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T i ª u  c h u È n  q u è c  g i a                  TCVN 4584 : 1988 

                                                                                                                                                
  
          

 

N−íc th¶i Q Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch vi khuÈn 

Waste water – Methods of sanitarybacteryological analysis 

 

 

 

Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh c¸c ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch vi khuÈn ®Ó t×m c¸c chØ sè nhiÔm bÈn vµ mét sè 

lo¹i vi khuÈn g©y bÖnh ë trong n−íc th¶i sinh ho¹t vµ n−íc th¶i c«ng nghiÖp. 

1   Quy ®Þnh chung 

1.1  Tr−íc khi tiÕn hµnh ph©n tÝch vi khuÈn, c¸c dông cô thÝ nghiÖm b»ng thñy tinh ph¶i ®−îc röa s¹ch, 

ph¬i hoÆc sÊy kh«, bao gãi vµ khö khuÈn ë nhiÖt ®é 180 oC trong 1 h. 

1.2   C¸c dung dÞch, thuèc thö vµ m«i tr−êng cÇn thiÕt ®Ó nu«i cÊy vi khuÈn theo yªu cÇu, cÇn chuÈn bÞ 

®Çy ®ñ. 

1.3   Bµn lµm viÖc ph¶i l¸t g¹ch men chÞu axit, tr−íc vµ sau khi lµm viÖc ph¶i lau mÆt bµn b»ng dung 

dÞch phenol 5%. 

1.4   TiÕn hµnh kü thuËt ph©n tÝch vi khuÈn cÇn thùc hiÖn trong ®iÒu kiÖn v« khuÈn, khö khuÈn kh«ng 

khÝ buång lµm viÖc (buång v« khuÈn) b»ng ®Ìn tia cùc tÝm Ýt nhÊt 1 h. Sauk hi lµm viÖc xong còng ph¶i 

khö khuÈn b»ng tia cùc tÝm. NÕu kh«ng cã ®Ìn tia cùc tÝm th× x«ng foocmalin qua mét ®ªm. Sauk hi 

khuÈn b»ng foocmalin ph¶i trung hßa h¬i foocmalin b»ng dung dÞch ammoniac Ýt nhÊt 2 h, råi míi vµo 

lµm viÖc. 

1.5   Sau mçi ®ît nu«i cÊy vi khuÈn, nh÷ng dông cô thÝ nghiÖm ph¶i ®−îc tiÖt khuÈn b»ng søc nãng cña 

lß hÊp −ít hoÆc ng©m trong dung dÞch hãa chÊt diÖt khuÈn m¹nh theo quy ®Þnh råi míi ®−îc röa. 

1.6   Ph¶i cã c¸c lß hÊp khö khuÈn dông cô thÝ nghiÖm s¹ch sÏ vµ b¸n riªng biÖt. 

2   LÊy mÉu 

2.1   Dông cô lÊy mÉu 

Dïng lo¹i chai thñy tinh, nót mµi cã dung tÝch 100 ml; 500 ml; 1 000 ml ®· ®−îc sÊy kh« tiÖt khuÈn ë 

nhiÖt ®é 180 oC trong 1 h. 
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Dông cô lÊy n−íc th¶I, lµ mét quang s¾t, l¾p chai ®Ó lÊy n−íc th¶i ë c¸c ®é s©u kh¸c nhau. 

Thïng ®ùng ®¸ hoÆc phÝch ®¸ ®Ó b¶o qu¶n c¸c mÉu n−íc sau khi lÊy vµ ®Ó chuyÓn mÉu vÒ phßng thÝ 

nghiÖm. 

2.2   VÞ trÝ vµ thêi gian lÊy mÉu 

N−íc th¶I bao gåm: N−íc th¶i ch−a xö lý, n−íc th¶i ®· ®−îc xö lý. VÞ trÝ vµ thêi gian lÊy mÉu tïy thuéc 

vµo môc ®Ých kiÓm tra ph©n tÝch vµ ®Æc ®iÓm cña nguån n−íc. 

2.2.1   LÊy mÉu n−íc th¶i ch−a xö lý 

a) §èi víi n−íc th¶i ch−a xö lý, th¶i ra cã ®Þnh kú, ph¶i lÊy mÉu ngay lóc n−íc th¶i ra, kh«ng phô thuéc 

giê, ngµy, th¸ng, mïa … c¸c ®iÓm lÊy mÉu: 

–   cèng tËp trung; 

–   ®iÓm x¶ (ra s«ng, hå, biÓn …); 

–   c¸c ®iÓm c¸ch xa ®iÓm x¶ 1 km, 3 km … 

b) §èi víi n−íc th¶i ch−a xö lý th¶i ra liªn tôc khi lÊy mÉu n−íc th¶i ph¶i theo lÞch nghiªn cøu nh− ®Þnh 

kú theo mïa, thêi tiÕt, th¸ng, ngµy giê … 

C¸c ®iÓm lÊy mÉu gièng nh− n−íc th¶i, th¶i ra cã ®Þnh kú. 

2.2.2   LÊy mÉu n−íc th¶i ®7 ®−îc xñ lý 

Ph¶i lÊy mÉu n−íc tr−íc khi xö lý vµ sau khi ®· xö lý. 

C¸c ®iÓm lÊy mÉu:  

–   Cèng tËp trung cña ph©n x−ëng; BÓ xö lý (l¾ng - läc);  

–   HÖ thèng n−íc ®· ®−îc lµm s¹ch (®· thu håi c¸c hãa chÊt, ®éc chÊt, xö lý c¸c chÊt h÷u c¬, thuèc s¸t 

trïng);  

–   §iÓm x¶ (ra s«ng, hå, biÓn…);  

–   C¸c ®iÓm c¸ch xa ®iÓm x¶ lµ 1 km, 5 km, 10 km … 

2.2.3   LÊy mÉu n−íc th¶i cña hÖ thèng cèng r7nh chung cña thµnh phè (gåm n−íc th¶i sinh ho¹t 

vµ n−íc th¶i c«ng nghiÖp). 

C¸c ®iÓm lÊy mÉu:  

–   Cèng gÇn c¬ së x¶ n−íc th¶i;  

–   Cèng tËp trung cña c¸c ®−êng cèng thµnh phè; 

–   §iÓm x¶ cña cèng thµnh phè ra s«ng, hå; 

–   C¸c ®iÓm c¸ch xa ®iÓm x¶ 1 km, 5 km, 10 km … 
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2.2.4   LÊy mÉu n−íc th¶i ë c¸c nhµ m¸y xö lý n−íc th¶i  

C¸c ®iÓm lÊy mÉu: 

–   Cèng lín tËp trung tÊt c¶ n−íc th¶i ®æ vÒ; 

–   HÖ thèng xö lý (c¸c bÓ l¾ng, läc …); 

–   HÖ thèng n−íc ®· ®−îc xö lý; 

–   §iÓm x¶ ra s«ng, hå, biÓn; 

–   C¸c ®iÓm c¸ch xa ®iÓm x¶ 1 km, 5 km, 10 km … 

2.3   TiÕn hµnh lÊy mÉu 

Mçi mét mÉu n−íc lÊy ë mét ®iÓm, cÇn lÊy mét l−îng tõ 100 ml ®Õn 500 ml. NÕu n−íc th¶i qu¸ bÈn th× 

chØ cÇn lÊy 100 ml, nÕu n−íc th¶i ®· ®−îc xö lý tr−íc khi ®−a ra ®iÓm x¶ th× lÊy 500 ml. Dïng dông cô 

lÊy n−íc (quang chai b»ng s¾t) cã khèi l−îng nÆng ®Ó lµm ch×m chai, cã hÖ thèng d©y kÐo ®Ó më vµ 

®ãng nót chai, lÊy n−íc ë ®é s©u tõ 30 cm ®Õn 50 cm. NÕu kh«ng cã quang lÊy n−íc cã thÓ dïng d©y 

hoÆc que, sµo. LÊy n−íc ë c¸c ®iÓm x¶ (s«ng, hå) c¸ch ®iÓm x¶ tõ 1 km, 3 km, 5 km … Tïy theo yªu 

cÇu cña c«ng t¸c nghiªn cøu, trong ®ã cÇn lÊy ë ba vÞ trÝ. 

–   Mét mÉu ë gi÷a dßng; 

–   Mét mÉu lÊy ë bê ph¶i, c¸ch bê Ýt nhÊt 2 m; 

–   Mét mÉu lÊy ë bê tr¸i, c¸ch bê Ýt nhÊt 2 m; 

MÉu n−íc lÊy xong, ®ãng nót v« khuÈn buéc gãi mÉu n−íc. Trªn mÉu cÇn ghi nh·n mÉu n−íc nh− sau: 

Lo¹i n−íc th¶i; ®iÓm lÊy mÉu n−íc th¶i; thêi gian lÊy mÉu (ngµy, th¸ng, n¨m …); sè mÉu ph©n tÝch (vÒ 

sè vi khuÈn); n¬i yªu cÇu; tªn ng−êi lÊy mÉu. Sauk hi lÊy mÉu, cho c¸c chai mÉu n−íc th¶i vµo hép b¶o 

qu¶n (nh«m, t«n) mçi chai mét hép. 

2.4   VËn chuyÓn vµ b¶o qu¶n mÉu 

C¸c mÉu ph¶i ®−îc vËn chuyÓn tíi phßng thÝ nghiÖm sím. Thêi gian kh«ng qu¸ 3 h tõ khi lÊy mÉu. NÕu 

vËn chuyÓn xa mÉu n−íc cÇn b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é tõ 4 oC ®Õn 6 oC (dïng phÝch ®¸ h−îc thing ®ùng ®¸). 

Nh÷ng mÉu n−íc thö ®−a vÒ phßng thÝ nghiÖm cÇn gi÷ ë tñ l¹nh nÕu ch−a ®−îc kiÓm nghiÖm ngay. Thêi 

h¹n kh«ng qu¸ ba ngµy. 

3   x¸c ®Þnh tæng sè vi khuÈn 

3.1   Nguyªn t¾c 

X¸c ®Þnh trong mùc n−íc sè l−îng vi khuÈn khÝ vµ kþ khÝ tïy tiÖn cã kh¶ n¨ng mäc trªn m«i tr−êng 

th¹ch th−êng ë 37 oC ± 0,5 oC trong 24 h. 
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3.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy.  

3.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm 

3.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ thÝ nghiÖm  

Theo TCVN 2680 : 1978 §iÒu 12 

3.3.2   M«i tr−êng nu«i cÊy vi khuÈn 

Th¹ch th−êng theo Phô lôc 1, §iÒu 22 

N−íc muèi sinh lý theo Phô lôc 1, §iÒu 2. 

3.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh 

Pha mÉu thö ra c¸c nång ®é b»ng n−íc sinh lý v« khuÈn 3,5 ‰. NÕu n−íc th¶i qu¸ bÈn th× pha lo·ng 

1/1 000, 1/10 000, 1/100 0000 …NÕu n−íc th¶i ®· ®−îc xö lý, s¸t khuÈn hoÆc n−íc th¶i c«ng nghiÖp th× 

chØ cÇn pha lo·ng tíi 1/10, 1/100. 

Dïng chØ viÕt kÝnh, ghi sè mÉu thö, ®é pha lo·ng, ngµy th¸ng, trªn hép lång Petri. Dïng èng hót chia ®é 

v« khuÈn hót n−íc thö: 1 ml cña tõng nång ®é, cho vµo trung t©m hép lång tr−íc. Mçi nång ®é dïng 

mét èng hót riªng biÖt. Lµm Ýt nhÊt tõ 2 ®Õn 3 ®é pha lo·ng. 

Th¹ch th−êng ®· ®un ch¶y (c¸ch thñy) cho tan ®Çu råi ®Ó nguéi 45 oC. Bªn c¹nh ngän ®Ìn cån më hÐ 

hép lång ®· cã n−íc thö, ®æ vµo chõng 10 ml th¹ch th−êng. §ãng n¾p hép, xoay nh¹ vßng trßn tr¸i, 

ph¶i trªn mÆt bµn ®Ó trén ®Òu víi n−íc th¹ch. Chê khi trªn mnawtj th¹ch ®«ng l¹i, óp ng−îc mÆt th¹ch 

mang ®Ó tñ Êm 37 oC trong 24 h. 

3.5   §Õm khuÈn l¹c 

§Õm khuÈn l¹c vi khuÈn hiÕu khi sau khi nu«i ë tñ Êm tõ 18 h ®Õn 24 h. §Õm b»ng m¸y ®Õm hoÆc b»ng 

m¾t th−êng qua ¸nh s¸ng tù nhiªn. Dïng bót ch×, ch©m c¸c khuÈn l¹c qua hép Petri ®Ó ®Õm. Vi khuÈn 

hiÕu khÝ. Mçi khuÈn l¹c lµ mét mÇm vi khuÈn ph¸t triÓn. ë nh÷ng hép Petri cã nhiÒu khuÈn l¹c th× kÎ lµm 

4 « ®Òu nhau ®Ó ®Õm tõng « cho dÔ dµng. Nh÷ng ®Üa cã khuÈn l¹c mäc ®Çy (tõ 300 khuÈn l¹c trë lªn) 

th× kh«ng ®Õm. 

3.6   TÝnh kÕt qu¶ 

Tæng sè khuÈn l¹c vi khuÈn hiÕu khÝ trong 1 ml mÉu thö b»ng trung b×nh céng cña c¸c hép th¹ch ®· 

nu«i cÊy tÝnh theo c«ng thøc: 

 
K

nnn
N

k
...21 ++

=  
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Trong ®ã:  

nK   lµ sè khuÈn l¹c trong ®Üa th¹ch K 

K   lµ sè ®Üa th¹ch tiÕn hµnh thÝ nghiÖm 

VÝ dô:    

§Üa th¹ch mét: cÊy 1 ml n−íc th¶i nguyªn chÊt nhiÒu kh«ng ®Õm ®−îc; 

§Üa th¹ch hai: cÊy 1 ml n−íc th¶i pha lo·ng ®Õn 1/10, cã 300 khuÈn l¹c; 

§Üa th¹ch ba: cÊy 1 ml n−íc th¶i pha lo·ng ®Õn 1/100, cã 30 khuÈn l¹c. 

KÕt qu¶ nh− sau:  

 N 3000
2

6000

2

)10030()10300(
==

×+×
=  Klac/ml 

Chó thÝch   Tïy theo yªu cÇu cña c«ng t¸c nghiªn cøu kiÓm tra tõng lo¹i n−íc th¶i mµ x¸c ®Þnh mét hoÆc c¶ hai 

lo¹i vi khuÈn: Psychophile (ë nhiÖt ®é 18 oC ®Õn 20oC) Mesophile (ë nhiÖt ®é 37 oC). Lo¹i sau nµy th−êng lµ lo¹i vi 

khuÈn thèi r÷a vµ g©y bÖnh. 

