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BAI SO 1: CAC QUY TAC AN TOAN
TRONG PHONG THi NGHIEM VI SINH VAT

Thao téc an toan la yéu cau cuc ky quan trong trong kiém nghiém vi sinh vat. Khi

lam viéc voi vi sinh vat, ching ta thuong thao tac véi s6 lvgng rat 1én va dam dac té

bado vi sinh vat (& mirc 10° t& bao/ml). Nhiéu chling vi sinh vat 1a tic nhan gy bénh

nén can ludn ludn can than vai tat ca cac chiing dang thao tac. Mat khac, nhan vién

kiém nghiém ciing phai st dung nhiéu loai hoa chat, trong dé cé cac acid hodc nhiing

hda chét c6 doc tinh. Do vay, can tuan tht mot s6 quy tac an toan dé dam bao an toan

cho ban than va cho nhitng nguoi khac trong phong thi nghiém nhuw sau:

N&m vitng nguyén tic, phuong phép |am viéc véi vi sinh vat.

Khoéng an udng, hut thudc trong phong kiém nghiém. Mang khau trang khi thao
téc voi vi sinh vat.

Mac 4o blouse trong thoi gian lam viéc.

Truéc khi bdt dau 1am can sat tring mét ban bang gidy lau tdim con 70° hoic
dung dich chét diét khuan khac (lysol 5%, amphyl 10%, chlorox 10%), dé kho.
Thuc hién twong tw cho hai tay. Ch y chua d6t den con hodc dén Bunsen khi
tay chua kho con. Lap lai viéc sat trung nay sau khi hoan thanh cong viéc.

Can ghi chu tén chiing, ngay thang thi nghiém lén tat cd cac hop petri, 6ng
nghiém moi tredng, binh nubi cay.

Khi & tay 1am d6, nhiém vi sinh vat ra noi lam viéc, dung khan gidy tdm chét
diét khuan lau k¥, sau d6 thwc hién khir trung lai ban lam viéc.

Can than khi thao tac véi dén con hodc dén Bunsen. Tét ngon Itra khi chua co
nhu ciu st dung hodc ngay sau khi thwc hién xong moi thao tac. Luu y trénh
dua tay, téc qua ngon Itra. Can c6 cach bao vé téc thich hgp trvdong hop téc dai.
S dung qua bop cao su khi thao tac 6ng hat dinh lwgng (pipette), khong hit
bang miéng.

Khi 1am v& dung cu thady tinh, can than mang gang tay thu gom tat ca manh v
vao mot tui rac riéng.

Téch riéng chét thai ran va chat thai 16ng.

Tét ca chat thai ran, moi truong chira hodc nhiém vi sinh vat can dwoc hdp khir

trung truedc khi thai bé vao céc béi réc. Céc dung cu, binh chira nhiém vi sinh



vat can dwoc ngdm vao dung dich chat diét khuan (nwéc javel) triedc khi rira va
ta str dung.

Can g6i hodc rang bang bing keo khi dat chdng céc dia petri [én nhau.

Khéng m& hop petri va diing mii ngtri dé tranh nhiém vi sinh vat vao dwong hod
hap.

Khi dét que cdy c6 dinh sinh khdi vi sinh vat, can dat vong hodc dau que cay
vao chan ngon lira dé tranh sw vang nhiém vi sinh vat vao khong khi.

Sé&t trung vartra tay sach sé trudc khi rdi phong thi nghiém.



BAI SO 2: CAC THIET Bl PHONG THi NGHIEM VI SINH VA
CAC PHUONG PHAP KHU TRUNG

|. MUC DICH -YEU CAU
1. Kién thtre ly thuyét: Cing cd cac kién thirc sau:
- Anh hudng cla cac nhan t6 vat ly, hda hoc d6i véi su ton tai va phét trién cla vi
sinh vat
+ Nhan to vat ly bao gdm: nhiét do, dé6 am, anh sang, pH ...
+ Nhan t6 héa hoc bao gdbm: acid, base, mudi kim loai, con ...
- Nguyén nhan gay nhiém cac dung cu la do s tiép xtc véi khéng khi, cac dung
cu hay vat pham co vi sinh vat
2. Ky nang thuc hanh: Hinh thanh varén luyén cac ky nang:
- Bao gbi dung cu valam ndt bong cho dng nghiém
- Khi tring dung cu va mai truong bang ndi hap ap sudt cao vatd sy
11. MOT SO DUNG CU VA THIET Bl PHONG THi NGHIEM VI SINH
1. Cécdung cu thdy tinh
a. Ong nghiém: duoc st dung dé chita mdi trwdng nudi cdy vi sinh vat, c6 nat

bang gon khéng thdm nuwdc hay bang nhua chiu nhiét

~ONGE gon
Ong nghiém
Hinh 1: Ong nghiém

b. Dfia petri: gdbm mdt ndp I¢n vamdt day nho Gp 16ng vao nhau, duong kinh 8cm,
10cm, 12cm ......

Hinh 2: Bia petri



c. Ong hat (pipette)

- Ong hit c6 chia dd

- Ong ht Pasteur

Néu khéng co san pipette Pasteur ta c6 thé ché tao tir 6ng thay tinh dwdng kinh
7mm, dai khoang 25cm véi 2 dau dwoc dot tron canh va nhét gon khdng tham nuéc.
Dé khoang gitra dng thay tinh trén ngon dén con, xoay déu cho dén khi thly tinh chay

ra, mang khdi ngon Itra va kéo déu tay nhu thé ta c6 dwoc 2 pipette Pasteur
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Pén con

Ong hat Pasteur

[

Hinh 3: Céch [am mét pipette Pasteur

d. Micropipettes (Pipetman)

Pay la pipet chinh xac, cho phép ta hit dwgc mot lwgng chat rét chinh xac.

Hinh 4: Micropipette
e. Céac dung cu bang thuy tinh khac
- Becher
- Binh ciu day bang va day tron
- Binhtam giéc (Erlen)
- Binh Roux
2. Cacdung cu thiét bi khac



a. Day cay

- Day cdy thang: si¥ dung dé cdy sau hay ly trich vi sinh vat trén mdi truong déc

- Day cay vong: dung cdy ria vi sinh vat trén trén mat thach hay phan 1ap vi sinh
vat trong moi truvdng ldng hodc mdi truong dac

- Day cay thuac tho: dung dé cay cac loai nam men, ndm mdc, xa khuan

Nhitng loai day cdy nay thuong lam bang kim loai khong bi oxy hoa & nhiét do cao

b. TG am: ding dé G vi sinh vat hodc theo d&i sy tang trudng cua vi sinh vat

Hinh 5: Ta am

c. Lo Pasteur (xem phan sau)
d. Autoclave (xem phan sau)
e. NOi chwng cach thuy
I1l.  BAO GOI DUNG CU
1. Nguyén téc
- Dung cu duoc bao géi phai ddm bao sach vakhé.
- Bao goi phai kin vacin than dé sau khi khir tring van dam bao sy vo tring clia
dung cu trong 16p gidy go6i valdy ra st dung dé dang.
2. Phuong phép bao goi dung cu
Viéc bao g6i dung cu gdbm 2 khau:
- Lam nut bdng: cho cac 6ng nghiém, binh tam giac, pipet, que trang
- Bao g6i: cho hau hét cac dung cu khac
a. Cach lam nit béng
- Vi cac 6ng nghiém:
+ Lay mot it bong khéng thadm nwéc cudn lai
+ Dung que tre an vao gitta cuén bong
% Day cudn bong nay gap doi vatlr tlr vao miéng 6ng nghiém

«» Yéu cau:



e N0t c6 kich thwéce va dd chat vira phai.
e Dau nat tron, gon, phan ngoai Ién hon phan trong.
L&y ndt ra hay dong vao dé dang
- Vi céac chai, lg, binh tam giac c6 kich thudc 16n: cach lam twong tw nhung st
dung lvong bong nhiéu hon
- Vi céac pipet: dung mdt soi day thép nhé nhét mot it bong vao dau 16n cla
pipet dé han ché khong khi tir miéng nguoi hat vao pipet
b. Cach bao goi dung cu
V@i cac dung cu sau khi 1am ndt bdng can bao go6i phan cé nit bdng bang gidy béo
dé khi khir tring nat bong khong bi wét va dam bao diéu kién vo trung tot hon. Cach
lam nhuv sau:
- Cét cé4c doan bang gidy hinh chi¥ nhat vai kich thudc thy theo dung cu can bao
goi.
- Quan quanh phan dau c6 nut bong.
- Cot lai that chat
Yéu cau:
- Phan gidy bao bén ngoai phai chat vakin
- Bao bang gidy dau v&i dung cu hdp wat
- Bao bang gidy bao voi dung cu sdy kho khi khir tring wot.
Vi cac dung cu nhu pipet, que trang phai dung gidy bao kin toan bd. Cé thé dung
hop nhom dé dung céc dung cu trén dé khir tring.
V. CAC PHUONG PHAP KHU TRUNG DUNG CU
1. Nguyeén téc
- Sau khi khtr tring can ddm béo:
= Si vo tring tuyét doi cho dung cu vavat pham
» Khéng lam thay d6i chat lvgng mau vat
- Bd&o dam an toan tuyét ddi cho con ngudi
2. Cé&c phuwong phép khir trung
Khi khi tring bang nhiét, cac té bao sinh duéng clia VSV bi tiéu diét dé dang
trong khi cé&c bao tir van con ton tai & ngay nhiét do do
Kha nang chiu nhiét cta vi sinh vat phu thudc vao:

