HCl (1 mol/l), sao cho sau khi khö trïng pH lµ 7.0 ± 0.1. Thªm n−íc 

cÊt cho ®ñ 1000 ml, ph©n phèi thµnh c¸c l−îng phï hîp vµ hÊp ë 1210C ± 10C trong 15 

phót. 

- Dung dÞch Ringer- nång ®é mét phÇn t− 

Natri clorua (NaCl) 2.25 g 
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Kali clorua (KCl) 0.105 g 

Canxi clorua, khan 0.12 g 

Natri hidro cacbonat 0.05 g 

N−íc cÊt 1000 ml 

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trªn vµ ph©n phèi thµnh c¸c l−îng phï hîp. Khö trïng b»ng c¸ch 

hÊp ¸p lùc ë 1210C ± 10C trong 15 phót. pH cuèi cïng ph¶i lµ 7.0 ± 0.1.  

- Dung dÞch ®Öm photphat 

Kali hidro photphat (KH2PO4) 42.5 mg 

Magie clorua (MgCl2) 190 mg 

N−íc cÊt 1000 ml 

C¸ch pha chÕ: 

a) dung dÞch photphat: 

Hoµ tan 34 g muèi photphat trong 500 ml n−íc cÊt. ChØnh pH tíi 7.2 ± 0.5 b»ng dung dÞch 

NaOH (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. 

®Ó sö dông, thªm 1.25 ml dung dÞch photphat a) vµ 5.0 ml dung dÞch magie clorua b) vµo 

1000 ml n−íccÊt. Ph©n phèi thµnh c¸c l−îng phï hîpvµ khö trïng b»ng c¸ch hÊp ¸p lùc ë 

1210C ± 10C trong 15 phót. pH cuèi cïng ph¶i lµ 7.0 ± 0.1. 

M«i tr−êng th¹ch dinh d−ìng: 

Cao thÞt 1.0 g 

Pepton 1.0 g 

Natri clorua 5 g 
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Th¹ch 15 g 

Cho c¸c thµnh phÇn trªn vµo n−íc vµ ®un nãng ®Ó hoµ tan. ChØnh pH tíi kho¶ng 8.2 b»ng 

NaOH (1 mol/l), vµ ®un s«i trong 10 phót. Lµm trongb»ng c¸ch läc vµ chØnh pH tíi 7.2 ®Õn 

7.4. Ph©n phèi vµo c¸c lä dung tÝch 100 ml vµ hÊp ë 1210C ± 10C trong 15 phót. 

 