4   X¸c ®Þnh trùc khuÈn Coli ph©n (fecal coli) 

4.1   X¸c ®Þnh trùc khuÈn coli ph©n trong m«i tr−êng láng 

4.1.1   Nguyªn t¾c 

CÊy mét l−îng n−íc thö vµo trong m«i tr−êng láng nghÌo ®¹m nu«i ë nhiÖt ®é (44 ± 0,5) oC trong 48 h. 

NhËn ®Þnh sù mäc ®ôc m«i tr−êng, lªn men ®−êng lactoza, sinh h¬i, sinh indol ë c¸c èng nu«i cÊy, råi 

tÝnh chØ sè theo b¶ng −íc tÝnh MPN (Most Probable number). 

4.1.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy 

4.1.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm 

4.1.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ  

Theo TCVN 2680:1978, §iÒu 1, 2. 

4.1.3.2   M«i tr−êng vµ dung dÞch 

Cã thÓ dïng mét trong c¸c lo¹i m«i tr−êng láng ®Ó nu«i cÊy n−íc thö  sau ®©y: 

Pepton lactoza 10‰ lôc s¸ng, chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 35. 

Pepton Lactoza ®á trung tÝnh chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 36. 

Canh thang Lactoza axit boric, chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 19. 
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Canh thang Lactoza ®á trung tÝnh chuÈn bÞ theo theo Phô lôc 1, §iÒu 20. 

C¸c m«i tr−êng vµ dung dÞch kh¸c:  

Pepton th−êng, chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 13. 

N−íc muèi sinh lý 8,5 ‰ chuÈn bÞ theo sè 1, §iÒu 2. 

Thuèc thö Kovac, chuÈn bÞ theo sè 1, §iÒu 9. 

4.1.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh  (H×nh 1) 

Trªn mét gi¸ nhiÒu lç, xÕp ba hµng èng nghiÖm kÝch th−íc 18 mm x 180 mm. Mçi hµng n¨m èng m«i 

tr−êng (mçi èng ®ãng s½n 10 ml m«i tr−êng. Dïng èng hót chia ®é ®Ó:  

CÊy mÉu n−íc vµo n¨m èng cña hµng ®Çu tiªn, mçi èng 10 ml. 

CÊy mÉu n−íc vµo n¨m èng cña hµng thø hai, mçi èng 1 ml 

CÊy mÉu n−íc vµo n¨m èng cña hµng thø ba, mçi èng 1 ml pha lo·ng 1/10 

Mçi nång ®é ph¶i dïng mét dïng mét èng hót riªng biÖt. 

Khi cÊy xong, l¾c nhÑ gi¸ èng nghiÖm cho hßa ®Òu n−íc thö víi m«I tr−êng, ®em ®Ó tñ Êm                 

(44 ± 0,5) oC. 

Sau 48 h, nhËn ®Þnh nh÷ng èng lªn men ®−êng lactoza sinh h¬i, mäc ®ôc m«i tr−êng. Ghi sè l−îng 

nh÷ng èng ®· lªn men sinh h¬i, mäc ®ôc vµ èng Pasteur, hót chõng 0,5 ml cÊy chuyÓn sang èng m«i 

tr−êng peptone th−êng mang ®Ó tñ Êm (44 ± 0,5) oC trong 24 h, vi khuÈn sÏ mäc ®ôc trong èng. Nhá 10 

giät thuèc thö Kowas ®Ó t×m Indol. NÕu ph¶n øng Indol d−¬ng tÝnh sÏ xuÊt hiÖn mét vßng ®á th¾m trªn 

mÆt m«i tr−êng trong èng pepton. NhËn ®Þnh c¸c èng cÊy: nÕu lªn men, sinh h¬i, sinh Indol lµ        

d−¬ng tÝnh. 

Chó thÝch 1   Ph−¬ng ph¸p nµy ding cho nu«i cÊy t×m trùc khuÈn coli trong n−íc s¹ch (n−íc m¸y) vµ n−íc th¶i 

®· ®−îc xö lý. 

Chó thÝch 2   §èi víi n−íc m¸y vµ n−íc th¶i ®· ®−îc xö lý cã thÓ cÊy n−íc thö nh− sau:  

 1 èng x 50 ml (N) nguyªn chÊt 

 5 èng x 0,1 ml (N) 

KÕt qu¶ theo B¶ng 3, Phô lôc 2. 

Chó thÝch 3   NÕu n−íc th¶i bÈn cã thÓ pha lo·ng thªm vµ cÊy nh− sau: 

 5 èng x 1 ml (N) 

 5 èng x 0,1 ml 

KÕt qu¶ theo B¶ng 2, Phô lôc 2 

Chó thÝch 4   NÕu ë ®é pha lo·ng cuèi cïng vµ 5 èng ®Òu d−¬ng tÝnh th× cÇn ph¶i pha lo·ng thªm ®Ó cÊy tiÕp. 
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KÕt qu¶ cã thÓ suy ra tõ B¶ng 2, Phô lôc 2. 

4.1.5 TÝnh kÕt qu¶ 

Trong B¶ng tÝnh −íc l−îng MPN ®Ó tÝnh chØ sè trùc khuÈn coli trong n−íc thö 

TÝnh chØ sè MPN (most probable number) Phô lôc 2, B¶ng 1. 

§Õm sè èng lªn men, sinh h¬i, sinh Indol cña c¸c nång ®é råi tra b¶ng −íc tÝnh c¸c nång ®é MPN. 

VÝ dô 

N¨m èng cña hµng ®Çu tiªn cÊy 10ml mÉu thö: d−¬ng tÝnh (lªn men, sinh h¬i, sinh Indol). 

N¨m èng cña hµng thø hai cÊy 1ml mÉu thö: cã 3 èng d−¬ng tÝnh (lªn men, sinh h¬i, sinh Indol). 

N¨m èng cña hµng thø ba cÊy 0,1ml: kh«ng cã èng nµo d−¬ng tÝnh. 

Tõ b¶ng sè sÏ lµ: 530 - Tra b¶ng NPN sÏ cho kÕt qu¶ lµ 79 coli/100 ml. 

4.2   X¸c ®Þnh trùc khuÈn coli ph©n trong m«i tr−êng ®Æc. 

4.2.1   Nguyªn t¾c 

CÊy mét l−îng n−íc nhá trong th¹ch ®Üa Endo, khuÈn l¹c E, coli mäc cã mµu ®á ¸nh kim. 

4.2.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy. 

4.2.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm. 

4.2.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ  

Theo TCVN 2680 : 1978, §iÒu 1,2. 

4.2.3.2   M«i tr−êng dung dÞch 

M«i tr−êng Endo chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 23.  

N−íc muèi sinh lý 8,5 0/00 chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 2. 

4.2.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh (H×nh 2). 

Tïy lo¹i n−íc th¶i mµ quyÕt ®Þnh ®é pha lo·ng ®Ó ph©n tÝch nu«i cÊy vi khuÈn. Dïng n−íc cÊt hoÆc 

n−íc muèi sinh lý v« khuÈn ®Ó pha lo·ng nh− sau: 

Dïng ch× viÕt kÝnh, ghi sè mÉu thö, ®é pha lo·ng, ngµy th¸ng trªn n¾p hép PÐtri. Dïng èng hót v« 

khuÈn hót mÉu n−íc thö (l¾c ®Òu) cho vµo hai ®Üa PÐtri v« khuÈn, mçi ®Üa 0,5 ml. 

Th¹ch Endo ®· pha chÕ, ®em ®un c¸ch thñy cho tan ®Òu råi ®Ó nguéi ®Õn 45 0C. Më hÐ hép lång ®· cã 

mÉu n−íc thö 0,5 ml, ®æ vµo chõng 10 ml th¹ch Endo. §ãng n¾p hép, xoay trßn nhÑ nhµng ®Ó hßa ®Òu. 

Chê khi mÆt th¹ch ®«ng l¹i, mang ®Ó tñ Êm ë (44 ± 0,5) 0C, óp ng−îc hép th¹ch, nu«i cÊy trong 24 h. 
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4.2.5   §Õm khuÈn l¹c vµ tÝnh kÕt qu¶. 

§Õm khuÈn l¹c mäc ë trong vµ trªn mÆt th¹ch Endo, cã mµu ®á thÉm, ¸nh kem ë hai ®Üa cÊy 0,5 ml. 

Tæng sè khuÈn l¹c sÉm mµu, ¸nh kim cña hai ®Üa th¹ch ®· cÊy lµ l−îng coli trong 1ml. 

NÕu mÉu n−íc thö pha lo·ng ra 1/10, 1/100, 1/1 000 v.v... khi cã kÕt qu¶ th× ph¶i nh©n sè khuÈn l¹c 

mäc trªn hai ®Üa th¹ch víi c¸c hÖ sè: 10, 100, 1 000 v.v… 

Sè l−îng trùc khuÈn coli ph©n cã trong 100ml n−íc th¶i ch−a pha sÏ lµ: 

X = A x 100 

Trong ®ã: 

A       Sè vi khuÈn coli ph©n cã trong hai ®Üa th¹ch Endo; 

100   Quy vÒ thÓ tÝch 100 ml n−íc th¶i ch−a pha. 

VÝ dô: Hai ®Üa th¹ch Endo, cÊy ë nång ®é pha lo·ng 1/10 ®Õm ®−îc 20 khuÈn l¹c. VËy sè trùc khuÈn 

coli ph©n trong 100 ml n−íc th¶i ch−a pha lµ: 

20 x 10 x 100 = 20 000 

S¬ ®å ph©n lËp trùc khuÈn coli ph©n trong m«i tr−êng láng nhiÒu èng 

Kü thuËt MPN 

-   nhiÖt ®é (44 oC ± 0,5 oC)/48 g 

-   t×m ph¶n øng Indol 

-   tra b¶ng −íc l−îng MPN 

 Pepton lactoza axit boric (ml) 

 N−íc thö (ml) 

                                                       H×nh 1 

 C¸c èng d−¬ng tÝnh tiÕn hµnh lµm ph¶n øng t×m Indol 
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S¬ ®å ph©n lËp trùc khuÈn coli ph©n trªn m«i tr−êng ®Æc 

-   NhiÖt ®é (44 oC ± 0,5 oC)/ 24 g. 

-   §Õm sè khuÈn l¹c ¸nh kim trªn m¹ch th¹ch. 

 

 

 

 

 

H×nh 2 

5   X¸c ®Þnh liªn cÇukhuÈn ®−êng ruét (streptococus faecalis) 

5.1   X¸c ®Þnh liªn cÇu khuÈn ®−êng ruét 

5.1.1   Nguyªn t¾c. 

Liªn cÇu khuÈn ®−êng ruét cã thÓ ph¸t triÓn trong m«i tr−êng láng cã axit - natri - glucoza - ë nhiÖt ®é 

thÝch hîp 45 0C trong 48 h. 

5.1.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy. 

5.1.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm. 

5.1.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ theo TCVN 2680 : 1978, §iÒu 1,2. 

5.1.3.2   M«i tr−êng nu«i cÊy 

M«i tr−êng H.P ®Ëm ®Æc chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 25. 

M«i tr−êng H.P. lo·ng chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 26. 

N−íc nu«i sinh lý 8,5 0/00 ®ãng èng ®óng 9ml, chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 2. 

5.1.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh (H×nh 3) 

Trªn mét gi¸ xÕp hai hµng èng: n¨m èng m«i tr−êng HP ®Ëm ®Æc vµ bèn èng m«i tr−êng HP lo·ng. 

N−ícthö pha ra nång ®é: N (nguyªn chÊt): 1/10; 1/100; 1/1 000. 

Dïng èng hót v« khuÈn lÊy mÉu n−íc thö (l¾c ®Òu) vµ cÊy vµo: 

5 èng m«i tr−êng HP ®Æc, mçi èng 10 ml mÉu n−íc thö N 

4 èng m«i tr−êng HP lo·ng, mçi èng 1 ml mÉu n−íc thö ë ®é pha lo·ng dÇn: N; 1/10; 1/100; 1/1000. 

 

§Üa Petri 

N−íc thö (ml) 

M«I tr−êng Endo (ml) 

N−íc thö 

 
 
 0,5 0,5 
 
 10 10 
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CÊy xong l¾c nhÑ hßa ®Òu n−íc víi m«i tr−êng, mang ®Ó tñ Êm ë 45 0C. Sau 48 h, nhËn xÐt c¸c èng 

cÊy: ®ôc chuyÓn mµu (tõ tÝm sang vµng) lµ d−¬ng tÝnh. 

5.1.5   TÝnh kÕt qu¶ 

C¨n cø vµo c¸c èng d−¬ng tÝnh, −íc tÝnh kÕt qu¶ nh− sau: 

èng thø nhÊt (chuyÓn mµu, mäc ®ôc) 

D−¬ng tÝnh:  20 liªn cÇu/l → 2 liªn cÇu /100 ml 

èng thø hai:  40 liªn cÇu/l → 4 liªn cÇu /100 ml 

èng thø ba:  60 liªn cÇu/l → 6 liªn cÇu /100 ml 

èng thø t−:  80 liªn cÇu/l → 8 liªn cÇu /100 ml 

èng thø n¨m:  100 liªn cÇu/l → 10 liªn cÇu /100 ml 

C¶ n¨m èng cÊy 10 ml vµ thªm èng cÊy 1 ml (N) 

D−¬ng tÝnh :  100 liªn cÇu/l → 10 liªn cÇu/100 ml. 

NÕu cïng trong ®iÒu kiÖn trªn vµ thªm ®é pha lo·ng 1/10 d−¬ng tÝnh 10 000 liªn cÇu/lÝt →                                  

1 000/100 ml. 

NÕu cïng trong ®iÒu kiÖn trªn vµ thªm ®é pha lo·ng 1/100 d−¬ng tÝnh: 100 000 liªn cÇu/lÝt →                       

10 000/100 ml. 

NÕu cïng trong ®iÒu kiÖn trªn vµ thªm ®é pha lo·ng 1/1 000 d−¬ng tÝnh: 1000 000 liªn cÇu/lÝt →                 

100 000/100 ml. 

chó thÝch   NÕu n−íc th¶i bÈn th× cÊy l−îng n−íc th¶i ë nång ®é ®Çu lµ 1 ml (N) vµ dïng m«i tr−êng HP lo·ng. 

5.2   X¸c ®Þnh liªn cÇu khuÈn ®−êng ruét trong m«i tr−êng láng nhiÒu èng kü thuËt NPN 

5.2.1   Nguyªn t¾c 

Theo §iÒu 5.1 cña tiªu chuÈn nµy. 

5.2.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy. 

5.2.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm 

5.2.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ theo TCVN 2680 : 1978 §iÒu 1,2. 

5.2.3.2   M«i tr−êng cÊy 

M«i tr−êng HP ®Ëm ®Æc chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 25. 

M«i tr−êng HP lo·ng chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 26. 
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5.2.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh (H×nh 3). 