- Tinh chat moi truong



- S6 lvgng té€ bao
- D0 pH cla vat can khtr tring
Do vay dé khi tring bang nhiét hiéu qua can xac dinh nguwéng nhiét do thdp nhét
va khoang thoi gian ngén nhét can thiét dé tiéu diét toan bd VSV va bao tir clia ching
c6 trong dung cu can khi triing
CO thé khir tring bang phuong phap nhiét khd hay nhiét wot
a. Phuong phép nhiét khé
& Khir tring bang ta sdy
- DBuoc thie hién trong ta sdy
- Céch tién hanh:
 Ddt cac dung cu da duoc bao goéi vao ti sdy
« Bat cong tac t0 hoat dong
« Digu chinh thoi gian va nhiét do thich hop (160°C trong 2h hoic 180°C
trong 30 phat)
« T4t t0 sdy, dé nguoi t¢i 60°C rdi mé t 1dy dung cu ra. Tranh mé td lay dung
cu khi nhiét do ti con cao s& 1am dung cu thay tinh dé v
e Céc dung cu sau khi sdy ma gidy bao c6 mau hoi vang la dat yéu cau. Néu
gidy bao c6 mau nau chiing td nhiét do khir trung cao lam bodng va gidy bién thanh
gondron (hgp chét ¢ tinh sat tring) thi khong thé st dung dung nay dé nudi cdy VSV
duoc.
& Khir tring bang cach dét que Itra néng do:
- Phuong phap nay dung dé khir tring que cdy, 6ng hat, dau ong nghiém, miéng
binh tam giac sau khi lay nat bong ra.
- Céch khi trung:
e Ho dung cu trén ngon Itra den con, dwa qua dua lai dén 3 — 4 lan. Véi cac
day mayxo & dau que cdy phai nung cho that dé hét chiéu dai day cdy.
= Doi dung cu ngudi méi dwoc st dung dé tranh v vavi khuén khong bi tiéu
diét khi lay giong.
b. Khir tring bang sttc ndng wét
+ Pun sdi trong nudc
Phuong phap nay dwoc st dung khi can khir tring nhanh céc dung cu: kim tiém,

dao, kéo, kep, coc ....



Cach tién hanh:
- Dung nwéc sach do ngap dung cu
- Bun sbi tir 10 phat dén 1h
4 Dun cach thly & nhiét do thap (phwong phap khir tring Pasteur)
Phuong phap nay duoc ding dé khir trang nhanh céc thyc phdm dé bién tinh &
nhiét do cao
Céch tién hanh:
- Bun néng méi trudng 1én 65 — 70°C trong 15 — 30 phit
Phwong phap nay chi co tac dung trc ché VSV khong c6 bao tir
4 Hap cach quaing 100°C (phwong phéap Tyndal)
Phrong phap nay dung dé khir tring mat s6 loai moi trwdng nudi cdy men banh
mi, men gia stic, moc lam nwéc cham....
Céch khtr trung:
- Hdp trong trudng & 100°C tir 30 — 40 phit.
- Lay ra dé ti am 24 gio dé cho bao t& vi khuan phat trién
- Hap moi truong |an tht hai & 100°C trong 30 — 40 pht tiéu diét cac bao tir vira
nay mam.
- Léap lai qua trinhnay 3— 4 lan
Két qua: moi trvong vira deoc khir tring vira dwgc ddm bao khong thay doi chat
lvong.
+ Khir tring bang hoi nuéc bdo hoa ap sudt cao (Autoclave)
Phuwong phap nay dwgc thuc hién trong noi hap vo
tring & &p sut cao. D6 12 thiét bi 1am bing kim loai c6 tinh i
chiu nhiét cao c6 kha nang tv dong diéu chinh nhiét d6 va -
thoi gian
% Nguyén tac hoat dong

- Lam tang nhiét dé khir tring céc vat bang hoi nuéc

nhiét do tang nho hé thdng van rét chat ché

Hinh 6: Autoclave
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- MGi quan hé gilra ap suat vanhiét do cia noi dwoc biéu hién qua bang sau:

Ap suét (atm) | Nhiét d6 (°C)
0 100
0,5 112
1,0 121
15 128
2,0 134

++ Cach s dung:

- Chuan bi cac dung cu chira méi trwvdng can khir triing

- Cho 3l nwéc cat vao nbi hap roi kiém tra mirc nwdc cho phu hop.

- Lan lvot dua cac dung cu, moi tredng can hap vao bén trong noi.

- Bong chat nbi hap.

- Diéu chinh kim dong ho th&i gian va dp suat vé vi tri mong muén.

- C&m phich dién

- Bat cong tac khir tring ndi hdp dé tién hanh hap.

- Khi két thtic qué trinh hdp, ndi sé bao hiéu bang coi.

- Gat cong tac khir tring vé vi tri “dry”

- Cho kim chi &p suét tré vé 0 méi mé nap ndi 1y dung cu ra.

- Rt phich dién

- Ghi nhan ngay - thang — ndm vao dung cu sau khi khir trang.
CHU Y: D& dam bao an toan va hiéu qua cla viéc khir trung, ngudi thuc hién can

phai:

Kiém tra lai noi hap trudc khi s dung

- Thuc hién dang quy trinh huéng dan

- Tréanh cung cép dién dot ngot dé khong gay v& dung cu, nguyén liéu hodc gay

no nguy hiém.

- Truec tiép theo di quatrinh khir tring cho dén khi két thic vangat dién.

- Dinh ky kiém tra chét lwvgng déng ho 4p ké vavan an toan.

Tom lai, phrong phap khir tring bang hoi nwdc bdo hoa & ap sudt cao 1a phuong
phép pho bién va hiéu qua nhat trong cac phuong phap khir tring nho kha nang tiéu

diét céc té bao sinh dung 1an bao tir clia vi sinh vat.
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c. Khtr triing bang sw loc
St dung cho méi truong léng, trong, c6 dd nhay yéu, khdng chiu duoc nhiét dd cao
hon 60°C. Cho mdi trudng di qua mot mang loc x8p c6 dwong kinh 16 nhé hon duong
kinh clia vi khuan. Khi do, vi khuan sé bi gil lai trén mang loc con dung dich di qua sé
vO trung. Mang loc thuong 1a mang cellulose
d. Diét trung bang btc xa
» Tiatl ngoai: Blic xa thuong dung nhét latia UV. Dong tia UV diét trang
khong khi phong bénh vién, phong vo trung. Tia UV chi khir trung bé mat ma khéng
thdm s&u vao bén trong mau vat.
> Tia &m cuc: Diét trung cac dung cu giai phau, thube, thuc pham, tia &m

cuc co thé tiéu diét cac vat da cho vao bao géi kin.

CAU HOI VA BAI TAP
1. Thyc hanh bao goi cac loai dung cu?
2. Phan tich co s@ vi sinh vat hoc cuia cac phuong phap khtr trung Pasteur, Tyndal ?

3. Tom tét cach st dung ndi hap ap suét cao (autoclave)?
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BAI SO 3: CHUAN Bl MOI TRUONG NUOI CAY VI SINH VAT

MUC PICH VA YEU CAU

1. Kién thrc ly thuyét: Cing c6 va hinh thanh méi cac kién thic sau:

Kh& niém moi treong dinh dudng.

Y éu cau co ban ctia méi trvong dinh dwdng.

Co s6 phan loai m6i trvdng dinh dwdng.

Nguyén tic co ban clia viéc ché tao méi trudng dinh dudng

Ky nang thuc hanh

K§ nang s dung cac dung cu: can phan tich, 6ng dong, pipet, autoclave, ti am.
Can dong, pha ché hoa chat.

Lam trong méi truong.

Diéu chinh pH vakhtr tring méi trudng.