XÕp vµo gi¸ èng nghiÖp ba hµng èng mçi hµng n¨m èng m«i tr−êng HP lo·ng. Dïng èng hót v« khuÈn 

hót mÉu n−íc thö cho vµo m«i tr−êng HP theo c¸c ®é pha lo·ng: N, 1/10, 1/100, mçi èng 1 ml. 

5 èng x 1 ml (N) 

5 èng x 1 ml (1/10) 

5 èng x 1 ml (1/100). 

NÕu n−íc th¶i t−¬ng ®èi s¹ch th× kh«ng pha lo·ng, cÊy vµo m«i tr−êng HP ®Ëm ®Æc theo c¸c thÓ tÝch 

n−íc nh− sau:  

1 èng x 50 ml (N) 

5 èng x 10 ml (N) 

TiÕn hµnh x¸c ®Þnh xong, ®em ®Ó tñ Êm ë 45 0C. 

Sau 48 h, nhËn xÐt nh÷ng èng mäc ®ôc chuyÓn mµu (tõ tÝm sang vµng) lµ d−¬ng tÝnh. 

5.2.5   TÝnh kÕt qu¶  

§Õn sè èng d−¬ng tÝnh, ®em tra b¶ng tÝnh −íc sè MPN, sÏ cho c¸c chØ sè 1 lªn cÇu 100 ml. (tra B¶ng 2 

vµ B¶ng 3 Phô lôc 2) 

Chó thÝch 

1   Mçi ®é pha lo·ng ph¶i dïng mét èng hót riªng biÖt. 

2   NÕu ë ®é pha lo·ng cuèi cïng cßn d−¬ng tÝnh th× ph¶i pha lo·ng thªm vµ nuèi cÊy tiÕp. 

3   NÕu muèn kiÓm tra khuÈn l¹c ®iÓn h×nh vµ h×nh thÓ cña liªn cÇu trïng ®−êng ruét th× cÊy chuyÓn 

c¸c èng d−¬ng tÝnh sang m«i tr−êng th¹ch SLANETZ vµ nhuém gram xem h×nh thÓ. 

5.3   X¸c ®Þnh liªn cÊu khÈn ®−êng ruét trong m«i tr−êng ®Æc. 

5.3.1   Nguyªn t¾c. 

CÊy mét l−îng nhá n−íc th¶i trong m«i tr−êng th¹ch cã natri 8zit, cã kh¶ n¨ng diÖt c¸c lo¹i vi khuÈn 

kh¸c chØ ®Ó cho liªn cÇu khuÈn ®−êng ruét mäc     

5.3.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy 

5.3.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm  

5.3.3.1   Dông cô vµ thiÕt bÞ theo TCVN 2680 : 1978, §iÒu 1,2. 

5.3.3.2   M«i tr−êng nu«i cÊy 

- Th¹ch SLANETZ vµ BARTLEY: Phô lôc 1, §iÒu 27 
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- N−íc muèi sinh lý 8,5 ‰ : Phô lôc 1, §iÒu 2 

5.3.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh (H×nh 4) 

Tïy theo lo¹i n−íc th¶i mµ quyÕt ®Þnh ®é pha lo·ng ®Ó nu«i cÊy. NÕu n−íc th¶i bÈn th× pha lo·ng ra 

1/10, 1/100. 

CÊy mçi mÉu n−íc th¶i vµo hai ®Üa th¹ch SLANETZ vµ BARTLEY. M«i tr−êng th¹ch SLANETZ vµ 

BARTLEY ®· ®−îc pha chÕ theo c«ng thøc hoÆc ë d¹ng kh«, ®ãng gãi s½n (Meck). Khi dïng ®un c¸ch 

thñy cho tan ®Òu, ®Ó nguéi tíi 45 0C, ®æ ra ®Üa PÐtri, mçi ®Üa kho¶ng 10 ml. Khi th¹ch ®«ng, cã thÓ cÊy 

n−íc th¶i trªn mÆt th¹ch.  

Dïng èng hót v« trïng cho 0,1 ml n−íc th¶i vµo gi÷a ®Üa th¹ch SLANETZ dïng que cÊy vi khuÈn cÊy ria 

®Òu kh¾p mÆt th¹ch ®Ó vµo tñ Êp ë 45 0C trong 24 h. óp ng−îc hép th¹ch. 

5.3.5   TÝnh kÕt qu¶  

Sau 24 h ®Õn 48 h, c¸c khuÈn l¹c mäc trªn mÆt th¹ch SLAN - ETZ trßn trong mÇu hång s¸ng lµ khuÈn 

l¹c cña liªn cÇu trïng ®−êng ruét (streptococcus faecalis). 

§Õm sè khuÈn l¹c ®iÓn h×nh trªn ®Üa th¹ch, nh©n víi 1000 sÏ cho kÕt qu¶ liªn cÇu trïng ®−êng ruét 

(streptococcus faecalis). 

§Õm sè khuÈn l¹c ®iÓn h×nh trªn ®Üa th¹ch, nh©n víi 1 000 sÏ cho kÕt qu¶ liªn cÇu/100ml. 

Chó thÝch   NÕu cÊy n−íc th¶i pha lo·ng 1/10 hay 1/100 th× kÕt qu¶ trªn ph¶i nh©n thªm víi c¸c hÖ sè 10, 100 

v.v…  

S¬ ®å ph©n lËp liªn cÇu th¼ng ®−êng ruét trong n−íc th¶i 

Ph−¬ng ph¸p dïng m«i tr−êng láng 

 

Kü thuËt Buttiaux  

45 0C/ 24 h ®Õn 48 h −íc tÝnh chØ sè Buttiaux.  

 M«i tr−êng HP ®Æc (ml)  
 M«i  tr−êng HP lo·ng (ml) 
 N−íc thö (ml) 

 

 

Kü thuËt PN 

45 0C/24 h ®Õn 48 h −íc tÝnh chØ sè MPN 

 M«i  tr−êng HP lo·ng (ml) 
 N−íc thö (ml) 
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H×nh 4 

6   X¸c ®Þnh vi khuÈn kþ - khÝ nha bµo (closthidium- Pereringens) 

6.1   Nguyªn t¾c 

Dùa trªn tÝnh chÊt sinh vËt cña CI.Porfringens cã nha b¶o chÞu ®−îc nhiÖt ®é 750C x 10 min, sinh H2S, 

trong m«i tr−êng Wilson Blair khuÈn l¹c cã mµu ®en. 

6.2   C¸ch lÊy mÉu  

Theo §iÒu 2 cña  tiªu chuÈn nµy 

6.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm  

6.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ, theo TCVN 2680 : 1978 §iÒu 1.2. 

6.3.2   M«i tr−êng nu«i cÊy vi khuÈn 

–    m«i tr−êng Wilson - Blair (c¶i tiÕn) Phô lôc 1 (th¹ch Glucoza sunfit). 

–    m«i tr−êng th¹ch TSN (WSN a gar): m«i tr−êng nµy lµ lo¹i m«i tr−êng kh«, ®ãng gãi s½n (cña Merk), 

khi dïng th× c©n ®ong theo h−íng dÉn sö dông. CÇn bao nhiªu th× pha bÊy nhiªu, v× kh«ng ®Ó    

®−îc l©u. 

–    n−íc muèi sinh lý 8,5 ‰ ®Ó pha lo·ng mÉu thö. Phô lôc 1 §iÒu 2. 

6.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh (H×nh 5) 

§un c¸ch thñy cho tan ®Òu m«i tr−êng th¹ch cÊy vi khuÈn kþ khÝ clostridiam Perfringenm, khi c¸c èng 

m«i tr−êng nãng, tïy theo n−íc th¶i s¹ch hay bÈn, cho mÉu n−íc thö vµo nh− sau: 

 

M«i  tr−êng HP ®Æc (ml)  

N−íc thö (ml) 
 

H×nh 3 

 
S¬ ®å ph©n lËp liªn cÇu khuÈn trong m«i tr−êng ®Æc 

 

Thµnh SLHE T2 

N−íc thö (ml) 
45 oC 

§Õm khuÈn l¹c mäc trªn 

m«i tr−êng N−íc thö 
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10 ml mÉu n−íc thö (nÕu lµ n−íc th¶i ®· xö lý s¹ch); 

1 ml mÉu n−íc thö (nÕu lµ n−íc th¶i ch−a xö lý); 

0,1 ml mÉu n−íc thö  (nÕu lµ n−íc th¶i qu¸ bÈn). 

§Ó hai èng m«i tr−êng ®· cÊy n−íc thö vµo nåi ®ung c¸ch thñy ë 80 0C trong 10 min, lÊy ra lµm l¹nh 

ngay d−íi vßn n−íc cho th¹ch ®«ng l¹i. Mang ®Ó tñ Êp 37 0C trong 24 h. Clostridun perfringens mäc 

thµnh khuÈn l¹c ®en trßn, ®−êng kÝnh kho¶ng 1 mm trë lªn. §Ó l©u khuÈn l¹c sÏ ph¸t triÓn to h¬n. CÇn 

®Õm khuÈn l¹c sím kh«ng qu¸ 24 h. NÕu ®Ó l©u Cl.Perfringens sÏ mäc lan, sinh khÝ (H2S) nhiÒu, kh«ng 

®Õm ®−îc. NÕu èng cÊy 0,1 ml mÉu n−íc thö, l−îng khuÈn l¹c Cl.Perfringens cßn qu¸ nhiÒu khã ®Õm 

th× ph¶i pha lo·ng h¬n ra 1/100 cho dÔ ®Õm. 

6.5   TÝnh kÕt qu¶  

Sè l−îng clostridium perfringens trong 10 m3 n−íc th¶i ®−îc tÝnh theo c«ng thøc: 

N/10 ml = 
n1 - n2

2  

Trong ®ã: 

n1    sè vi khuÈn trong èng sè 1; 

n2    sè vi khuÈn trong èng sè 2. 

-   nÕu cÊy theo thÓ tÝch 1 ml n−íc thö: th× N ph¶i  nh©n víi 10. 

-   nÕu cÊy theo thÓ tÝch 1ml n−íc thö: th× N ph¶i  nh©n víi 100. 

 

S¬ ®å x¸c ®Þnh C1 pereringens trong n−íc 

 

 

 

 

 

  

 

 

H×nh 5 

L¾c ®Òu 

N−íc th¶i 
®· xö lÝ 

M«i tr−êng Winson Blaik (ml) ----- 20 ----- 20 

N−íc thö (ml) ----- 10 ----- 10 

 

C¸ch thñy 80 oC trong 10 min 

Lµm l¹nh ngay 

§Ó tñ ©m 37 oC trong 24 h 
§äc kÕt qu¶. KhuÈn l¹c ®en 
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7   X¸c ®Þnh phÈy khuÈn t¶ (vitro choletes) 

7.1   Nguyªn t¾c 

PhÈy khuÈn t¶ ph¸t triÓn nhanh trong m«i tr−êng pepton kiÒm mÆn sau 3 h ®Õn 4 h. h×nh thÓ ®Æc biÖt, 

trªn m«i tr−êng chizis khuÈn l¹c mµu ®en cã quÇng tr¾ng, lªn men ®−êng sacaroza vµ sinh iaz«n. 

7.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy. 

7.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm  

7.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ 

Theo TCVN 2680 : 1978 §iÒu 1, 2 

7.3.2   M«i tr−êng vµ dung dÞch. 

N−íc muèi sinh lý 8,5 ‰ v« khuÈn chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 2; 

N−íc pepton mÆn 30 ‰ chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 37; 

M«i tr−êng n−íc pepton, Phô lôc 1, §iÒu 47; Kali nitrat; 

M«i tr−êng th¹ch Chizia, chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 38; 

M«i tr−êng Basilow, chuÈn bÞ theo Phô lôc1, §iÒu 45; 

7.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh  

7.4.1   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh ph©n lËp nhanh (cÇn trong vô dÞch) (H×nh 6). 

CÆn n−íc th¶i ®· ®−îc ly t©m, ®em cÊy ngay vµo èng pepton 30 ‰ pH 9. §Ó tñ Êm 37 0C trong 3 h ®Õn 

6 h hít v¸ng, cÊy truyÒn sang èng m«i tr−êng pepton mÆn kh¸c thø 2 vµ thø 3. 

Hít v¸ng cÊy chuyÓn sang mét èng th¹ch nghiªng cho thuÇn khiÕt vµ lµm tiªu b¶n ®Ó soi t−¬i, nhuém 

Gram xem h×nh thÓ vµ tÝnh chÊt di ®éng. 

Qua kÝnh hiÓn vi: soi t−¬i thÊy di ®éng, nhuém Gram, thÊy vi khuÈn b¾t mµu Gram ©m, vµ h×nh thÓ dÊu 

phÈy th×  kÕt luËn s¬ bé lµ cã h×nh thÓ phÈy khuÈn t¶. 

7.4.2   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh ph©n lËp qua nhiÒu m«i tr−êng vµ c¸c ph¶n øng (H×nh 7). 

§Ó x¸c ®Þnh chñng lo¹i, cÇn ph¶i nu«i cÊy qua nhiÒu m«i tr−êng ph©n lËp, lµm ph¶n øng  ng−ng kÕt víi 

kh¸ng huyÕt thanh t¶ (OGAWA, YNABA…), ph¶n øng sinh vËt hãa häc vµ t×m thùc khuÈn thÓ (Phage): 

a)   CÊy chuyÒn vµ cÊy vµo m«i tr−êng ph©n lËp. 

CÊy cÆn n−íc th¶i vµo pepton mÆn 30 ‰ pH 9. CÊy chuyÒn 3 lÇn råi hít v¸ng cÊy ria vµo th¹ch Chizia. 

§Ó tñ 37 0C. Sau 10 h phÈy khuÈn t¶ mäc sím khuÈn l¹c mµu ®en cã quÇng tr¾ng (cßn c¸c lo¹i vi 

khuÈn kh¸c bÞ øc chÕ, sau 30 h míi mäc). 
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T×m khuÈn l¹c nghi ngê, lµm tiªu b¶n lam kÝnh, nhuém gram xem h×nh thÓ, nÕu thÊy h×nh thÓ dÊu phÈy 

vµ b¾t ®Çu mµu Gram ©m th× lµm tiÕp c¸c kh©u sau: 

b)   Lµm lªn men ®−êng vµ kh«ng sinh  h¬i 

Chñ yÕu ®Ó xem sù lªn men ®−êng, ®Ó ®Þnh lo¹i phÈy khuÈn t¶ g©y bÖnh hoÆc kh«ng g©y bÖnh. 

Trªn mét gi¸ xÕp (Ýt nhÊt) 3 èng m«i tr−êng Basilow, cho vµo 5 giät ®−êng (mçi èng mét lo¹i ®−êng). 

Dïng 3 lo¹i ®−êng: Sacharose, Mannose, Arabinose ®· ®−îc tinh chÕ ®ãng s½n vµo èng 1 ml. 

CÊy khuÈn l¹c nghi ngê (®· nu«i cÊy) hoÆc vµi giät canh trïng ë n−íc pepton mÆn, vµo c¸c èng m«i 

tr−êng Basilow. NÕu cã vi khuÈn t¶ mäc th× èng m«i tr−êng sÏ ®æi mµu: tõ xanh sang vµng vµ chØ  lªn 

men ®−êng Saccharose. 

c)   Ph¶n øng t×m iaz«n (cholera - rothe). 

Vi khuÈn nghi ngê, cÊy sang èng m«i tr−êng, peptone kali nitrat ®Ó tñ Êm 37 0C sau 24 h, cho vµo trong 

èng 1 ml axit clohidric (HCl), ®Æc. NÕu cã mµu ®á hång lµ Indol d−¬ng (nÕu mµu râ thªm th× cho 0,5 ml 

cån amilic, l¾c ®Òu). MÆt m«i tr−êng cã mét vßng ®á th¾m. 

Lo¹i Sacar«za Nan«za Arabin«za Ind«n Ghi chó 

I 

II 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

g©y bÖnh 

 

d)   Ph¶n øng ng−ng kÕt trªn èng 

Dïng huyÕt thanh t¶ ogawa vµ Inaba. 

LÊy 2 èng m«i tr−êng pepton, råi bá vµo 10 giät kh¸ng huyÕt thanh ogawa vµ Inaba vµo mçi èng. Sau 

®ã cÊy canh khuÈn nghi t¶ vµo 2 èng. §Ó tñ Êm 37 0C trong 4 h, råi xem hiÖn t−îng ng−ng kÕt trªn èng. 

NÕu lµ vi khuÈn t¶ th× sÏ ng−ng kÕt, h¹t nhá trong èng pepton . 

e)   Dïng thùc khuÈn  thÓ (Phagi¬). 

Canh khuÈn non c©y trong m«i tr−êng pepton mÆn 30 ‰, hoÆc canh thang sau 6 h. LÊy canh khuÈn 

l¸ng ®Òu trªn ®Þa th¹ch th−êng, ®Ó tñ Êm 37 0C cho kh«, råi mang ra rá mét giät Phagi¬ vµo. §em ®Ó tñ 

Êm trong 4 h ®Õn 6 h. Sau ®ã ®äc kÕt qu¶: NÕu chç rá giät Phagi¬ vµo, thÊy trong (lµm tan vi khuÈn) lµ 

cã phÈy khuÈn t¶ (V. Ektor mäc lê mê, V. cholÐrae th× tan hÕt). 

7.5   §¸nh gi¸ kÕt qu¶ 

KÕt luËn phÈy khuÈn t¶ c¨n cø vµo: 

–  Mäc vµ ph¸t triÓn nhanh trong m«i tr−êng pepton kiÒm mÆn 3 h ®Õn 6 h. 

–  KhuÈn l¹c ®iÓn h×nh trªn m«i tr−êng ph©n lËp  
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–  Ph¶n øng sinh vËt hãa häc: - Saccharose    + 

  - Indon              + 

–  Ng−ng kÕt víi c¸c kh¸ng huyÕt thanh ®Æc hiÖu  

–  H×nh thÓ ®iÓn h×nh: Soi t−¬i : di ®éng  

  Nhuém gram : b¾t mµu Gram ©m h×nh dÊu phÈy. 

Chó thÝch   NÕu phßng thÝ nghiÖm cã trang bÞ ®ñ kh¸ng huyÕt thanh t¶ c¸c lo¹i vµ Phagi¬ t¶ th× lµm: 

-   Ph¶n øng ng−ng kÕt trªn èng; 

-   T×m thùc khuÈn thÓ t¶. 

®Ó ®Þnh chuÈn lo¹i phÈy khuÈn t¶. 

S¬ ®å x¸c ®Þnh phÈy khuÈn t¶ 

X¸c ®Þnh nhanh 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 6 

 

 

 

 

 

 

S¬ ®å x¸c ®Þnh phÈy khuÈn t¶ 

  Sîi t−¬i    Nhuém gram 

Th¹ch th−êng 
37 oC/24 g 

  Sîi t−¬i    Nhuém gram CÆn ly t©m 
(n−íc th¶i) Pepton kiÒm mÆn 

 

37 oC 

(3 h cÊy chuyÒn mét lÇn) 



Tcvn 4584 : 1988                                                                                                    

 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 7 

8   X¸c ®Þnh tô cÇu v¸ng g©y mñ (staphylococus pyogennes aureus) 

8.1   Nguyªn t¾c 

Dùa trªn tÝnh chÊt sinh vËt hãa häc cña tô cÇu khuÈn lµ lµm tan m¸u, lµm huyÕt t−¬ng ®ång, lªn men 

®−êng manit. H×nh thÓ chïm nho khi nhuém soi. 

 

CÆn ly t©m 
(n−íc th¶i) 

            Pepton kiÒm mÆn 
 

         37 oC 
      (3 h cÊy chuyÒn mét lÇn) 

Hít v¸ng 

S¬ ®å x¸c ®Þnh phÈy khuÈn t¶ 
x¸c ®Þnh qua c¸c m«i tr−êng míi cÊy 

  Sîi t−¬i    Nhuém gram 

Th¹ch th−êng 
37 oC/24 h              CHIZIA 

37 oC/24 h 

CHIZIA 
37 oC/24 h 

Sîi t−¬i  Nhuém gram 

Sù hãa häc 

Pepton kali nitrat 
37 oC/24 h 

Ph¶n øng ng−ng kÕt trªn èng 

Pepton MÆn 
37 oC/h 

 
Pha gi¬ 

INDOL  
(cholera roth) 
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8.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy. 

8.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm 

8.3.1   Dông cô vµ thiÕt bÞ theo TCVN 2680 : 1978 §iÒu 1,2. 

8.3.2   M«i tr−êng nu«i cÊy. 

Pepton mÆn 10 % chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 39; 

Th¹ch mµu chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 46; 

Th¹ch Chapman chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 40; 

Dung dÞch natri xitrat 3,8 %; 

HuyÕt t−¬ng th«. 

8.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh (H×nh 8) 

NÕu lµ n−íc th¶i sinh ho¹t, n−íc th¶i s¶n xuÊt (n−íc cèng th¶i, n−íc th¶i nhµ m¸y da, nhµ m¸y giÊy, 

nhµ m¸y ®−êng, xÝ nghiÖp ®Ëu phô, lß s¸t sinh…) th× dïng mét l−îng n−íc 100 ml, läc qua phÌn läc 

Seitz, hoÆc ly t©m lÊy cÆn ®Ó nu«i cÊy. NÕu lµ n−íc th¶i ®· xö lý, vµ th¶i ra c¸c nguån s«ng, hå v.v… 

n−íc bÓ b¬i th¶i ra, th× dïng mét l−îng tõ 1 l + 2 l, läc qua läc Seitz hoÆc ly t©m cÆn ®Ó nu«i cÊy. 

a) CÊy trong m«i tr−êng pepton mÆn 10 % 

LÊy cÆn ®· ly t©m, cÊy vµo m«i tr−êng pepton mÆn 10 %, ®Ó t¨ng sinh vµ phong phó cÇu khuÈn. §Ó c¸c 

èng hoÆc b×nh pepton mÆn vµo trong tñ Êm 37 0C trong 24 h. 

b) CÊy vµo m«i tr−êng th¹ch m¸u 

Sau 24 h, hít v¸ng ë èng pepton mÆn, cÊy ria sang th¹ch m¸u mçi mÉu n−íc cÊy Ýt nhÊt 2 ®Üa. §Ó trong 

tñ Êm 37 0C. 

Sau 24 h, nhËn xÐt khuÈn l¹c theo mµu s¾c, tÝnh chÊt tan huyÕt, vµ lµm ®å phiÕn, nhuém Gram, xem 

h×nh thÓ vi khuÈn (®iÓn h×nh, h×nh chïm nho). 

c) CÊy vµo m«i tr−êng th¹ch Chapman 

Dïng que cÊy chän mét khuÈn l¹c ®iÓn h×nh, cÊy ria th¹ch ®· Chapman ®Ó kiÓm tra tÝnh chÊt lªn men 

®−êng mannit. §Ó tñ Êm 37 0C trong 48 h. NÕu m«i tr−êng chuyÓn sang mµu vµng vµ lªn men ®−êng 

mannit. 

d) Ph¶n øng lµm ®«ng huyÕt t−¬ng (coagulaza) 

Cho 0,50 ml huyÕt t−¬ng th« vµo trong mét èng nghiÖm nhá råi cÊy vµo vµi giät canh trïng tô cÇu. §Ó 

tñ Êm 37 0C trong 6 h. Sau ®ã ®äc kÕt qu¶: huyÕt t−¬ng ®«ng l¹i, dèc ng−îc èng nghiÖm, huyÕt t−¬ng 

kh«ng ®æ ra khái èng. 
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C¸ch lµm huyÕt t−¬ng: Hßa 1 ml m¸u th« víi 0,35 ml dung dÞch natri xitrat 3,8 % ®em ly t©m vµ lÊy 

huyÕt t−¬ng ë trªn. 

8.5   KÕt qu¶ 

C¨n cø vµo c¸c kh©u nu«i cÊy ph©n lËp vµ c¸c ph¶n øng trªn phßng thÝ nghiÖm cÇn ph¶i cã kÕt qu¶ Ýt 

nhÊt lµ cña 4 tÝnh chÊt ®Ó x¸c ®Þnh tô cÇu vµng g©y bÖnh: 

TÝnh chÊt tan huyÕt  (+) 

Lªn men ®−êng mannit  (+) 

Coagulaza (+) 

H×nh thÓ ®iÓn h×nh: h×nh chïm nho. 

S¬ ®å x¸c ®Þnh tô cÇu vµng g©y mñ trong n−íc th¶i 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 8 

9   X¸c ®Þnh trùc khuÈn mñ xanh (pseudomonas aeruginosa) 

9.1   Nguyªn t¾c 

Trong m«i tr−êng th¹ch mµu ë 37 0C, trong 24 h trùc khuÈn mñ xanh lµm tan huyÕt lµm cho m«i tr−êng 

cã mµu xanh, mïi h¾c ®Æc biÖt. 

Th¹ch m¸u 
 
 
Th¹ch m¸u 

    Hít v¸ng 

37 oC/24 h 

N−íc th¶i cÆn ly t©m 

     Canh thang 
37 oC/24 h      Ch¸o mÆn 

37 oC/24 h 

Nhuém Gram 

HuyÕt t−¬ng thá 0,5 ml 
Canh khuÈn          5  

37 oC/6 h 
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9.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy. 

9.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm 

9.3.1   Dông cô vµ thiÕt bÞ 

Theo TCVN 2680 : 1978, §iÒu 1, 2. 

9.3.2   M«i tr−êng nu«i cÊy, thuèc thö 

Th¹ch th−êng (th¹ch nghiªng) chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 36; 

Canh thang th−êng chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 17; 

Th¹ch m¸u chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 46; 

Th¹ch T.T.C citrat chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 34; 

Thuèc nhuém Gram chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 42. 

9.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh (H×nh 9) 

Ly t©m hoÆc läc n−íc th¶i qua läc Seitz lÊy cÆn. Dïng que cÊy vi khuÈn lÊy cÆn ®Ó nu«i cÊy vµo c¸c 

lo¹i m«i tr−êng sau: 

a) CÊy vµo 1 ®Üa th¹ch m¸u vµ 1 ®Üa th¹ch T.T.C citrat. §Ó trong tñ Êm 37 0C. Sau 24 h, quan s¸t khuÈn 

l¹c ®iÓn h×nh. 

b) Dïng que cÊy lÊy khuÈn l¹c cÊy vµo canh thang ®Ó t¨ng sinh vµ cÊy vµo 1 èng th¹ch nghiªng ®Ó 

trong tñ Êm 37 0C trong 24 h. 

c) Lµm phiÒn ®å, nhuém gram, xem h×nh thÓ qua kÝnh hiÓn vi. 

9.5   KÕt qu¶ 

a) Trªn th¹ch T.T.C citrat, nu«i ë nhiÖt ®é 37 0C trong 24 h. KhuÈn l¹c cã mµu ®á n©u. 

Trªn th¹ch m¸u ë 37 0C trong 24 h khuÈn l¹c mµu x¸m, nhòn nhá, tan huyÕt Ýt vµ sinh s¾c tè (m«i 

tr−êng cã mµu xanh). 

b) Trªn th¹ch nghiªng (Th¹ch th−êng) ë 370C trong 24 h khuÈn l¹c mäc vµ cã s¾c tè mµu xanh. 

Trùc khuÈn 1 saudomonas Aeruginoza mäc trªn c¸c m«i tr−êng ®Òu cã s¾c tè vµ cã mïi th¬m h¾c. 

c) Nhuém Gram soi kÝnh hiÓn vi: Trùc khuÈn Ps.AÐruginoza. 

Gram Èm: H×nh thÓ mét que th¼ng, hai ®Çu trßn. 
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S¬ ®å t×m trùc khuÈn mñ xanh 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 9 

10   X¸c ®Þnh trùc khuÈn th−¬ng hµn vµ phã th−¬ng hµn (salmonella typhi vµ salmonella 

para typhi) 

10.1   Nguyªn t¾c 

Dùa trªn c¸c ®Æc tÝnh sinh hãa, trùc khuÈn th−¬ng hµn vµ phã th−¬ng hµn A, B, C ®Òu lµ ®éng, kh«ng 

lªn men ®−êng lactoza. Trùc khuÈn th−¬ng hµn kh«ng sinh h¬i, c¸c phã th−¬ng hµn ®Òu sinh h¬i. 

10.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy. 

10.3   ChuÈn bÞ phßng thÝ nghiÖm 

10.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ theo TCVN 2680 : 1978 §iÒu 1, 2. 

10.3.2   M«i tr−êng nu«i cÊy 

Canh thang Rappaport chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 21; 

Th¹ch Leifson chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 28; 

Th¹ch Bismuth sunfit chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 29; 

N−íc th¶i 

CÆn ly t©m 

Th¹ch m¸u 
37 oC/24 h 

Th¹ch T.T.C citrat 
37 oC/24 h 

Canh thang Th¹ch nghiªng 
37 oC/24 h 37 oC/24 h 

Nhuém Gram 
soi h×nh thÓ 
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Th¹ch Kligler chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 30; 

Th¹ch th−êng (nghiªng) chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 36; 

N−íc muèi sinh lý 8,5 ‰ chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 2; 

Kh¸ng huyÕt thanh Salmonella ®¬n gi¸, ®a gi¸. 

10.4   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh (H×nh 10). 