Kiém tra két qua khi triing.

B&o quan mai trueong

Il. HOA CHAT - NGUYEN LIEU - DUNG CU

1. Héa chéat — nguyén liéu

Tuy theo yéu cau va diéu kién thuc t€ clia PTN mata chuan bi cac nguyén liéu,

hoa chét ctia mot s6 loai moi truong dé SV thuc hanh.

2. Dungcu

Ong nghiém

Gia dé 6ng nghiém

Dia petri

Binh tam giac 250 ml

Cdc thay tinh 250 ml

Pipet céc loali

Ong dong

Phéu thay tinh

Giay loc, gidy bao goi

Bong khoéng thdm nuéc, bong y té
DPeén con

MOI TRUONG DINH DUONG

13



1. Khé niém méi truong dinh duéng

- Céc chat dinh dudng lanhirng hop chat tham gia vao qua trinh trao doi chat noi
bao.

- Mai truong dinh dudng 1a hdn hop cac chét dinh dwdng va céc chét nay co
nhiém vu duy tri thé oxy hoa khir, ap suat thdm thau cla té bao va sy on dinh cta pH
trong méi truong.

2. Cécyéu cau co ban ctia méi truong dinh dudng

- Co day du cac chat dinh dwdng can thiét

- CO0 dod pH thich hop

- C6 do nhot nhat dinh

- Khong chira céc yéu t6 doc hai

- Tuyét ddi vo trung

3. Phan loai méi trvong dinh dwéng

Nguoi ta dua trén cac co s¢ khac nhau dé phan loai moi truong

a. Can ct theo thanh phan va nguén goc: gém 3 loai

- M@i truong ty nhién: ¢ thanh phan la céc san pham ty nhién nhu: tring, sira,
khoai tay, dich chiét ndm men, dutng, cam. Thanh phan hda hoc cla loai moi trwong
khéng dugc xéac dinh chinh xac do s khéng 6n dinh clia san pham tw nhién.

- M@i treong tong hop: chira cac chat hda hoc mathanh phan clia chiing dugc xac
dinh va dinh lvgng mot cach cu thé va chinh xac.

- Mai trwdng ban téng hop: chita ca cac chat hoa hoc 1an cac san phdm tw nhién.

b. Can ct theo tinh chat ly hoc: gdbm 3 loai

- Ma@i truong 16ng: thanh phan méi truong nay khéng chira agar va thuong duoc
str dung dé nghién clru qué trinh téng hop cla vi sinh vat.

- M@i trwdng dac: mdi trvong nay chira 1,5 — 2% agar hoac 10 — 20% gelatin.
M6i truong nay duoc st dung dé nghién clru cac dac diém hinh théi, sinh Iy cla vi
sinh vat.

- M@i trwong ban 1dng: chi chira 0,3 — 0,7% agar

c. Can clr vao cong dung: gébm cac loai sau:

- Mai trrong co ban: thich hop cho nhiéu loai vi sinh vat khac nhau.

- MGi trvong chon loc: 1a moi treong dam bao cho sw phat trién wu thé ctia mot

loai hay m6t nhém loai vi sinh vat xac dinh nao do.
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- M0i trvong ki€ém dinh: 1a moi treong cho phép phan biét dvoc mot so dac diém
clia mot sO loai vi khuan xac dinh. Thong thwong, nguoi ta cho vao moi treong chat
chi thi mau dé tao ra nhitng mau dac trueng.

4. Phwong phap pha moi treong

Pha moi treong dé thuc hién viéc phan lap, nhan giong, giii giong vi sinh vat, déng
thoi dé nudi cdy vanghién clru cac dac diém sinh hoc clia ching

a. Nguyén tic pha méi truong

- Duva trén co s& nhu cau vé cac chat dinh duéng va khad nang dong héa céac chat
dinh dwdng cua tirng loai vi sinh vat.

- DE& dam bao su can bang vé ap suat thdm thau gitra moi truong va vi sinh vat
nén can diéu chinh ty 16 vanong dd cac chat trong thanh phan méi truong dinh duéng.

- Dam bao cac diéu kién hoa, ly can thiét cho cac hoat dong trao doi chét cla vi
sinh vat.

b. Cac budc pha moi trwong dinh dudng

+ Phaché

Can, dong that chinh xac cac thanh phan mdi trvong va pha ché theo dung trinh
ty hwdng dan trong tai liéu.

- M@i truong l6ng: can, dong cac chat roi cho vao nuéc

- Ma@i tredng dac:

e Can céc thanh phan ctia m6i trvdng cho vao nuéc cat.
e Can agar roi cho vao dung dich trén
4 Lam trong moi treong
Viéc lam trong moi trwdng gidp ta dé dang quan sét sy phat trién cla vi sinh
vat.

- V6i mdi truong 16ng: tién hanh loc bang vai thwa hodc gidy loc.

- V@i moi truong dac: thuong loc qua vai man 2 [6p hodc gidy loc trong diéu kién

c6 phéu loc nong.

+ Diéu chinh do pH clia méi tredng

- Dung HCI 10% hodc NaOH 10% dé diéu chinh pH.

- Mudn kiém tra do pH, ta st dung may do pH vi né nhay va cho do chinh xac
caon. Néu khong c6 thé str dung gidy quy dé do pH nhuwng khong cé do chinh xac cao.

+ Phan ph6i moi truong vao dung cu
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Nguoi ta thwong phan phdi moi truong vao dia petri, dng nghiém, binh tam
giac. Trinh tw phan ph6i nhu sau:
- Bun cho mai trwong hoa léng.
- M@t tay gilr dung cu chi*ra mdi trvong
- Tay con lai kep nat bong va kéo ra.
- Nhanh tay d6 moi tredng vao dung cu va day nit bong lai.
- Chuay:

e DGi voi 6ng nghiém: Néu moi trvong lam thach nghiéng thi luvgng moi
trwong can dugc phan phdi chiém 1/4 thé tich 6ng nghiém. Néu lam thach ding thi
lvgng moi treong dwgc phan phdi chiém 1/2 - 1/3 thé tich 6ng nghiém.

e DG4I vbi binh cau hay binh tam giéac : lwgng moi trvong dugc phan phoi
chiém 1/2 - 2/3 thé tich binh.

e Céc thao té&c phan phdi phai nhanh gon, khéo léo dé mdi trvong khong
dinh vao miéng dung cu hodc nat béng va viéc phan phdi can duoc thwc hién xong
trvdc khi moi trvong bi déng dac.

+ Khir trung moi treong
Tuy theo tinh chat va diéu kién cu thé cla tirng loai moi trvdng macoé ché do va
phuong phap khir trung khac nhau.

Cac phuong phap kh tring thwdng duoc st dung la:

Phwong phap Pasteur
- Phuwong phap Tyndal
- Phuwong phép loc bang dung cu loc vi khuén
- Phuong phép hdp bang hoi nwéc bio hoa & &p suét cao
> DO0i voi cac dung cu chiu nhiét (s, vai, thay tinh) khir trang & 1,5 atm / 20 —
30 phat
> DAGi v6i dung cu chira 11 moi truwong tré 1én thi hdp 1 atm / 30 phat
> V@i cac loai moi trudng chira dudng dé bién tinh & nhiét do cao thi hdp khir
trung & 0,5 — 0,6 atm / 15 phat
+ Lamthach nghiéng, thach ding va d6 thach vao dia petri
% Lam thach nghiéng: Can tién hanh ngay sau khi khtr truing moi truong va

moi truong chuwa dong dac.
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- Ddt ong nghiém cé moi trvong 1én gia dat nghiéng va khong duoc dé
mdi trvong cham vao ndt béng.
- Dé yén cho dén khi mdi trvdng dong dic. Yéu cau mét thach phai thang,
nhan valién tuc
% Lam thach ding: Bat cac 6ng nghiém cé moi trwong la thach ding vao gia,
dé yén cho mai trwvong dong dac
< D0 moi trwvong vao dia petri: Toan bd qua trinh do thach vao dia petri dwoc
thuc hién trong td cay vo tring va gom cac thao tac sau:
- M6 bao gidy gdi cac dia petri
- M6t tay cam dung cu chira moi truong
- Tay con lai mé& nat bong va ho miéng binh trén ngon Ira dén con.
- M@ hé ndp dia petri. Nghiéng binh varét moi truong vao dia petri.
- Day nap da lai, xoay tron dia dé mai truong dwoc phan phdi déu bén trong
dia.
- Dé yén cho méi truong dong dac.
- Lat nguoc dia lai vabao quan.
CHUY:

- Thao tac d6 mdi truong phai nhanh va khéo Iéo dé han ché s nhiém khuén.