Läc qua läc Seitz hay ly t©m, lÊy cÆn, cÊy vµo mét b×nh canh thang Rappaport, nu«i ë nhiÖt ®é 37 0C  

(tñ Êm 37 0C). Sau 18 h, cÊy tõ canh thang Rappaport sang mét ®Üa th¹ch Leifson hay mét ®Üa th¹ch 

Bismuth sunfit nu«i ë tñ Êm 37 0C trong 24 h. 

Sau 24 h quan s¸t khuÈn l¹c. Trªn m«i tr−êng Bismuth sunfit khuÈn l¹c cã mµu ®en, bÑt, ¸nh kim, xung 

quanh x¸m. Dïng que cÊy lÊy khuÈn l¹c nghi ngê, cÊy sang th¹ch Kligler. Nu«i ë tñ Êm 37 0C                

trong 24 h. 

NÕu trªn th¹ch Kligler thÊy sinh h¬i, sinh H2S, di ®éng, lactose ©m tÝnh th× lµm tiÕp ph¶n øng ng−ng kÕt 

trªn phiÕn kÝnh víi c¸c kh¸ng huyÕt thanh Salmonella. 

b) Ph¶n øng ng−ng kÕt víi kh¸ng huyÕt thanh KHT. Trªn mét lam kÝnh ë hai ®Çu giá 1 giät kh¸ng huyÕt 

thanh ®a gi¸c 0. Salmonella vµ 1 giät kh¸ng huyÕt thanh vi ®øng riªng rÏ; Dïng que cÊy lÊy khuÈn l¹c 

nghi ngê ®· nu«i ë m«i tr−êng Kligler, lµm ng−ng kÕt, trén ®Òu víi hai giät kh¸ng huyÕt thanh trªn. 

NÕu ng−ng kÕt víi kh¸ng huyÕt thanh ®a gi¸c. Salmonella, vµ Vi, th× tiÕp tôc lµm ng−ng kÕt víi kh¸ng 

huyÕt thanh 0 cña tõng nhãm A, B, C, D, E vµ kh¸ng huyÕt thanh H tõng nh©n tè. 

-   NÕu ng−ng kÕt víi kh¸ng huyÕt thanh 0 nhãm D (9, 12); kh¸ng huyÕt thanh H (d) vµ kh¸ng huyÕt 

thanh Vi sÏ kÕt luËn lµ Salmonella Typhi. 

-   NÕu ng−ng kÕt víi KHT/0, nhãm A (1, 2, 12) vµ a lµ Salmonella para typhi A; 

-   NÕu ng−ng kÕt víi KHT/0 nhãm B (1, 4, 5, 12) b vµ 1, 2 lµ Salmonella para typhi B; 

-   NÕu ng−ng kÕt víi KHT/0 nhãm C (6, 7) vµ c, 1,5 lµ Salmonella para typhi C. 

c) Ph¶n øng sinh vËt hãa häc. 

Ph©n lo¹i Salmonella: cÊy vµo 2 lo¹i m«i tr−êng sau ®©y ®Ó ®Þnh lo¹i Salmonella. 

Th¹ch Kligler 
Lo¹i 

Di ®éng Sinh h¬i Lactose H2S 
Sitrat 

Sal typhi 

Sal. paratyphi A 

Sal. paratyphi B 

Sal. paratyphi C 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

± 

- 

- 

- 

± 

± 

+ 

+ 

± 

- 

+ 

+ 
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10.5   KÕt luËn 

C¨n cø vµo qu¸ tr×nh nu«i cÊy ph©n lËp, ph¶n øng sinh vËt hãa häc, ph¶n øng ng−ng kÕt víi kh¸ng 

huyÕt thanh ®Ó kÕt luËn. 

NÕu kh«ng cã kh¸ng huyÕt thanh Salmonella, th× cã thÓ c¨n cø vµo khuÈn l¹c ®iÓn h×nh trªn m«i tr−êng 

ph©n lËp vµ ph¶n øng sinh vËt hãa häc ®Ó kÕt luËn. 

11   T×m phagi¬ ®−êng ruét (entero phagi¬) 

11.1   Nguyªn t¾c 

Dùa trªn ®Æc tÝnh dung gi¶i vi khuÈn ®Æc hiÖu cùc phagi¬ trong m«i tr−êng nu«i cÊy vi khuÈn ®Ó x¸c 

®Þnh gi¸n tiÕp c¸c lo¹i vi khuÈn cã trong n−íc. 

11.2   C¸ch lÊy mÉu 

Theo §iÒu 2 cña tiªu chuÈn nµy. 

11.3   ChuÈn bÞ phßng thö nghiÖm 

11.3.1   Dông cô thÝ nghiÖm vµ thiÕt bÞ 

Theo TCVN 2680 : 1978, §iÒu 1,  2. 

11.4.2   M«i tr−êng vµ c¸c chñng vi khuÈn. 

Canh thang th−êng chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 17; 

Th¹ch th−êng (®ãng b×nh cÇu) chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 36; 

Th¹ch mÌn 7 ‰ hoÆc 5 ‰ chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 35; 

N−íc muèi 8,5 ‰ chuÈn bÞ theo Phô lôc 1, §iÒu 2; 

Chñng vi khuÈn c¸c lo¹i: E coli, B Salmonella, Shigella… 

11.4   Ph−¬ng ph¸p t×m mét lo¹i Phagi¬ (H×nh 11) 

11.4.1   C¸ch tiÕn hµnh 

CÊy chñng E. coli B vµo c¹nh thang th−êng (®ãng èng 8 ml). Sau 12 h lÊy canh khuÈn non ®Ó lµm. 

Tr−íc khi lµm ph¶i khö ng−ng kÕt víi kh¸ng huyÕt thanh ®Ó x¸c ®Þnh chñng m¹nh hay yÕu. 
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S¬ ®å x¸c ®Þnh trùc khuÈn th−¬ng hµn 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 10 

§un c¸ch thñy n−íc thö, chõng 10 ml ë 56 0C + 50 0C trong 30 min. 

Th¹ch th−êng ®un c¸ch thñy cho nãng ch¶y, råi ®Ó nguéi kho¶ng 45 0C ®æ vµo ba ®Üa Petri mçi ®Üa 

chõng 10 ml, sau ®ã ®Ó vµo tñ Êm v« khuÈn, më hÐ hép Petri cho kh« mÆt ch¹ch. Hai ®Üa dïng ®Ó t×m 

Phagi¬, mét ®Üa dïng ®Ó cÊy chñng lµm chøng. Trªn mét gi¸, xÕp ba èng nghiÖm v« khuÈn nhá cì             

12 mm x 120 mm. Gi¸ èng nghiÖm ®−îc ®Æt trong nåi c¸ch thñy cã nhiÖt ®é Êm 42 0C. 

Dïng èng hót riªng biÖt. 

Cho vµo èng sè mét vµ èng sè hai, mçi èng: 

Th¹ch mÒm 7 ‰    5   ml 

N−íc th¶i     0,5 ml 

Canh khuÈn non E.coli B   0,5 ml 

Cho vµo èng sè 3 (èng chøng): 

Th¹ch mÒm 7 ‰    5   ml 

Canh khuÈn non E.coli B   0,5 ml 

N−íc th¶i 
CÆn ly t©m Canh thang Rapraport 

37 oC/18 h 

Bismuth sulfit 
37 oC/24 h 

Leleson 
37 oC/24 h 

Kugler 
37 oC/24 h 

Citrat 
37oC/24h SV Hãa häc 

Ph¶n øng ng−ng kÕt 
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Cho canh khuÈn vµo sau cïng, l¾c nhÑ èng nghiÖm, sau ®ã ®æ ngay ra ®Üa th¹ch th−êng (mÆt th¹ch 

ph¶i kh«). L¸ng ®Òu kh¾p mÆt th¹ch. §îi th¹ch ®«ng, mang ®Ó tñ Êm 37 0C, óp ng−îc hép th¹ch. 

11.4.2   §äc kÕt qu¶ 

Sau 3 h + 18 h, Pha gi¬ sÏ mäc trªn mÆt th¹ch cã chñng E.coli B t¹o thµnh vßng v« khuÈn, trßn ®Òu, 

trong suèt. Cßn xung quanh lµ nh÷ng khuÈn l¹c vi khuÈn mäc ®Çy. Nh÷ng vßng v« khuÈn do Phagi¬ 

cña E.coli B t¹o nªn gäi lµ Plaques hay Plaque lµ ®¬n vÞ sinh ra mét vïng v« khuÈn, viÕt t¾t lµ PFU 

(Plaque forming unit). 

11.4.3   TÝnh kÕt qu¶ 

§Õm sè Plaques ë trªn hai ®Üa th¹ch tæng sè plaques trªn hai ®Üa th¹ch cÊy 0,5 ml n−íc th¶i lµ sè ®¬n 

vÞ plaques trong 1 ml (PFU/ml). 

VÝ dô: ®Üa mét cã 30 plaques 

           ®Üa hai cã 40 plaques 

Nh− vËy trong 1 ml n−íc th¶i (®· thö) cã 70 PFU (70 PFU/ml). 

11.5   Ph−¬ng ph¸p t×m nhiÒu lo¹i phagi¬ (H×nh 12) 

11.5.1   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh 

CÊy c¸c chñng vi khuÈn ®−êng ruét: Salmonella Typhi; Salm.para A; Salm.para B; Salm.para C; 

Shigella Shiga; Flexner; Sonnei Boydii, mçi chñng vµo mét èng canh thang th−êng, sau 8 h ®Õn 12 h 

lÊy canh khuÈn non ®Ó lµm (cÇn chän c¸c chñng cã ho¹t lùc m¹nh). 

NÕu lµm nhiÒu mÉu n−íc mét lóc th× cÊy c¸c chñng sang th¹ch nghiªng, ®Ó tñ Êm 37 0C trong 18 h. 

Sau ®ã lÊy c¸c èng chñng ra cho vµo mçi èng 10 ml canh thang th−êng, dïng tay l¨n nhÑ vßng trßn ®Ó 

khuÈn l¹c trªn mÆt th¹ch nghiªng bong ra. Nh− vËy sÏ ®−îc canh khuÈn cña c¸c chñng ®· nu«i cÊy. 

§un c¸ch thñy mÉu thö (n−íc th¶i) ë nhiÖt ®é 56 0C + 60 0C trong 30 min. Th¹ch th−êng ®un c¸ch thñy 

cho tan hÕt, råi ®Ó nguéi tíi 45 0C, ®æ vµo c¸c ®Üa Petri, tÝnh ®ñ sè ®Üa. VÝ dô: t×m 8 lo¹i Phagi¬ ®−êng 

ruét, th× mçi mét mÉu n−íc cÇn 24 ®Üa th¹ch. 

XÕp c¸c èng nghiÖm v« khuÈn, nhá, cì 12 mm x 120 mm vµo gi¸, xÕp lµm ba hµng. Dïng ch× viÕt kÝnh 

ghi sè mÉu thö. 

Hµng thø nhÊt :8 èng  t×m Phagi¬ 

Hµng thø hai :8 èng  t×m Phagi¬ 

Hµng thø ba : 8 èng  lµm chøng. 

Gi¸ èng nghiÖm ®−îc ®Æt trong nåi c¸ch thñy cã nhiÖt ®é Êm 42 0C. Dïng c¸c èng hót riªng biÖt. 

Cho vµo hµng thø nhÊt vµ hµng thø hai, mçi èng: 

Th¹ch mÒm 7 ‰     5   ml 
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N−íc th¶i     0,5 ml 

Canh khuÈn non tõng lo¹i              0,5 ml 

Cho vµo hµng thø ba, mçi èng: 

Th¹ch mÒm 7 ‰     5   ml 

Canh khuÈn non tõng lo¹i              0,5 ml 

Cho canh khuÈn vµo sau cïng, l¾c ®Òu, sau ®ã ®æ ngay ra ®Üa th¹ch th−êng, ®îi th¹ch mÒm ®«ng l¹i, 

mang ®Ó tñ Êm 37 0C, tõ 8 h + 18 h, óp ng−îc hép th¹ch. 

11.5.2   §äc kÕt qu¶ 

Sau 8 h ®Õn 18 h, trªn mÆt th¹ch cã c¸c chñng, nÕu c¸c Phagi¬ t−¬ng øng sÏ t¹o thµnh vßng v« khuÈn 

trßn ®Òu, trong suèt, xung quanh lµ nh÷ng khuÈn l¹c mäc ®Çy (vßng v« khuÈn gäi lµ Plaque PFU). C¸c 

®Üa th¹ch lµm chøng th× chØ cã nh÷ng khuÈn l¹c cña vi khuÈn. 

11.5.3   TÝnh kÕt qu¶. 

§Õm sè Plaques ë tõng cÆp ®Üa th¹ch hµng thø nhÊt vµ hµng thø hai. Tæng sè Plaques cña hai ®Üa hµng 

thø nhÊt vµ hµng thø hai lµ sè Plaques cña mét lo¹i Phagi¬ t−¬ng øng víi c¸c vi khuÈn trªn, cã trong        

1 ml n−íc th¶i (PFU/ml). 

S¬ ®å t×m mét lo¹i phagi¬ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 11 

 

Th¹ch mÒm 7 ‰ (ml) 

N−íc thø ®un c¸ch thñy 56 oC x 30 oC (ml) 

Caus khuÈn n«n 37 oC x 12 h (ml) 

Lµm trong nåi c¸ch thñy 42 oC 

37 oC x 18 h 
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S¬ ®å t×m nhiÒu lo¹i phagi¬ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 12 

Th¹ch mÒm 
7 ‰ (ml) 

N−íc thö (ml) 
 

Canh khuÈn non (ml) 

 
Tim Pha gi¬ 

Lµm chøng 

37 oC/ 8h ®Õn 18h � §äc kÕt qu¶ PEU/ml (®Üa 1+2) 

L¾c ®æ ngay ra ®Üa th¹ch th−êng 

Canh thang th−êng 

Chñng non 37oC/18h 
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Phô lôc 1 

Dung dÞch thuèc thö vµ m«i tr−êng nu«i cÊy vi khuÈn 

1   N−íc cÊt mét lÇn vµ hai lÇn 

Dïng ®Ó pha chÕ thuèc thö, dung dÞch vµ m«i tr−êng. 

§ãng n−íc cÊt vµo c¸c b×nh 1 000 ml, 500 ml, 100 ml v.v… HÊp v« khuÈn 120 0C trong 20 min. C¸c 

b×nh chai ®ãng n−íc cÊt ®Òu ®−îc röa s¹ch sÊy kh«. N−íc cÊt ®Ó pha m«i tr−êng th× kh«ng cÇn ®ãng 

gãi hÊp v« khuÈn vµ chØ cÇn n−íc cÊt mét lÇn, v× lµm m«i tr−êng cßn qua c¸c giai ®o¹n läc, sÊy, hÊp. 

2   N−íc muèi sinh lý 

Dïng ®Ó pha chÕ c¸c mÉu thö ra c¸c ®é lo·ng. 

C«ng thøc:  Muèi tinh khiÕt   8,5 g 

                        N−íc cÊt  1 000 ml 

Läc qua giÊy läc, ®ãng vµo c¸c b×nh, chai 500 ml, 200 ml… hÊp v« khuÈn 120 0C trong 20 min. 

3   Dung dÞch Fucsin basic 3 % 

C«ng thøc: Fucsin basic         3 g 

                   R−îu etylic hoÆc cån 900   100 ml. 

Hßa tan 3 g fucsin basic trong cån, ®Ó tñ Êm 37 0C + 40 0C trong nhiÒu giê, läc qua giÊy läc, dïng dÇn. 

4   Dung dÞch natri sunfit 20 %. 

C«ng thøc: Natri sunfit khan (Na2SO3) 20 g 

  N−íc cÊt v« khuÈn             80 ml. 

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn, hßa tan 20 g natri sunfit dïng ®òa thñy tinh quÊy ®Òu. C¸ch thñy 15 min. 

ChØ pha tr−íc khi dïng. 

5   Dung dÞch sunfat s¾t 5 %. 

C«ng thøc: Amoni sunfat s¾t    5 g 

  N−íc cÊt v« khuÈn  95 ml 

Hßa tan 5 g amonium sunfat s¾t trong 95 ml n−íc cÊt v« trïng quÊy l¾c cho tan ®Òu, kh«ng cÇn c¸ch 

thñy, ®ùng trong chai mµu, dïng dÇn. 
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6   Dung dÞch ®á trung tÝnh 1 % 

C«ng thøc: §á trung tÝnh                  1 g 

  N−íc cÊt  100 ml 

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn, l¾c ®Òu cho hßa tan, dïng lµm chØ thÞ mµu, trong mét sè m«i tr−êng nu«i 

cÊy vi khuÈn. 

7   Dung dÞch ®á Fenola 0,2 % 

C«ng thøc: §á fenola   0,2 g 

  N−íc cÊt  100 ml 

Hßa tan 0,2 g ®á fenola trong 100 ml n−íc cÊt, l¾c ®Òu. Dung dÞch ®á Fenola dïng trong mét sè m«i 

tr−êng nu«i cÊy vi khuÈn. 

8   Dung dÞch lôc s¸ng 1 % 

C«ng thøc: Lôc s¸ng vert brillant                 1 g 

  N−íc cÊt   100 ml 

Hßa tan 1g lôc s¸ng trong 100ml n−íc cÊt, ®Ó ë nhiÖt ®é 40 0C trong mét ngµy, läc qua giÊy läc dïng 

dÇn ®Ó pha m«i tr−êng nu«i cÊy vi khuÈn. 

9   Thuèc thö  Fthylic kowac 

C«ng thøc: Para dimetylaminobenzandehit   5 g 

  R−îu izoamilic    75 g 

  Axit clohidric    25 g  

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn, hßa tan 5 g para dimetylamunobenzandehit trong r−îu izoamilic. Cho 

axit clohidric tõ tõ. Thuèc thö ®ùng trong chai mµu, dïng dÇn. 

10   Thuèc thö ph¶n øng cytochron oxydasa 

C«ng thøc: Tetrametin penin diaminhidroclorit 0,1 g 

  Natri thiosufat DAB7   0,02 g 

  Trilon B    0,01 g 

  N−íc cÊt               10 ml 

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn, hßa tan trong n−íc cÊt, b¶o qu¶n ë ®é l¹nh 4 0C. §ùng trong chai mµu, 

dïng ®Ó thö ph¶n øng d−¬ng tÝnh víi Pseudomonas aerugimona cho mµu xanh lam. 
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11   N−íc thÞt 

N−íc thÞt lµ mét tr−êng c¬ së ®Ó chÕ c¸c m«i tr−êng kh¸c. 

C«ng thøc: ThÞt bß (hoÆc tr©u)  500 g 

  N−íc m¸y   1 000 ml 

C¸ch lµm: ThÞt l¹ng hÕt mì, g©n, th¸i nhá, xay, ®em c©n ®ong theo c«ng thøc trªn. §Ó tñ l¹nh + 4 0C 

trong 12 h ®Õn 15 h. Sau ®ã ®un nhá löa 60 0C trong 1 h. §un s«i tiÕp trong 1 h. Dïng ®òa khuÊy ®Òu 

khi ®un, ®ñ thêi gian th× t¾t löa, ®Ó nguyªn ë nhiÖt ®é th−êng cho l¾ng cÆn. Dïng èng hót cao su hót 

phÇn n−íc trong ë trªn, ®ãng vµo c¸c b×nh, chai, hÊp v« khuÈn, 120 0C trong 20 min. 

NÕu n−íc thÞt l¾ng kh«ng tèt, th× ph¶i läc b»ng giÊy läc hoÆc b»ng b«ng cã bäc v¶i g¹o. 

12   N−íc d¹ dµy 30 % (Pepton Martin) 

C«ng thøc: D¹ dµy lîn xay (hoÆc th¸i nhá) 300 g 

  N−íc cÊt nãng 50 0C   1 000 ml 

  Axit clohidric P   10 ml 

C¸ch lµm: D¹ dµy lîn t−¬i (kh«ng bÞ «i chua). Më n−íc nhá röa s¹ch, tr¸nh më vßi n−íc m¹nh sÏ mÊt ®i 

dÞch vÞ, ®Ó r¸o n−íc läc hÕt mì ë ®−êng cong d¹ dµy, th¸i tõng miÕng nhá cho vµo cèi xay. NÕu ®ñ 

l−îng theo c«ng thøc trªn, cho vµo chËu thñy tinh hoÆc chËu sµnh, sø, cho n−íc Êm mét Ýt vµo quÊy 

®Òu, dïng ®òa thñy tinh, hoÆc dïng ®òa tre quÊy ®Òu. 

Mang ®Ó tñ Êm 56 0C trong 24 h. Trong 6 h ®Çu, mçi giê quÊy lªn mét lÇn. 

Sau 24 h, thñy ph©n, ®em ®un ë ngän löa nhÑ 80 0C. Hít mì næi ë trªn bá ®i. Khi tíi 80 0C th× kh«ng 

®un n÷a ®Ó ë nhiÖt ®é th−êng trong 18 h. §Ó l¾ng cÆn, h«m sau dïng èng cao su hót n−íc trong ë trªn, 

§iÒu chØnh pH 7,2 ®Õn 7,4. §ãng vµo c¸c chai 1 000 ml, 500 ml. HÊp v« khuÈn 120 0C trong 20 min. 

13   Pepton th−êng 

C«ng dông: Nu«i cÊy c¸c vi khuÈn th«ng th−êng vµ thö ph¶n øng Indol 

C«ng thøc: N−íc d¹ dµy 30 %  1 000 ml 

  N−íc tinh khiÕt  5 g 

C¸ch lµm: §iÒu chØnh ®Õn pH 7,2 ®Õn 7,4 ®ong vµo c¸c èng nghiÖm 16 mm x 100 mm mçi èng 5 ml. 

§ãng nót b«ng kh«ng thÊm n−íc vµ bäc ®Çu èng nghiÖm ®· nót b«ng b»ng giÊy dÇy. XÕp vµo hép hay 

gi¸ cã lç th«ng tho¸ng ®em hÊp v« khuÈn ë 120 0C trong 20 min. 

C«ng thøc: Pepton bét  20 g 

  Muèi tinh khiÕt  5 g 
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  N−íc cÊt  1 000 ml 

C¸ch lµm: §iÒu chØnh pH 7,2 ®Õn 7,4. Läc qua giÊy läc, ®ãng vµo c¸c èng nghiÖm 16 mm x 1160 mm 

mçi èng 5 ml. §ãng nót b«ng kh«ng thÊm n−íc vµ bäc ®Çu èng nghiÖm ®· nót b«ng b»ng giÊy dÇy. 

HÊp v« khuÈn ë 120 0C trong 20 min. 

14   Pepton Lactoza ®Æc 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m E.coli trong n−íc 

C«ng thøc: Pepton bét (bactopepton) 30 g 

  Lactoza   10 g 

  Muèi tinh khiÕt              10 g 

  N−íc cÊt   1 000 ml 

C¸ch lµm: §iÒu chØnh pH 7,2 ®Õn 7. Läc qua giÊy läc, ®ãng èng 18 mm x 180 mm cã èng sinh h¬i 

Durham. HÊp v« khuÈn ë 120 0C trong 20 min. 

15   Pepton lactoza 10 % lôc s¸ng. 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m E.coli trong n−íc 

C«ng thøc: Pepton bét (Bacto pepton)            10 g  

  Lactoza               20 g 

  Muèi tinh khiÕt               5 g 

  N−íc cÊt    1 000 ml 

  Dung dÞch ®á trung tÝnh 1 %               20 ml 

C¸ch lµm: C©n ®ong theo c«ng thøc trªn quÊy ®Òu, §iÒu chØnh ®Õn pH 7. Läc qua giÊy läc, ®ong vµo 

èng nghiÖm 166 ml hoÆc 18 ml, mçi èng 10ml cã èng sinh h¬i. HÊp v« khuÈn ë nhiÖt ®é 120 0C trong       

20 min. 

17   Canh thang th−êng 

C«ng dông: dïng ®Ó pha chÕ c¸c m«i tr−êng kh¸c, vµ dïng ®Ó nu«i cÊy t×m c¸c lo¹i vi khuÈn, trùc 

khuÈn, tô cÇu khuÈn, liªn cÇu khuÈn. 

C«ng thøc: N−íc thÞt  500 ml 

 N−íc d¹ dµy 30 % 500 ml 

 Muèi tinh khiÕt 5 g 
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C«ng thøc 2:    N−íc thÞt  1 000 ml 

   Pepton bét  10 g 

   Muèi tinh khiÕt  5 g 

C¸ch lµm: c©n ®ong l−îng n−íc thÞt vµ n−íc d¹ dµy (hoÆc pepton bét) cho muèi tinh khiÕt (NaCl) ®ñ 

theo c«ng thøc, §iÒu chØnh pH b»ng dung dÞch natri hidroxit NaOH 40 %. §ãng vµo chai hÊp l¾ng cÆn ë 

120 0C trong 30 min pH ph¶i ®¹t 7,8 ®Õn 8 ®Ó khi hÊp l¾ng cÆn, pH sÏ tôt xuèng tõ 0,2 ®Õn 0,4 lµ ®óng 

®é pH yªu cÇu cuèi cïng 7,4. 

Sau khi hÊp l¾ng cÆn xong th× tiÕn hµnh ®ãng èng nghiÖm lo¹i 16 mm x 160 mm. Dïng gi©y cao su, hót 

phÇn n−íc trong ë trªn cho sang b×nh kh¸c ®Ó cho vµo èng nghiÖm mçi èng kho¶ng 8 ml. Sau ®ã ®em 

hÊp v« khuÈn 120 0C trong 20 min. 

18   Canh thang lactoza 1 % 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m E.coli trong n−íc, xem tÝnh chÊt lªn men dïng lactoza vµ sinh h¬i. 

C«ng thøc 1:             N−íc thÞt  500 ml 

   N−íc pepton 30 % 500 ml 

   Lactoza  10 g 

C«ng thøc 2:               Canh thang th−êng 1 000 ml 

              Lactoza  10 g 

§iÒu chØnh pH vµ cho vµo èng nghiÖm 16 mm x 160 mm mçi èng 10 ml, cã èng sinh h¬i, hÊp v« khuÈn 

ë 110 0C trong 20 min. 

C«ng thøc 3:             Cao thÞt  3 g 

   Pepton bét  10 g 

   Lactoza  10 g 

   N−íc cÊt  1 000 ml 

§un nhá löa läc qua giÊy läc, §iÒu chØnh pH ®Õn 7. Cho vµo c¸c èng nghiÖm mçi èng 10 ml, cã èng 

sinh h¬i. HÊp v« khuÈn ë 110 0C trong 20 min. 

19   Canh thang Lactoza axit boric 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m E.coli trong nøoc. 

C«ng thøc 1:             Canh thang th−ëng  1 000 ml 

   Lactoza   10 ml 
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   Axit boric   3 g 

   Dung dÞch lôc s¸ng 1% 1 ml. 

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn hßa ®Òu, ph©n phèi vµo c¸c èng nghiÖm 16 mm x 160 mm mçi èng               

10 ml, cã èng sinh h¬i, hÊp v« khuÈn 110 0C trong 20 min. 

C«ng thøc 2 :           Cao thÞt                           3 g 

            Pepton bét              10 g 

 Lactoza   10 g 

 Axit boric  3 g 

 N−íc cÊt 1 000 ml 

 Dung dÞch lôc s¸ng 1%               1 ml. 

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn, §iÒu chØnh pH cuèi cïng yªu cÇu b»ng 7, ®un ë ngän löa nhÑ, läc qua 

giÊy läc, ph©n phè vµo c¸c èng nghiÖm mçi èng 10 ml, cã èng sinh h¬i, hÊp v« khuÈn ë 110 0C trong  

20 min. 

20   Canh thang lactoza ®á trung tÝnh 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m vi khuÈn E.coli trong n−íc 

C«ng thøc:      Canh thang th−êng  1 000 ml 

  Lactoza   20 g 

  Dung dÞch ®á trung tinh 1%    20 ml 

§iÒu chØnh pH ®Õn 7, läc qua giÊy läc, cho vµo èng nghiÖm 16 mm x 160 mm mçi èng 10 ml, hoÆc h×nh 

cÇu 50 ml, 100 ml. HÊp v« khuÈn ë 110 0C trong 20 min. 

21   Canh thang Eappaporit 

C«ng dông: Nu«i cÊy, t¨ng sinh trùc khuÈn Samonella 

C«ng thøc:       Pepton  5 g 

  Muèi tinh khiÕt  8 g 

  Kali dihidrophotphat 1,6 g 

  Megie clorua  40,0 g 

  Lôc malachit  0,12 g 

  N−íc cÊt  1 000 ml 
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C©n ®ong theo c«ng thøc trªn, hßa tan, läc qua giÊy läc, §iÒu chØnh ®Õn pH cuèi cïng lµ 7. §ãng vµo 

c¸c èng nghiÖm 10 ml hoÆc ®ãng b×nh cÇu 50 ml ®Õn 100 ml. HÊp v« khuÈn ë 110 0C trong 20 min. 

C«ng thøc 2:   Dung dÞch A 

  Pepton   59 g 

  Natri clorua  95 g 

  Kali dihidrophotphat 19 g 

  N−íc cÊt  1 000 ml 

  Läc qua giÊy läc 

             Dung dÞch B 

  Magiª clorua  425 g 

  N−íc cÊt  1 000 ml 

  Dung dÞch C 

  Lôc xÉm  1,3 g 

  N−íc cÊt  100 ml 

Ba dung dÞch trªn hÊp v« khuÈn 110 0C trong 20 min, b¶o qu¶n ë tñ l¹nh khi dïng th× pha ra c¸c dung 

dÞch sau: 

 Dung dÞch A. C ®Ëm ®Æc 

  Dung dÞch A  90 ml 

  Dung dÞch C  10 ml 

 Dung dÞch A.C lo·ng 

  Dung dÞch A  90 ml 

  Dung dÞch C  10 ml 

  N−íc cÊt v« khuÈn 1 000 ml 

22   M«i tr−êng th¹ch th−êng 

C«ng dông: Nu«i cÊy vi khuÈn vµ pha chÕ ra nhiÒu m«i tr−êng kh¸c. 