- Mt thach phéi phang, nhan, c6 dd day khoédng 2mm. Thang thudng ct khoang
200 ml mdi truong sé phan phoi duoc tir 22 — 25 dia.

- Sau khi phan phoi moi trieong vao dia petri, kiém tra lai xem moi treong ¢ bi
nhiém khuén sau 1 — 2 ngay.

- Ghi chd méi tredng (tén mdi tredng, ngady khir trang, han st dung)

4 Bao quan va kiém tra moi truong

- Mai trvdng chua sir dung dwoc bao quan & chd mét (0 — 5°C) va khong dé moi
trvong bi kho.

- Truwéc khi st dung, dé kiém tra do vo khuan clia moi trwdng, nguoi ta thuong
dat vao ti dm 37°C trong mot khoadng thoi gian nhét dinh. Loai bd mdi treong bi
nhiém khuén va chi st dung méi trudng dat yéu cau.

V. CONG THUC VA CACH PHA MOT SO LOAI MOI TRUONG THONG
DUNG

1. MGi trudng nudi cdy vi khuan (moi trvong cao thit — pepton)
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Cong thtrc:

Cao thit: 59
Pepton: 10g
Nuwéc cat: 1000ml

Céch pha mdi trudng nubi cay:

Can chinh x&c va cho cac thanh phan clia méi trudng vao trong cde chia san

1 it nwéc

Khuay cho tan hét va thém lvgng nwéc theo yéu cau
Bun Ién cho tan hoan toan

Dé ngudi valang dung dich vira dun

Loc béang vai hay gidy loc

Phan ph6i méi treong vao céc dung cu dé khir trung

. M6i tredng nudi cdy ndm men (Hansen)

Cong thtrc:
Saccharose hodc Maltose: 50g
Pepton: 10g
KH,PO,: 39
MQgSO,: 3-5¢9
Agar: 209
Nuwéc cat: 1000m

Cach pha ché moi truong nudi cay:

Can chinh xé&c va cho céc thanh phan clia méi truong vao trong cdc chita san

1 it nwéc

Khudy cho tan hét va thém lwgng nuwéc theo yéu cau
Bun Ién cho tan hoan toan

Dé ngudi valang dung dich vira dun

Loc bang vai hay gidy loc

Phan phoi mdi trudng vao céc dung cu dé khir tring

. M6i tredng nudi cdy nam moc (moi treong Czapek)

Saccharose: 30g
NaNOs: 30g
KoHPO,: 19
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- MgSOq: 0,59

- FeSOqy: 0,019
- Aga: 20g
- Nuobc cat: 1000ml

pH = 6, khir tring 1atm/30 phat
4. M0i treong nudi cdy xa khuan (méi trvong Gauze 1)
- Tinh bt tan: 20g

- K,HPO,: 0,59

- MgS0O,.7H,0O: 0,59

- KNOs: 1,09

- NaCl: 0,59

- FeSOq: 0,019

- Agar: 209

- Nuoc cat: 1000m

pH = 7,2 - 7,4 khir trung 0,5 atm/30 phut
V. CAC PHUONG PHAP KHU TRUNG MOI TRUONG DINH DUONG
1. Nguyeén t&c khir tring
Khi trung mdi trwdng dinh dwéng nham muc dich:
- Tiéu diét toan bd vi sinh vat ngoai lai hién dién trong méi trvong
- Tao diéu kién vo trting cho méi truong dé két qua phan lap, nudi cdy chinh xac.
Do dd, khi khir tring m6i trvdng phai dam bao mot sd diéu kién nhu sau:
- Khong lam bién tinh méi truong, khong lam bién tinh mot s6 chat trong moi
trwong
- Sau khi khtr trung, trong méi treong khdng san sinh ra cac chat doc gay chét vi
sinh vat nudi cay
- Phai dam bao diéu kién v0 trung tuyét doi sau khi khir tring
- Bdao ddm an toan ddi voi nguoi st dung
2. Mot s6 phwong phap khir trung méi truong dinh duéng
Phrong phap khir tring dwoc st dung chld yéu dé khir tring moi truong la
autoclave. Tuy nhién, tuy tirng loai moi trwong khac nhau sé c6 nhitng diéu kién khir
trung khéc nhau

a. D6i véi moi tredng chira cac chét dé bién tinh (sira, cac dudng)
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- D6i voi moi tredng chiva sita: khong duoc khir tring trén 100°C vi & nhiét do
cao sira dé bi bién tinh. Do do, d6i vai loai moi trudng nay, tatéch ralam 2 phan: sira
tién hanh thanh trung Pasteur, con cac thanh phan khac dwgc khi trung trong
autoclave. Sau do6, hoatron 2 thanh phan dé véi nhau.

- Da&i voi mdt s6 mdi trwdng chira mot s6 chat dé bi phan hdy & nhiét dd cao nhw
urea thi néu chiing ta ty pha ché thi chiara 2 phan dé khtr trting con néu moi truong
t6ng hop thi ta khir tring béng céch s dung mang loc cé kich thwdc 16 nhé (0,45 um)
dé loc khtr tring.

b. Mai truong thong thuwong

Tién hanh khtr trung binh thuong véi cac diéu kién thoi gian va nhiét do duoc

khuyén céo cho tirng loai moi truong

CAUHOI VA BAI TAP
1. Trinh bay céc nguyén tic co ban cla viéc pha mdi truong dinh dudng?
2. Céc buwdc pha madi trvong dinh dwdng?
3. M6i nhom sinh vién thic hanh 3 loai moi trwong.
4. M&i nhém SV thwe hanh khir tring 1 trong 3 loai vira pha bang autoclave va phan
phdi vao 6ng nghiém, dia Petri.
5. Kiém tra két qua khir tring bang cach dé méi trwdng vao ti dm 37°C tir 2 — 3 ngay
dé xac dinh c6 vi sinh vat khdng? Néu ¢, hay giai thich nguyén nhan cla hién tvgng

nay.
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BAI SO 4: PHAN LAP - NUOI CAY - BAO QUAN VI SINH VAT
1. MUC BICH VA YEU CAU CUA BAI
1. Kién thirc ly thuyét
- Y nghfa cua viéc phan lap, nudi cdy va bao quan vi sinh vat trong cong tac
nghién ctru vi sinh vat hoc
- Céc nguyén tic co ban clia qua trinh phan 1ap — nudi cdy — bao quan vi sinh vt
2. Ky nang thuc hanh
- K¥ ndng phan Iap vi sinh vat hiéu khi
e Tao ra cac khuan lac riéng ré tir quan thé vi sinh vat
= Tao ra cac khuan lac riéng ré & moi trwong trén dia petri dé cdy chuyén
e Kiém tra do tinh khiét ctia giong méi phan lap
- K¥ nang nudi cay vi sinh vat hiéu khi
e Céc thao téc cdy chuyén tir dng gidng sang cac loai moi trwong: thach
nghiéng, thach drng, thach dia
= Céc kiéu cdy khac nhau trén céc kiéu mai truong trén
- K¥ ndng bao quan cac ching vi sinh vat thuan khiét
e B&o quan trén moi truong thach
e Bdo quan trén cat, trén hat
= Bao quan bang phuong phap dong kho
2. HOA CHAT - NGUYEN LIEU - DUNG CU
1. Héa chét, nguyén liéu
- M0i trwvong thach dirng, thach dia, thach nghiéng dé nudi cdy vi sinh vat hiéu
khi
- Cé&c 6ng gibng nAm men, ndm moc
- Dat vuon, cét, lta
2. Dungcu
- Que cay dau tron, dau nhon, hinh thuéc thg
- Quetrang, 6ng hit chia dé 1ml
- Ong nghiém, gi4 dé 6ng nghiém, dia petri
- Dén con, diém quet
3. CACH THUC PHA LOANG MAU
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1. Nguyén tac
Pha lodng mau 1a mdt trong nhitng céng doan co ban nhung rét quan trong trong

qué trinh phéan tich vi sinh vat. Viéc pha lodng mau & cac ndong do thich hop sé gilp
ich rat nhiéu trong qua trinh dinh luvong cling nhu phan tich vi sinh vat

2. Phuong phap

- D6i voi mau chét 16ng: dung pipet hat 1 ml mau cho vao 6ng nghiém chira 9
ml dung dich pha lo&ng, khi dé ta sé duoc nong do pha loang 1a 10, Tiép tuc tir 6ng
nghiém 10™ hdt tiép 1ml va cho vao 6ng nghiém chita 9 ml dung dich pha lodng > do
phalodng 102 Tiép tuc nhu vay dén ndng dd can thiét