C«ng thøc 1:    N−íc thÞt  500 ml 

  N−íc d¹ dµy 30% 500 ml 

  Muèi tinh khiÕt  5 g 

  Th¹ch sîi agar 25 g 
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C¸ch lµm: C©n ®ong theo c«ng thøc, trõ th¹ch. §iÒu chØnh pH 7,4 ®Õn 7,6, cho vµo nåi nh«m. Th¹ch ®· 

röa s¹ch cho vµo kh¨n v¶i v¾t kh«, cho tiÕp vµo. HÊp l¾ng cÆn 120 0C trong 30 min. Khi lß nguéi, lÊy 

th¹ch ra, ®Ó ®«ng h¼n c¾t bá phÇn cÆn ë ®¸y. §un c¸ch thñy phÇn th¹ch trong cho tan dÇn. KiÓm tra l¹i 

®é pH theo yªu cÇu. Läc qua v¶i läc, b»ng nhiÒu líp g¹o, råi ®ãng vµo c¸c b×nh vµ èng nghiÖm. HÊp v« 

khuÈn ë 110 0C trong 20 min. 

23   M«i tr−êng th¹ch endo 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m vi khuÈn ®−êng ruét. KhuÈn l¹c coli ph©n, cã ¸nh kim. 

C«ng thøc:       Th¹ch th−êng   100 ml 

  Lactoza   1 g 

  Dikali photphat  0,34 g 

  Natri sunfit khan  0,25 g 

  Fucsin basi 4 %  1 ml 

C¸ch lµm: C©n ®ong theo c«ng thøc trªn, c¸ch thñy 1 h. Cho tan ®Òu ®Ó nguéi 45 0C ®Õn 50 0C. §æ ®Üa 

Petri chõng 10 ml mçi ®Üa. 

24   M«i tr−êng th¹ch Glucoza sunfit (Wilson - Blair c¶i tiÕn) 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m vi khuÈn Clostridium Perfringen trong n−íc 

C«ng thøc: Th¹ch th−êng 30 %  100 ml 

  Glucoza   2 g 

  Natri sunfit khan  2 g 

  Dung dÞch phÌn s¾t 5 % 1 ml 

C¸ch lµm: Th¹ch th−êng ®un nãng ch¶y, c¸ch thñy cho tan ®Òu. Hßa tan Glucoza vµ Natri sunfit trong 

mét Ýt n−íc råi cho vµo b×nh th¹ch trªn l¾c ®Òu. Sau cïng cho phÌn s¾t. Ph©n phèi vµo c¸c èng nghiÖm 

18 mm x 180 mm. Mçi èng 10 ml ®ãng nót vµ bäc giÊy dÇy ®Çu èng. XÕp vµo giá sÊy hÊp vµ hÊp v« 

huÈn ë 110 0C trong 20 min. 

Chó thÝch   Natri sunfit kh«ng ®Ó l©u ®−îc chØ pha tr−íc khi dïng. 

25   M«i tr−êng láng H.P ®Ëm ®Æc (cña Hajna vµ Perry) 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m liªn cÇu khuÈn ®−êng ruét trong n−íc 

C«ng thøc:  Pepton bét   40 g 

  Glucoza   10 g 



                                               Tcvn 4584 : 1988 

 41 

  Photphat monopotaxic 3 g 

  Natri axit   1 g 

  T×m bromocrÐsola  0,064 g 

  N−íc cÊt    1 000 ml 

C¸ch lµm: C©n ®ong theo c«ng thøc, hßa tan ë ngän löa nhÑ. §iÒu chØnh pH 6,9 ®Õn 7. Läc qua giÊy 

läc, ph©n phèi vµo c¸c èng nghiÖm 18 mm x 180 mm, mçi èng 10 ml. §ãng nót vµ bäc giÊy ®Çu èng. 

HÊp v« khuÈn 110 0C trong 20 min. 

26   M«i tr−êng láng H.P lo7ng 

C«ng thøc:  Pepton bét   20 g 

  Glucoza   10 g 

  Photphat bipotaxic  4 g 

  Photphat monopotaxic 1,5 g 

  Natri axit   0,5 g 

  T×m bromocresola  0,032 g 

  N−íc cÊt    1 000 ml 

C¸ch lµm: Nh− m«i tr−êng H.P ®Ëm ®Æc. 

NÕu kh«ng cã pepton bét, th× dïng pepton Martin 30 % - 1 000 ml, theo c«ng thøc trªn vµ kh«ng cho 

n−íc cÊt. 

27   M«i tr−êng Natri azit (M«i tr−êng Slanetz vµ Bartley) 

C«ng dông: Nu«i cÊy ph©n lËp liªn cÇu khuÈn ®−êng ruét ®Æc hiÖu. 

C«ng thøc: Tryptoza   20 g 

  Cao thÞt   5 g 

  Dextroza   2 g 

  Dinatri hidrophotphat             4 g 

  Natri azit   0,4 g 

  TÐtrazolium clorua  0,1 g 

  Th¹ch agar bét  10 g 

  N−íc cÊt   1 000 ml 
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§un nãng, läc, §iÒu chØnh pH 7,2 ®Õn 7,4. Cho natri azit vµo sau cïng. HÊp v« khuÈn ë 120 0C trong             

20 min. 

C«ng thøc 2: Th¹ch th−êng                    1 000 ml 

  Dextroza                    4 g 

  Dikali hidrophotphat                   8 g 

  TriphenintÐtrasoliumclorit             0,8 g 

  Natri azit         0,4 g 

C¸ch thñy ®un tan ë nhiÖt ®é 80 0C trong 1 h pH 7,2 ®Õn 7,6. Cho natri azit sau cïng. Khi dïng th× ®un 

c¸ch thñy l¹i, tan ®Òu ®Ó nguéi 45 0C, ®æ ra ®Üa petri 10 ml. 

28   M«i tr−êng th¹ch leifson 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m trùc khuÈn th−¬ng hµn 

C«ng thøc: Theo c«ng thøc m«i tr−êng kh« ®ãng gãi s½n. 

  Cao thÞt   5 g 

  Pepton               5 g 

  Lactoza   10 g  

  Natri xitrat   6 g 

  Natri thiosunfat  5,4 g 

  Amoni xitrat s¾t  1,0 g 

  Natri dezoxicolat  3,0 g 

  §á trung tÝnh              0,62 g 

  Th¹ch agar bét  12,00 g. 

C©n ®ong 47,5 g m«i tr−êng kh« trªn, pha trong 1 l n−íc cÊt. §un trªn ngän löa nhÑ hoÆc ®Ó ë n¬i c¸ch 

thñy 15 min, khuÊy nhÑ ®o vµ §iÒu chØnh pH ë nhiÖt ®é 37 0C. §ong vµo b×nh cÇu, hÊp v« khuÈn ë             

110 0C trong 20 min. 

Khi dïng, c¸ch thñy b×nh cÇu m«i tr−êng, cho tan, ®æ ®Üa petri 10 ml mçi ®Üa ®Ó nu«i cÊy ph©n lËp vi 

khuÈn th−¬ng hµn. 

29   M«i tr−êng th¹ch bitmut sunfit 

C«ng dông: Nu«i cÊy t×m trùc khuÈn th−¬ng hµn. T¸c dông k×m h·m hÇu hÕt c¸c vi khuÈn kh¸c, trõ vi 

khuÈn th−¬ng hµn (salmonella), khuÈn l¹c Salmonella mäc tèt, chÊm ®en ë gi÷a, bÑt, ¸nh kim. 
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C«ng thøc: Th¹ch th−êng  1 000 ml 

  Glucoza  5 g 

  Dinatri hidrophotphat 4 g 

  Bitmut sunfit  8 g 

  S¾t (II) sunfat  0,3 g 

  Dung dÞch lôc s¸ng 2,5% 1 ml 

§un tan ch¶y trong 40 min. Khi dïng ®æ ®Üa Petri 1 ml cho mçi ®Üa. §Ó tñ l¹nh ®−îc 2 ngµy. 

30   Th¹ch Kligler 

C«ng dông: §Ó ph©n lËp c¸c vi khuÈn ®−êng ruét, xem tÝnh chÊt lªn men sinh h¬i, sinh H2S vµ tÝnh chÊt 

di ®éng hay kh«ng. 

C«ng thøc 1:    Cao thÞt              3 g 

   Pepton            20 g 

  ChiÕt xuÊt men (men bia)       3 g 

  Muèi tinh khiÕt              5 g 

  Th¹ch agar bét           12 g 

  N−íc cÊt     1 000 ml 

HÊp v« khuÈn råi cho vµo c¸c chÊt sau ®©y: 

  Lactoza    10 g 

  Glucaza      1 g 

  S¾t (II) sunfat (Fe2SO4) 0,3 g 

  Natri hiposunfit  0,3 g 

  Phenola ®á          0,025 g 

  pH cuèi cïng                          7,4   

HÊp c¸ch thñy trong 30 min. §ãng èng nghiÖm nhá 12 mm x 120 mm cho èng th¹ch cã 2 phÇn: phÇn 

d−íi cao ®øng, chõng 2,5 cm phÇn trªn nghiªng mÆt th¹ch. 

C«ng thøc 2:    Th¹ch th−êng              500 ml 

  Canh thang th−êng  500 ml 

  Lactoza   10 g 

  Glucoza   1 g 
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  S¾t (II) sunfat (Fe2sO4) 0,3 g 

  Natri hiposunfit  0,3 g 

  Phenola ®á   0,025 g 

  pH cuèi cïng                          7,4. 

HÊp c¸ch thñy trong 30 min. §ãng èng nghiÖm nhá nh− trªn. 

31   Canh thang lôc x¸m 

C«ng dông: Nu«i cÊy t¨ng sinh vi khuÈn Pseudomonas 

C«ng thøc:  Pepton               5 g 

  Cao thÞt   3 g 

  Dung dÞch lôc xÉm 1,3% 8 ml 

  N−íc cÊt   1 000 ml 

Pepton vµ cao thÞt hßa vµo 1 l n−íc cÊt, ®un tan trong 1 h sau ®ã §iÒu chØnh pH b»ng axit clohidric 

(HCl) vµ Natri hidroxit (NaOH) ®Õn 7,3 ®Õn 7,4. Sau cïng cho dung dÞch lôc x¸m (vert Malichit) 1,3 % 

®ãng èng 10 ml, 50 ml, 100 ml theo yªu cÇu c«ng t¸c nu«i cÊy. HÊp v« khuÈn ë 120 0C trong 20 min. 

32   Canh thang PSEUDO 

C«ng dông: Nu«i cÊy tang vi sinh vi khuÈn Pseudomonas 

C«ng thøc:      Canh th−êng   500 ml 

  Kristal violet 0,1 %  3 ml 

C¸ch thñy 50 0C cho tan ®Òu, sau cho: 

  Kali tetathion¸t  12 g 

  pH cuèi cïng                           7,2. 

§ãng vµo c¸c b×nh cÇu, èng nghiÖm theo yªu cÇu: 100 ml, 50 ml, 10 ml. HÊp v« khuÈn ë 120 0C trong 

20 min. 

33   Canh thang selenit 

C«ng dông: Nu«i cÊy t¨ng sinh vi khuÈn Pseudomonas vµ Salmonella. 

C«ng thøc: Pepton   5 g 

  Natri selenit (khan) 4 g 

  Lactoza  4 g 
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  Kali dihidrophotphat 10 g 

  N−íc cÊt  1 000 ml 

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn, hßa tan ë ngän löa nhÑ, pH cuèi cïng 7 ± 0,3. Cho vµo c¸c b×nh cÇu vµ 

èng nghiÖm 18 mm x 180 mm vµ hÊp −ít ë nhiÖt ®é 100 0C trong 20 min. 

Chó thÝch   M«i tr−êng nµy cã ®ãng gãi s½n ë d¹ng bét kh« cña c¸c h·ng s¶n xuÊt n−íc ngoµi. Khi dïng th× c©n 

®ong theo c«ng thøc chØ dÉn. 

34   M«i tr−êng T.T.c Xitrat (Abdou - 1972) 

C«ng dông: Nu«i cÊy ph©n lËp vi khuÈn Pseudomonas 

C«ng thøc:  Pepton   20 g 

  D.L. Alanin  2 g 

  Natri xitrat  10 g 

  Kali sunfat (K2SO4) 8,6 g 

  Kali clorua (KCl) 1,4 g 

  Magiª sunfat (MgSO4. 7H2O) 1,4 g 

  Triphenyltetrasolium clorit       2 g 

  Th¹ch bét (agar)  15 g 

  N−íc cÊt   1 000 ml 

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn. Hßa tan c¸c chÊt trªn, trõ triphenyltetrasolium clorit (T.T.C) th× cho sau 

cïng pH cuèi cïng lµ 7,2. HÊp v« khuÈn 120 0C trong 20 min sau khi ®ãng vµo c¸c b×nh cÇu. HÊp xong, 

cho thªm T.T.C vµ hÊp c¸ch thñy l¹i trong 15 min. 

35   Th¹ch nÒn 5 % 

C«ng dông: Nu«i cÊy ph©n lËp c¸c vi khuÈn, t×m tÝnh di ®éng. 

C«ng thøc: Th¹ch th−êng 25 ‰  100 ml 

  Canh thang th−êng  400 ml 

HÊp c¸ch thñy 100 0C trong 1 h hoÆc hÊp 110 0C trong 30 min. 

36   Th¹ch nghiªng (th¹ch th−êng) 

C«ng dông: Nu«i cÊy ph©n lËp vi khuÈn 
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C«ng thøc vµ c¸ch lµm: Th¹ch th−êng ®un nãng ch¶y cho tan ®Òu ®æ vµo c¸c èng nghiÖm                        

18 mm x 180 mm, måi èng kho¶ng 15 ml kh«ng cho dÝnh vµo miÖng èng. Cho vµo lß hÊp v« khuÈn ë 

110 0C trong 20 min. LÊy c¸c gi¸ th¹ch ra khi cßn nãng ®Ó nghiªng theo yªu cÇu. Chê th¹ch ®«ng xÕp 

èng ®øng th¼ng èng th¹ch sÏ thµnh th¹ch nghiªn v÷ng ch¾c. 

37   N−íc pepton mÆn 30 % 

C«ng dông: Ph©n lËp phÈy khuÈn t¶ 

C«ng thøc: Pepton              20 g 

  Muèi tinh khiÕt             30 g 

  N−íc cÊt  1 000 ml 

NÕu kh«ng cã pepton bét th× dïng pepton martin (n−íc d¹ dµy 30 % - 1 000 ml). 