- D3&i v&i mau rén: can chinh xac 10 g mau, sau d6 cho vao 90 ml dung dich pha

long > ndng dd pha lodng 10™. Vatiép tuc pha loang trong tw nhw mau nuéc

FON

+ 9ml +9ml +9ml + 9ml

J01 stock/ml J01 stock/ml 0001 stock/ml

Concentration ;?,
Full Streagth el 1/10 1710 .01/10 .001/10
Stnck Stock (1/100) (1/1000)  (1/10000)

Dilu tion

Hinh 7: Phuong phép pha lodng
4. PHAN LAP VI SINH VAT
1. Nguyeén téc
- Téch roi cac té bao vi sinh vat
- Nudi cdy céc té bao trén trong moi trvong dinh dwdng dé tao khuén lac riéng ré
2. Quatrinh phan lap vi sinh vat & dang thuan khiét: gobm cac buéc:
- Tao ra cac khuan lac riéng ré tlr quan thé vi sinh vat ban dau
- Phan 1ap cac vi sinh vat thuan khiét
- Kiém tra do tinh khiét cla vi sinh vat
a. Tao ra cac khuan lac riéng ré trén moi truong phan lap
- N&u mau ban dau & dang ran thi phai chuyén vé dang 16ng bang céch:
» Nghién méu
» Hoatan mau vao nudc cét vo trang rdi pha loang
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Sau d6 thwe hién nhu 1a mau dang 16ng:
e Tiép tuc pha loang & cac nong do can thiét
» Cay mau trén mdi truong dic trung
- Cha y: néu khong cé moi treong dac treng cd thé st dung moi tredng ma vi
sinh vat phat trién binh thwdng nhwng cé bé sung cac chét (e ché céac vi sinh vat khac
phét trién.
b. Phan Iap vi sinh vat trén méi trwdng thach trén dia petri
+ Dai voi vi sinh vat hiéu khi
- Hdt 0,1 ml dich mau da phalodng cho vao dia petri 6 mdi truong thich hop.
- Dung que trang trai déu mau khip mét thach
- Tiép tuc sir dung que trang nay dé trai déu khap mét thach & dia tht 2, thi 3..
- U céc dia trén & nhiét do thich hop trong 1 khoang thoi gian nhat dinh ta sé thu
dwoc cac khuan lac riéng ré
c. Kiém tra dd tinh khiét ctia giong mai phan lap
+ Kiém tra vét cay
Quan sat su sinh trwvdng cuda vi sinh vat trén moi trwdng thach
- Néu vét cdy co bé mit va mau sic dong déu, thuan nhat chitng té ging méi
phan 1ap tinh khiét thi gil lai
- Néu vét cdy khong thuan nhat thi loai b
+ Kiém tra do thuan cla cac khuan lac
- Chon céc khuan lac riéng ré trén moi trvong thach nghiéng
- Téch céc khuan lac nay ra, hdatan va phalodng & nong do can thiét trong nwéc
cat vo trung.
- Nho 1 giot dich trén vao dia petri cé moi trvong.
- Dung que trang trai déu dich khip mét dia petri thir nhét, rdi dia thr 2, thir 3.
- U dfia petri & nhiét do vathdi gian thich hop.
- Sau d6 quan sat cac khuan lac riéng ré. Sv thuan khiét clia khuan lac la biéu
hién su thuan khiét clia giéng
3. Phan 1ap mot sb vi sinh vat trong thuc té
a. Phan lap vi khuan Bacillus subtilis
- C0 kho cat nho cho vao binh tam giac

- B0 sung thém: mét it phan va nwéc sach cho ngap ¢
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- Dun sbi 15 phdt dé diét cac té bao sinh dudng va céc té bao khéng sinh bao ti.

- Pay nit bong va dé ta dm 25 — 26°C trong vong 48 — 72h

- Kétqua:
= Xuét hién 16p vang xam c6 nhiéu vi khuén B.subtilis vi co kho bao git
cling xuat hién bao t&r clia vi khuan nay
e Trén kinh hién vi: Té bao vi khuan B.subtilis c6 hinh que, dai, bao t&

hinh ovan ndm & xa tam hay gan tm khuén lac. Té bao c6 kich thuéc 3 -5

x 0,6 um.
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Hinh 8: T& bao vi khuan Bacillus subtilis quan sat dwgi kinh hién vi
b. Phan lap nam mdc Aspergillus oryzae, Aspergillus niger va Mucor
- Co thé phan 1ap ndm madc nay trén com ngudi, x0i lam moc twong, banh mi dé
kho it ngay.
- Théng qua mau sic ctia mac nhan dién:
e M3dc co6 mau trang: Mucor hodc Rhizopus
e Mdc c6 mau den: Aspergillus niger
e Maodc c6 mau xanh luc: Penicillumitalicum
- Dung que cdy hinh thréc tho 1dy 1 it soi ndm cdy vao méi triong thach nghiéng
thich hgp (Czapek)

Penicillum Aspergillus niger Rhizopus

Hinh 9: Hinh dang modt s6 nam maoc
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¢. Thu nhan ndm men

- CO thé phan 1ap ndm men dé dang tlr cac mai trwdng nhu:
e B@ mat trai cay hodc dich ép mot so trai cay nhu tao, 1€, nho, dau....
= Trong rugu nép, trong cac banh men rwou, bia, nwéc mia dé vai hom, hat
Kefir....

- Duoi kinh hién vi, ndm men c6 dang hinh cau hay hinh tritng. Té bao c6 kich

thuée 16n, o kha nang ndy chdi. Khudn lac c6 mau tring sita
- Chon khuén lac ndm men riéng ré va cay vao moi triong thich hgp (mdi truong

Hansen).

(b)
Hinh 10: Ndm men Saccharomyces cerevisiae dugi kinh hién vi quang hoc (a) va
kinh hién vi dién tt (b)

d. Thu nhan xa khuan
- CO thé thu nhan xa khuén dé dang tir dat, nuéc, trén cac co chat dong vat, thuc
vat vastr dung moi treong Gauze 1 dé phan lap
- Phéan biét xa khuan trén moi trvong Gauze 1:
e Khuan lac vi khuan nhay, wot
= Khuan lac vi khuan bong xdp, cé dang soi
- Sau khi cdy 0,1 ml dich mau dat vao mdi truong, can chid y: nudi trong ti &m

(28°C) tir 7 — 15 ngay méi Iy ra chon khudn lac riéng ré dé cay chuyén

Hinh 11: Xa khuéan
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5. PHUONG PHAP NUOI CAY VI SINH VAT
1. Khai niém
Quatrinh nubi cdy vi sinh vat gdm 2 khau: nudi va cay
- Nubi: la qua trinh dam bao va duy tri nhitng diéu kién thuan lgi nhat cho sy
hoat déng va phét trién clia vi sinh vat
- Cay: la nhitng thao tac chuyén vi sinh vat tir moi trwong dang song sang moi
treong thuan lgi hon cho sy phat trién clia ching
Hai khau nay gan b6 voi nhau trong qua trinh nghién clru va (ing dung vi sinh vt
2. Muc dich
- Phét hién sw c6 mat clia vi sinh vat trong cac nguyén liéu vat phdm can nghién
ctu.
- Tién hanh nhan gidng vi sinh vat mdt cach nhanh chéng
- Bdo ton cac giéng thuan khiét.
- Nghién ctru cac dac tinh sinh hoc va hé théng sinh hoc cla ching.
3. Nguyén tac
- Moi thao tac nubi cdy déu phai thuc hién trong diéu kién vo tring dé tranh
nhiém khuén.
- Ma@i trvong vadung cu nudi cay phai dwgc khir trung
- Duy tri cac diéu kién thuan lgi dé vi sinh vat phat trién

4. Cac phuong phap cay

a. Phuong phap chung clia viéc cay chuyén

Hinh 11: Phuong phap cdy chuyén moi triedng 16ng sang méi truong long
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Dan nhan ghi: tén giéng vi sinh vat + ngdy ciy

Mot tay cam 2 6ng nghiém: mot dng gidng va 1 6ng moi trudng

Tay con lai cam que cay vadot do day cdy trén ngon lira dén con dé khir triing
Dung ngén Gt vangon &p Gt rdt nt béng cia éng gidng ra.

Ho néng khir tring miéng 6ng nghiém

Doi que cdy ngudi, dua que cdy vao dng nghiém ldy khuan lac trong 6ng gibng.
RUt que iy ra vatién hanh ciy chuyén trong dng moéi trudng

Khir trOng lai phan khong khi noi miéng 6ng nghiém roi ddy nat bong.

Khtr trng lai que cdy sau khi sir dung xong

CHUY:

Néu éng gidng 1 canh truong thi ding pipet hit canh trudong thay cho que cdy.
Thao téc khir tring dng hut bat dau tir dau nho éng hit sau khi dd théo gidy bao
goi.
Sau khi st dung, cim 6ng hut vao con 70% dé khir tring
b/ Phuong phéap cdy trén thach nghiéng
Phuong phép nay dé ciy chuyén cac vi sinh vat hiéu khi:
Sir dung que cdy vong tién hanh céc thao téc theo ding trinh ty d& néu trén
Thuc hién viéc cay giéng vao 6ng thach nghiéng bang cac thao tac tiép theo:
« Hoagidng & dau que cay vao giot nude & day dng nghiém
» Nhe nhang luét que ciy trén mit thach theo céc kiéu: hinh chir chi, vong
X0an, vach ngang song song
c. Phuong phép cdy trén thach ding: dung dé cay vi sinh vat ky khi
Str dung que cay hinh kim.
Sau khi 14y sinh khéi, dung que cdy ndy dam sau vao khdi thach. Pam sat day
dng nghiém va dam thanh 3 duong: 1 dudng giira va 2 duong sat thanh ong.
Puong cdy phai thing, nhe nhang dé khong gy niit, vé moi trudong
d. Phuwong phap cay trén dia petri

+ DUng que cdy vong
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Hinh 12: Phuong phap cdy chuyén tlr moi treong 1dng sang mai truong thach

- Dé dia petri |&n ban

- Dung que ciy lay sinh khdi vi sinh vat

- M¢ hé nip dia petri dit dé cho que cdy vao

- Nhe nhang va nhanh chéng luét que cdy 18n mat thach theo 1 trong céc kiéu sau
e Theo hinh chir chi trén toan bo mat thach
e Theo nhitng duong song song
e Theo 4 hinh chit chi 4 goc
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Hinh 13: K&t qua sau khi cay
4+ Dung pipet: dung dé dinh lugng vi sinh vat. C6 2 cach thuc hién:
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- Cé&hl:
e Tron dich cdy vao thach bing cach hat 0,1 ml dich nghién ctu cho vao
éng nghiém c6 moi trudng thach & nhiét do 50°C
» Pay nit bong lai, lic nhe cho vi sinh vat phan phdi déu trong méi truong
e Db thach nay vao dia petri da khir triing
« Xoay tron dia dé thach phan bd déu mat dia
e D¢ yén cho mdi truong dong dac vau o nhiét d6 thich hop
- Cach2:
e HUt 0,1 ml dich can nghién ciru cho vao dia petri c6 moi truong dic
« Dung quetrang trai déu khap mat dia
« U ¢ nhiét do vathoi gian thich hop
e. Két qua clia viéc nubi cay
Sau khi nuéi cy ¢ nhiét do va thoi gian thich hop cho mdi loai vi sinh vat ta
thiy:
- Trong mdi truong 1ong: vi khuan phat trién s& lam duc méi truong
- Trong mdi trudng ran & thach nghiéng:
« Nam men, vi khuan phat trién s& tao nhitng vét n6i thach trong hay tring
duc
« Nam méc s& tao nén nhirng soi manh tir vét ciy
6. BAO QUAN CHUNG VI SINH VAT THUAN KHIET
1. Nguyén tac
- Pam bao tbt cac dicu kién trong qua trinh bao quan dé khong lam thay doi
pham chat ban dau cua gidng.
- Lam cham qué trinh trao dbi chat va hd hap & vi sinh vat dong thoi ngan can
guatrinh sinh san cua ching
2. Céac phuong phap bao quan
a. Phuwong phap cay chuyén dinh ky trén méi truong moi
Phuong phap nay ap dung dé bao quan tat ca cac loai vi sinh vt
- Vi ndm men, vi khuan: cdy chuyén sau 1 — 2 thang
- V6indm mdce: ciy chuyén sau 3 — 6 thang
Thoi gian giita 2 14n cdy c0 thé kéo dai hon néu sau khi cdy vi sinh vat ta bao quan &

nhiét do thap (3 — 5°C)
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- Uu diém: phuwong phap nay don gian, dé 1am, thoi gian bao qua khong 1au
- Nhuoge diém: Tén moi truong, cong strc, thoi gian. Phim chit ban dau cua
gidng c6 thé b thay d6i do nhidu nguyén nhan kho xac dinh cu thé trong qua trinh cay
chuyén.
b. Phuong phap gilr giéng trén dat, cat, hat
4 Trén déat, cat: bao quan bdo tir tiém sinh (b&o ta vo tinh) va thoi gian bao
quan 1a mot hodc nhidu nam
Céch b4o quan:
- Dat, cat dem ray dé lay hat ¢éu va ngdm trong HCI hay trong H,SO, dam dic 8
— 12 h d loai bo céc acid hiru co trong cat
- Rua k¥ dudi voi nudce cho dén khi pH trung tinh
- Siy kho vagiir ¢ diéu kién vo tring.
- D6 day cat vao dng nghiém chira vi sinh vat phat trién trén méi truong thach va
ldc that déu.
- ROt toan bo cat vavi sinh vat vao mot dng nghiém khac
- Han kin miéng 6ng nghiém ndy s3 giit dugc rat lau.
4 Trén hat: bao quan cac ching c6 dang soi dang sinh bao tir hoic khong.
Thoi gian bao quan c6 thé dat 1 ndm
Céch bao quan:
- Hatngii cde duge rira sach
- N4u cho hat vira nit, dé rdo nudce
- Cho c&c hat ngii coc vao cac dng nghiém.
- Phu trén mat cac hat ndy mot 16p bong thAm nudc nau hat ngii cde
- Céy gibng vi sinh vt trén |6p bong cho moc that day
- Gitt & nhiét d¢ 15 — 20°C.
c. Phuwong phap dong kho
- Phuong phap nay lam cho té b&o mat nudc ¢ trang thai ty do. Pong thoi 1am
giam, tham chi ngimg han qua trinh phan chia cia vi sinh vat. Nho d6 ching
chiu duge nhiéu tac dong cua ngoai canh
- Phuong phéap nay dung nhiéu trong san xuat, thoi gian bao quéan 1én téi vai chuc

nam
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CAU HOI VA BAI TAP
1. Néu tom tit cac nguyén tic va phuong phap chung dé phan lap vi sinh vét dang
thuan khiét
2. Néu va phan tich diéu kién chinh cta qua trinh nuéi ciy vi sinh vat?

3. Thuc hanh viéc cay chuyén tir cic 6ng giong c6 san sang cac moi truong
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BAI SO 5: NGHIEN CUU MOT SO BAC PIEM SINH HOC CUA VI
SINH VAT TREN KiNH HIEN VI
|. MUC DICH - YEU CAU
1. Kién thirc ly thuyét
- Dic diém sinh hoc cta cac nhoém vi khuén, xa khuan, ndm mdc, nAm men.
- Y nghia cta viéc nghién ciru cac dic diém sinh hoc ctia cidc nhom vi sinh vat
- Céc dac diém sinh hoc dic trung ctia moi nhom vi sinh vat
2. Ky nang thuc hanh
- K¥ ning st dung kinh hién vi quang hoc
- K¥ nang lam tiéu ban tam thoi, tiéu ban cb dinh.
- Ky nang nhuém mau céc tiéu ban
- K¥ ning quan sat cac dic diém sinh hoc cta vi sinh vat trén kinh hién vi quang
hoc
I1. HOA CHAT - NGUYEN LIEU - DUNG CU
1. Khai niém thudc nhudm
- Thudc nhudém 1a hop chat hoa hoc ding dé nhuém mau
- Cin c vao tinh chat hoa 1y, chia 1am 2 loai thuéc nhuom chinh:
e Thudc nhuém kiém 1a thudc nhuém trong d6 gbc kiém co kha ning
nhudm mau, ching két hop chat ché véi phan nhan té bao.
Vi du: thudc nhuém tim gentian, fuchsin kiém, safranin
e Thudc nhudém acid 1a thuéc nhuém ma gdec kiém co kha ning két hop
chit ch& véi cac thanh phan té bao chat
Trong nghién ctru vi sinh vat, nguoi ta sir dung chii yéu 1a thudc nhuom kiém vi té
bdo cua chung bat mau rat tot v6i loai thude nhudém ndy
2. Mot s6 loai thu6c thudém duwoc str dung
+ Thudc nhudm Fuchsin:
i} {Ruf(_)'u ethylic 96°: 10 ml