Hçn hîp ®un tan, §iÒu chØnh pH 8,8 ®Õn 9, ®ãng vµo c¸c b×nh, chai vµ hÊp 120 0C trong 30 min ®Ó dù 

tr÷ dïng dÇn. 

Khi dïng ®ãng èng nghiÖm 16 mm x 160 mm, 8 mm ®ãng nót b«ng kh«ng thÊm n−íc, bäc ®Çu b»ng 

giÊy. §em hÊp v« khuÈn 110 0C trong 25 min. 

38   M«i tr−êng chizna 

C«ng dông: Nu«i cÊy ph©n lËp phÈy khuÈn t¶. 

C«ng thøc:      Th¹ch th−êng   1 000 ml 

  Magiª clorua (MgCl2.6H2O) 1 g 

  Kali nitrat (KNO3)  1 g. 

  Kali telurit 1 %   3 ml 

  Axit rosalic 0,5 %  10 ml 

  Anidon 5 %   100 ml 

B×nh th¹ch th−êng 25 % ®· cã s½n, cho magie clorua, kali nitrat, asilon 5 % vµo. §un c¸ch thñy l¾c ®Òu, 

®Ó nguéi tíi 30 0C ®Õn 40 0C th× cho kali telurit 4 % vµ axit rosalic. L¾c ®Òu, ®æ ra ®Üa Petri mçi ®Üa 

chõng 10 ml ®Õn 15 ml. M«i tr−êng cã mµu hång. 

PhÈy khuÈn t¶ cã thÓ mäc sím tõ 10 h ®Õn 12 h, khuÈn l¹c t¶ mµu ®en cã quÇng tr¾ng. 

39   M«i tr−êng pepton mÆn 10 % 

C«ng dông: t¨ng sinh cÇu khuÈn ®−êng ruét vµ tù cÇu khuÈn 

C«ng thøc:  Pepton    15 g 
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  Muèi tinh khiÕt   100 g 

  N−íc cÊt   1 000 ml 

C©n ®ong theo c«ng thøc trªn läc qua giÊy läc, ®ãng vµo b×nh cÇu, èng nghiÖm. HÊp v« khuÈn 110 0C 

trong 20 min. §é pH cuèi cïng lµ: 7,4. 

40   M«i tr−êngth¹ch chapkann 

C«ng thøc: Th¹ch th−êng   1 000 ml 

  Muèi tinh khiÕt   70 g 

  §−êng manit   10 g 

  Fenola ®á   0,025 g 

C©n ®ong c¸c thø trªn cho vµo b×nh th¹ch th−êng, ®em hÊp v« khuÈn 110 0C trong 15 min hoÆc c¸ch 

thñy trong 30 min. §é pH cuèi cïng lµ 7,4. Mèi tr−êng cã mµu ®á da cam. Khi dïng th× c¸ch thñy l¹i, vµ 

®æ ®Üa Petri mçi ®Üa 10 ml. 

41   M«i tr−êng tÝn tinh thÓ (violet cristallisee) 

C«ng dông: Nu«i cÊy ph©n lËp tô cÇu khuÈn vµ kiÓm tra xem tÝnh chÊt khuÈn l¹c tô cÇu. 

C«ng thøc: Th¹ch th−êng 5 %  100 ml 

          TÝm tinh thÓ 1/300 000               10 ml 

§un tan ch¶y th¹ch th−êng, råi cho thªm dung dÞch tÝm tinh thÓ 1/300 000, l¾c ®Òu. Khi dïng th× ®æ ®Üa 

Petri mçi ®Üa 10 ml. 

42   Dung dÞch nhuém gram 

+ Dung dÞch gentian violet (tÝm Gentian): 

TÝm Gentian   1 g 

R−îu eltylic (cån 900)  10 ml 

Axit fenic (kÕt tinh)  2 g 

N−íc cÊt   100 ml 

+ dung dÞch Lugol: 

Iot kim lo¹i   1 g 

Kali iodua   2 g 

N−íc cÊt   200 g 
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+ Dung dÞch fucsin 1/10: 

- Fucsin fenic ®Æc 

Fucsin kiÒm   1 g 

R−îu etylic (cån 900)  10 ml 

Axit fenic   5 g 

N−íc cÊt   100 ml 

Pha ra: 

- Fucsin 1/10 

Fucsin fenic ®Æc  10 ml 

N−íc cÊt   90 ml 

43   Dung dÞch b¶o qu¶n phÈy khuÈn t¶ 

C«ng dông: b¶o qu¶n bÖnh phÈm nghi cã phÈy khuÈn t¶. 

C«ng thøc:  Axit boric  3,1 g 

  Natri clorua  20 g 

  Kali clorua  3,75 g 

  Natri hidroxit  133,5 g pH: 8,5 

  N−íc cÊt  1 000 ml 

C¸ch lµm: C©n ®ong theo c«ng thøc trªn. Hßa tan axit boric vµ kali clorua trong 20 ml n−íc cÊt Êm. Sau 

®ã cho n−íc cÊt dÇn dÇn vµo cho võa ®ñ, 100 ml. Läc qua giÊy läc sau ®ã cho vµo èng nghiÖm                   

18 mm x 180 mm mçi èng 10 ml. HÊp v« khuÈn 110 0C trong 30 min. 

44   Dung dÞch b¶o qu¶n vi khuÈn lþ vµ th−¬ng hµn 

C«ng dông: dung dÞch b¶o qu¶n shighella vµ salmonella. 

C«ng thøc: N−íc cÊt   750 ml 

  Glyxªrin   250 ml 

  Muèi tinh khiÕt              5 g 

  Photphat monopotaxic 1 g 

  Photphat bipotaxic  3,1 g 

  pH cuèi cïng:    7,2 ®Õn 7. 
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C¸ch lµm: Hçn hîp ®un tan, §iÒu chØnh pH 7,4 ®Õn 7,6 läc qua giÊy läc ®ãng vµo c¸c chai, b×nh èng 

nghiÖm. HÊp v« khuÈn trong 30 min. 

45   M«i tr−êng Bapsikow 

C«ng dông: M«i tr−êng cã chØ thÞ mµu, dïng trong nu«i cÊy vi khuÈn, thö ph¶n øng sinh vËt hãa häc ®Ó 

ph©n biÖt c¸c lo¹i vi khuÈn hiÕu khÝ, khi lªn men ®−êng sÏ lµm chuyÓn mµu: tõ xanh sang vµng. 

C«ng thøc: Pepton    15 g 

  Muèi tinh khiÕt   6 g 

  Dinatri photphat  6 g 

  Natri hidroxit (NaOH) 20%  6 ml 

  N−íc cÊt   1 000 ml 

  Dung dÞch bromothymol  

  Xanh 1,5 % (pha trong cån)  6 ml 

  pH cuèi cïng:    7,4 ®Õn 7,5. 

C¸ch lµm: C©n ®ong theo c«ng thøc, riªng natri hidroxit NaOH vµ bromothymol xanh th× cho sau. 

Hçn hîp ®un tan cho natri hidroxit NaOH 20 %. 

§iÒu chØnh pH 7,8 b»ng axit clohidric HCl tinh khiÕt, vi m«i tr−êng kiÒm (cã thÓ cho tíi 5 ml ®Õn 6 ml 

HCl). 

§ãng vµo chai b×nh 500 ml, 1 000 ml vµ hÊp ë 120 0C trong 30 min. 

H«m sau lÊy ra läc qua giÊy läc, kiÓm tra ®é pH 7,4 ®Õn 7,5 råi cho thªm bromothymol xanh, m«i tr−êng 

sÏ cã mµu xanh l¸ m¹. 

Cho vµo èng 16 mm x 160 mm, mçi èng 5 ml. §ãng nót b«ng. HÊp v« khuÈn 110 0C trong 30 min. 

Chó thÝch   Cã thÓ thay thÕ Pepton bét b»ng n−íc d¹ dµy 30% - 1 000 ml vµ kh«ng cho n−íc cÊt. 

46   M«i tr−êng th¹ch m¸u 

C«ng dông: Nu«i cÊy ph©n lËp x¸c ®Þnh mét sè lo¹i vi khuÈn g©y bÖnh. 

- Xem tÝnh chÊt tan m¸u do c¸c vi khuÈn g©y ra. 

C«ng thøc:  Th¹ch th−êng   100 ml 

  M¸u cõu (®· lo¹i t¬ huyÕt)  5 ml 
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C¸ch lµm: Th¹ch th−êng c¸ch thñy (hoÆc ®un ch¶y tan ®Òu) råi ®Ó nguéi tíi 50 0C, dïng èng hót chia 

®é v« khuÈn hót 5 ml m¸u cõu, hoÆc m¸u thá (®· lo¹i t¬ huyÕt). Xoay nhÑ b×nh th¹ch m¸u cho hßa ®Òu. 

B×nh th¹ch mÉu cã mµu ®á t−¬i. 

Th¹ch m¸u ®−îc ®ãng vµo èng nghiÖm 18 mm x 180 mm vµ ®Ó nghiªng vµ ®æ ®Üa Petri chõng 10 ml. 

TiÕn hµnh: ®ãng th¹ch m¸u èng vµ ®æ ®Üa Petri, ph¶i thùc hiÖn thËt v« khuÈn. 

Chó thÝch   Lo¹i t− huyÕt cã hai c¸ch 

1) Trong 1 b×nh cÇu cã 20 viªn bi,®· ®−îc ®ãng gãi sÊy kh« v« khuÈn. Khi lÊy mÉu ë tim thá hoÆc ®éng m¹ch 

c¶nh cõu ®−a vµo b×nh cã bi, l¾c nhÑ ®Òu, kh«ng cã bät lµ ®−îc. 

2) Trong mét b×nh cÇu cã 5 ml natri xitrat 5% v« khuÈn cho 100ml m¸u cõu vµo l¾c nhÑ ®Òu. 

Hai c¸ch trªn, m¸u sÏ ®−îc lo¹i huyÕt t¬ kh«ng ®«ng. Dïng c¸ch lo¹i t− huyÕt b»ng c¸c viªn bi cã thÓ 

gi÷ ë tñ l¹nh 6 ngµy. Dïng thuèc chèng ®«ng natri xitrat chØ gi÷ ®−îc 2 ngµy. 

ChØ nªn b¶o qu¶n th¹ch m¸u ë nhiÖt ®é + 4 0C. 

47   M«i tr−êng n−íc Pepton, Kali nitrat 

C«ng dông: trong nu«i cÊy ph©n lËp nh¶y khuÈn (t×m ph¶n øng choleraroth). 

C«ng thøc:  Pepton bét   5 g 

  Kali nitrat   1 g 

  N−íc cÊt   1 000 ml 

C¸ch lµm: §un nhá löa, tan ®Òu, pH = 8,5. Läc vµ ®ãng vµo èng nghiÖm 16 mm x 160 mm. Mçi èng             

5 ml. HÊp v« khuÈn ë 110 0C trong 30 min. Dïng dÇn. 
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Phô lôc 2 

C¸c b¶ng −íc tÝnh chØ sè MPN 

B¶ng chØ sè MPN/100 ml   Khi cÊy 

       5 èng x 10 ml n−íc thö 

       5 èng x 1 ml n−íc thö 

       5 èng x 0,1 ml n−íc thö 

B¶ng 1 

Sè èng d−¬ng tÝnh Sè èng d−¬ng tÝnh 

10 ml 1 ml 0,1 ml 

MPN 

100 ml 10 ml 1 ml 0,1 ml 

MPN 

100 ml 

1 2 3 4 5 6 7 8 

0 0 1 2 4 2 0 22 

0 1 0 0 4 2 1 26 

0 2 0 4 4 3 0 27 

1 0 0 2 4 3 1 33 

1 0 1 4 4 4 0 34 

1 1 0 4 5 0 0 23 

1 1 1 6 5 0 1 31 

1 2 0 6 5 0 2 43 

2 0 0 5 5 1 0 33 

2 0 1 7 5 1 1 46 

2 1 0 7 5 1 2 63 

2 1 1 9 5 2 0 49 

2 2 0 9 5 2 1 70 

2 3 0 12 5 2 2 94 

3 0 0 8 5 3 0 79 

3 0 1 11 5 3 1 109 

3 1 0 11 5 3 2 141 

3 1 1 14 5 3 3 175 

3 2 0 14 5 4 0 130 

3 2 1 17 5 4 1 172 

3 3 0 17 5 4 2 221 

4 0 0 13 5 4 3 278 

4 0 1 17 5 4 4 345 

4 1 0 17 5 5 0 240 

4 1 1 21 5 5 1 348 

4 1 2 26 5 5 2 542 

    5 5 3 918 

    5 5 4 1609 
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B¶ng chØ sè MPN/100 ml  Khi cÊy 

     5 èng x 1 ml n−íc thö 

     5 èng x 0,1 ml n−íc thö 

     5 èng x 0,01 ml n−íc thö 

 

B¶ng 2 

Sè èng d−¬ng tÝnh Sè èng d−¬ng tÝnh 

1 ml 0,1 ml 0,01 ml 

MPN 

         100 ml 
1 ml 0,1 ml 0,01 ml 

MPN 

     100 ml 

0 0 1 20 4 2 1 260 

0 1 0 20 4 3 0 270 

0 2 0 40 4 3 1 330 

1 0 0 20 4 4 0 340 

1 0 1 40 5 0 0 230 

1 1 0 40 5 0 1 310 

1 1 1 60 5 0 2 430 

1 2 0 60 5 1 0 330 

2 0 0 50 5 1 1 460 

2 0 1 70 5 1 2 630 

2 1 0 70 5 2 0 490 

2 1 1 90 5 2 1 700 

2 2 0 90 5 2 2 940 

2 3 0 120 5 3 0 790 

3 0 0 80 5 3 1 1090 

3 0 1 110 5 3 2 1410 

3 1 0 110 5 3 3 1750 

3 1 1 140 5 4 0 1300 

3 2 0 140 5 4 1 1720 

3 2 1 170 5 4 2 2210 

3 3 0 170 5 4 3 2780 

4 0 0 130 5 4 4 3450 

4 0 1 170 5 5 0 2400 

4 1 0 170 5 5 1 3480 

4 1 1 210 5 5 2 5420 

4 1 2 260 5 5 3 9180 

4 2 0 220 5 5 4 16090 
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B¶ng chØ sè MPN/100 ml   Khi cÊy 

      1 èng x 50 ml n−íc th¶i 

      5 èng x 10 ml n−íc th¶i 

B¶ng 3 

Sè èng d−¬ng tÝnh 

50 ml 10 ml 
MPN/100 ml 

0 1 1 

0 2 2 

0 3 4 

0 4 5 

1 0 2 

1 1 3 

1 2 6 

1 3 9 

1 4 16 

 

 

 

_____________________ 