Fuchsin kiém: 0,39
2/ Phenol: 59
Nudc cit: 95 ml

Tron dung dich 1 vadung dich 2 lai rdi pha lodng 5 lan

32



+ Xanh Methylen 0,001%
Xanh methylen: 0,19

Nudc cit: 1000ml
4+ Xanh Methylen Loeffler
Ruou ethylic: 300ml

Xanh methylen: 209

Hoa tan hdn hop trén rdi loc trong (1)

Dich loc (1) 30ml
KOH 1%: 1ml
Nudce cit: 1000m

4 Dung dich lactophenol
Phenol két tinh: ~ 10g

Acid lactic: 10g
Glycerin: 209
Nudc cit: 10ml

4+ Timgentian

- Cong thuec:
v Gentian violet: 19
{Ruqu ethylic 96 10ml
2/ (Phenol tinh khiét 59
{Nuéc ct 100ml
- Céch phaché:

 Dung diia thuy tinh khudy cho tan hét gentian violet trong ruou

e Tron 2 dung dich (1) va(2) rdi loc trong

« Pé dich loc trong lo mau
- Ghi chi: Hda mdt phan con véi thude nhudém cho tan hét rdi cho acid vao, lic

déu. Tiép tuc thém con cho dén khi mat hét vang kim loai trén mit
+ Dung dich lugol
- Cong thuce: (lodtinhthé : 1g
Kl: 29

Nudc cat: 300 ml
- Céch phaché:

33



Hoa K| vao trong 5ml nudc cit cho tan hét rdi cho iod tinh thé vao
B sung du 300ml nude sau khi iod tan hét

4 COn 95%
4 Aceton
3. Nguyeén liéu
- Ong thach nghiéng ciy céac loa vi sinh vt sau:

e Bacillus subtilis, Sarcina lutea

e Penicillumitalicum, Aspergillus niger

e Sreptomyces grisea

e Saccharomyces cerevisiae
- Mai truong Hansen nudi ciy nAm men Saccharomyces cerevisiae
- M@i truong cao thit — pepton dich thé cay E.Coli.
- Nudc cét vo tring
4. Dung cu
- Lame, lamelle
- Que ciy, dén con
- Giy loc
- Bocan, cau thiy tinh
- Binhtia
- Tam tre vo trung
- Kinh hién vi, dau soi

I1l.  LAM TIEU BAN TAM THOI
1. Céac dac diém cua tiéu ban tam thoi
- Thao t&c |am tiéu ban don gian, tién hanh nhanh.
- Quan sat duoc cac trang thai sdng cua té bao nhu: s chuyén dong cua tién mao,
su sinh san, su hinh thanh bao tu.

- Chi sir dung mot 1an rdi bo di
2. Céach lay giong vi sinh vat dé lam tiéu ban
- D6t dén con 1én
- Mot tay cam 6ng nghiém chira vi sinh vat
- Tay con lai cam que cdy dé khir triing

- Kéo nit bong rakhoi ng nghiém va khir triing miéng ong nghiém
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- Pua que ciy vao |y sinh khbi vi sinh vat.
- R0t que Gy ra, khir tring miéng 6ng nghiém
- Puagiot moi truong (hodc sinh khdi) vi sinh vat & dau que ciy dit vao giira
lame dé 1am vét boi
- Khu tring lai que ciy
3. Cach lam tiéu ban giot ép
- Dung que ciy lay gidng vi sinh vat dé 1am vét boi
- Dat lamelle 1én giot canh truong, tranh tao bot khi
- Quan sét trén kinh hién vi
- Chay:
« Néu giot dich qua nhiéu, trdn rangoai lamelle thi duing gidy tham bot nudc di
 Néu can quan sat lau thi dung vaselin béi quanh mép lamelle dé giot dich khoi
bi kho.
4. Céach lam tiéu ban tam thoi c6 nhudm mau
a. Nguyén tac
Phuong phép nay sir dung thuéc nhudém khong hodc it doc dbi voi vi sinh vat va
duoc pha loang ¢ néng d6 dam bao cho vi sinh vat van séng va hoat dong sau khi
nhuém mau
b. Céach nhudm: C6 2 cach nhuom vi khuan sdng:
+ Céch1:
- Nho 1 giot thuéc nhuom xanh methylen 0,001% 1én lame
- Nho 1 giot canh truong vi sinh vat véi thuéc nhudm
- Day lamelle
- Quan sét tiéu ban ¢ vat kinh X10 va X40
4+ Cach?2
- Nho 1 giot thudc nhuém xanh methylen 0,001% 1én lame
- Dung que ciy dan déu thanh 1 ving nho rdi dé kho ty nhién.
- Nho 1 giot dich vi khuan 1én ving mau d& khd
- Quan sét tiéu ban vai vat kinh X10 va X40
IV.LAM TIEU BAN CO PINH

1. Céac dac diém cua tiéu ban co dinh
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Quan sét tiéu ban c¢d dinh 14 mot phuong phap pho bién trong nghién ctru vi
sinh vat hoc vi n6 ¢6 uu diém sau:
- Tuy thao tac phirc tap nhung tiéu ban c6 méu séic dep, giit duoc lau
- Cho phép ta quan sét rd rang hinh dang va ciu tao cua té bdo, dé dang dém sb
lugng vi sinh vat.
- Khéng so lay nhiém khi 1am viéc véi vi sinh vat gay bénh.
2. Céac buoc tién hanh tiéu ban cd dinh
a. Lam vét boi
- Chon lame sach vakhd
- Lay sinh khdi vi sinh vat cho vao gitta lame.
- DPé vét boi kho tu nhién trong khéng khi
- Chay:
» Luong vi sinh vt 1ay vira phai
« Vét boi tron gon, that mong
» Céc té bao vi sinh vat duoc dan déu d& quan sat
b. C6 dinh vét boi
- Viéc ¢b dinh vét bdi nhim cac muc dich sau:
 Giét chét vi sinh vat dé chung d& bt mau va an toan khi tiép xuc.
e Gin chit vi sinh vat vao lame dé lac ria khong bi troi mau
- Céc cach ¢b dinh:
% Cb dinh bang nhiét
e Laphuong phap don gian vapho bién nhat
« Dung kep g hay kep sit dé kep lame
e Ho mat dudi cua lam trén ngon Itra dén con, tranh khong dé qua nong
% Cb dinh bang hoa chét:
e Céch nay tuy phic tap nhung khong gy bién dang té bao, khéng gay
bién d6i cu trac té bao va khong 1am dut cac tién mao.
» Dung céc hda chét 1a rugu va aceton dé cb dinh vét boi
 Céchch dinh:
> Nhang vét boi vao ruou. Voi ruou ethylic ngdm 5 — 15 phut, con
véi rugu methylic ngdm 2 — 5 pht.

> Ngam vét boi vao dung dich aceton trong 15 phit
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> Nho vai giot rugu 95% 1én vét bdi. Dot chay va day tat ngay. Lam

nhu vay vai lan roi dé kho

3.

a.

Nhudm mau tiéu ban c6 dinh
Nguyén tac
Sir dung thude nhudém co6 kha ning thim thiu qua mang té bao va két hop véi
céc thanh phan khac nhau caa té bao thanh nhitng hop chat mau dic trung bén
ving.
TUy theo muc dich nghién ciru va kha ning bat mau khéc nhau ciia nhitng thanh
phan t& bao ma chon loai thuéc nhudém va cach nhudém cho phu hop.
C6 2 cach nhuom chinh:
e Nhudém don: Chi diing mét loai thuéc nhudm trén 1 tiéu ban
e Nhuom kép: Dung ddng thoi 2 hay nhiéu loai thubc nhudém trén 1 tiéu
ban
Cach nhudm
Dit tiéu ban 1én cAu thay tinh
Nho vao vét boi vai giot Fuchsin, dé yén 1 — 2 phuit.
Rira vét bdi bang cach nghiéng lame, ding binh tia xit nuéc cho chay nhe qua
vét boi cho dén khi khéng cOn mau nira.
Dung gidy thim khé tiéu ban hoic ho nhe tiéu ban trén dén con.
Quan sét tiéu ban & vat kinh X40 va X100 ding dau soi

V. QUAN SAT BAC BPIEM SINH HOC CUA CAC NHOM VI SINH VAT

1.

a.

Quan sat cac dac diém sinh hoc ctia vi khuan (Bacteria)

Céc dac tring sinh hoc can quan sat & vi khuan

Céc kiéu hinh dang cua té bdo

Céc kiéu lién két gitra cac té bao

Kha nang di dong

Kha nang hinh thanh bao tir

Nhuém Gram

Cach quan sat

Quan sat & cau khuan

Lam tiéu ban giot ép voi dng thach nghiéng ciy vi khuan Sarcina lutea.

Quan sét c&c tiéu ban trén kinh hién vi voi vat kinh X40
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- Yéu cau:
V& hinh dang té bao, c&c kiéu lién két giita cac té bao
» Nhan xét vé su chuyén dong cua té bao
4+ Quan sat 0 truc khuan
- Lamtiéu ban giot ép v6i vi khuan E.Coli trong méi truong dich thé (1)
- Lam tiéu ban nhudém don véi vi khuin Bacillus subtilis nudi cdy trong thach
nghiéng (2)
- Yéucau:
» Tiéuban 1: quan sat ¢ vat kinh X40. V& hinh, nhan dang su chuyén dong
cua té bao.
 Tiéuban 2: quan sat & vat kinh X40 va X100 bang dau soi
« V& hinh va nhan xét vé hinh dang té bao; hinh dang, s6 luong va vi tri
clia bao tir trong té bao
4 Quan sat & xo&n khuén
- Lam tiéu ban ¢ dinh nhuém mau véi bua ring dé quan sat vi khudn Vibrio,
Spoirochae, Spirillum.
- Chay: dung tim ldy bya rang 1am vét boi
- LAy bua ring vira phai, dan déu méi quan sat dugc
- Quan st ¢ vat kinh X40 va X100 bang dau soi

- V& hinh cé&c dang xodn khac nhau cta vi khudn (xodn tir 1 vong dén nhiéu

vong)
coccus diplococcus
streptococcus tetrad
sarcina
staphylococcus
a)

Hinh 13: C&c hinh dang chinh clia vi khuan
a) ciu khuan
b) truc khuan
¢) phay khuan hay xoan khuin
2. Quan sat dac diém sinh hoc cla xa khuan (Actinomycetes)
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. Céc dac diém sinh hoc dac trrng can quan sat
Hinh dang bao tir
Dic diém cudng sinh bdo tir
Phuong thire hinh thanh chudi bao tir
. Céach quan sat
Lam tiéu ban giot ép vdi Sreptomyces grisea trén thach nghiéng (khi 1am tiéu
ban ndy phai ding que ciy dau nhon dim khuan ty xa khuén trong giot nudc va
téch roi c&c soi, sau d6 day lamelle roi quan sat)
Lam tiéu ban nhuém don véi xa khuan trén
Yéu cau: Quan sat tiéu ban & vat kinh X10 va X40. V& hinh va nhan xét hinh
dang chung cua xa khuan.
Lam tiéu ban quan sat cudng sinh bao tir:
» Céy xa khuan vao méi truong trén dia petri
« Dung lamelle cim vao bé mit thach nghiéng mot goc 45°.
e Day dia petri thich hop vau ¢ nhiét do thich hop
 Sau d6 liy lamelle ra, ddy 1én lame va quan sét
Lam tiéu ban quan sat bao tir
« Dung lame 4n nhe 1&n mit thach d& c6 xa khuan moc
» Quan sét trén kinh hién vi véi vat kinh X100
« V& hinh vanhan xét vé cudng sinh bao tir va bao tir xa khuan
. Quan sat dac diém sinh hoc ctia ndm moc (Molds)
. Céc dac diém sinh hoc dac trwng can quan sat
Pic diém cua soi ndm: mau Sic, co vach ngin hay khong?
Pic diém cia co quan sinh san: hinh dang, cach sip xép cac bo phan cia co
guan sinh san.
Hinh dang, cu tao, cach Sip xép cta bao tir
. Céach quan st
Lam tiéu ban nAm mdc khéng nhuém mau
e Nho 1 giot lactophenol 1én lame
« Dung que ciy lay khuan lac nAm Penicillum hodc Aspergillus niger va
dan mong
e Day lamelle vaquan sa ¢ vat kinh X10 va X40
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V& hinh vanhan xét chung hinh dang cta soi nam; vi tri, hinh dang, cach sap xép
chung ciia bao tir, thé binh, Cuéng thé binh, Cuéng bao tir dinh cta 2 loai nAm mdc trén
- Lam tiéu ban ndm mdc nhudm mau:
e Nho 1 giot dung dich xanh cotton 1én lame
e Ly 1 it soi ndm dan déu trén lame
e Day lamelle vaquan sa ¢ vat kinh X40
e V& hinh ciu tao soi1 ndm va co quan sinh san
4. Quan sat dac diém sinh hoc clia ndm men (Yeasts)
a. Nhirng dac diém sinh hoc can quan sat
- Hinh tha, kich thudc té bao nAim men
- Su nay chdi ciia nAm men
- Hinh dang, s6 lwong bao tir trong 1 tai bao tir
b. Cach quan sat
- Lam tiéu ban nhuém don ndm men cdy trong moi trudng xanh methylen Loffler
Yéu cau:
e Quan sét kinh hién vi & vat kinh X40 va X100

V& hinh ch thich mang té bao chat, khong bao cia té bao

VI. PHUONG PHAP NHUOM GRAM

1. Héa chat — nguyén liéu - dung cu

a. Hoa chat — Nguyén liéu

4 Hoa chat

- Cécloai thudc nhuom

- Nudc mubi sinh 1y: dung dich NaCl 0,85%

+ Nguyén liéu

- Céc 6ng thach nghiéng nudi cay cac giong vi sinh vat: B.subtilis, E.Coli.

b. Dungcu

- Ong nghiém dung nudc cat vo triing

- Lame, lamelle

- Que cay, dén con, diém quet

Binh dung nudc rira tiéu ban

Chau thuy tinh
Cbc thuy tinh, cau thiy tinh
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- Kinh hién vi, dau soi kinh

- Giéy loc, kep st

2. Nguyén tac nhudm gram

Dua trén kha ning bat mau cua té bao chat vamang té bao voi thude nhudm tim két

tinh vaiod ma hinh thanh nén hai loai phtrc chat khac nhau

- Loai phirc chat thtr nhat van giit nguyén mau cia thudc nhudém nén khéng bi

rira troi khi xir Iy bang con. Vi sinh vat ¢6 phuc chit ndy 1avi khuan gram duong.

- Loai phirc chat thir hai khong gitt dwge mau cia thude nhudém nén mat mau khi

xu 1y bang con va bit mau cua thudc nhudm bo sung. Vi sinh vat co phic chit ndy

thudc loai gram am.

3. CA&c budc tién hanh

- Lamtiéu ban

lame).

DUng que iy lay nudc vo tring dé 1am 3 vét boi trén lame (hai dau va giira

DUng que cay lay mot chut sinh khéi 1am vét boi theo thi tu sau:
> Béntréd lamelaB.subtilis

> Bén phai lame 1a E.Coli

> O gitra lame 124 B.subtilis tron 1an vé6i E.Coli

Pé kho vét bdi trong khdng khi hodc ¢b dinh nhe trén dén con.

- Nhudm tiéu ban:

Dit 3 miéng gidy loc 18n 3 vét boi

Nhudm tiéu ban bang thudc nhuom tim két tinh qua gidy loc trong 1 phiit.
Nhuom lugol trong 1 phut

Rtra nugce

Tay con trong 30 gidy, dé nghiéng tiéu ban, nho tir tir ting giot cdn cho dén

khi tan hét mau

Rtra nugc
Nhuom b sung Fuchsin hoic safranin tir 10 — 30 gidy
Rtra nudc

Lam kho va soi tiéu ban véi vat kinh dau

- Két qua:

e V6i vét bdi cta B.subtilis mau tim — gram duong
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 Vét boi tron B.subtilis+ E.Coli ¢4 mau hong 1dn mau tim

e V&t bdi cua E.Coli mau hong - gram am

ik Gram Staining
W Bacteria
/// ﬂ lodine

= Mwhw

/ @ Safranin
Gram + Gram-/ C_ A% e ) /
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Hinh 14: Cac buwédc nhubém gram

7

r

-

y o

Hinh 15: Két qua sau khi nhudém gram

CAU HOI VA BAI TAP
1) Thyc hanh 1am tiéu ban giot ép d6i voi vi khuan E.Coli. V& hinh va chu thich cac
dic diém quan sat dugc.
2) Thyc hanh 1am tiéu ban nhuém don véi vi khuan B.subtilis, vi khuan bya ring. V&

hinh va chu thich c&c diac diém quan sat duoc
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3) Lam tiéu ban nhuo¢m mau A.niger. V& hinh va chu thich cac co quan mang bao tur
Cua chung

4) Trinh bay nguyén tic vay nghia ctia viéc nhuém kép.

5) Néu tén céc loai thuéc nhudm sir dung trong nhudém gram

6) Trinh bdy cia nguyén tic nhuém gram

7) TOm tat phuong phap nhuém gram. V& hinh, chi thich két qua nhuém gram



