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Các tác giả
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CHƯƠNG I 

MỘT SỐ CHỈ DẪN CHUNG

A. MỤC TIÊU

-  G i ứ i  t h i ệ u  c h o  s i n h  v i ê n  n hữ ĩ ie  n g u y ê n  tác  c ơ  b à n  k h i  t i ến  h à n h  t h ự c  h i ệ n  

Ihí nghiệm tại phòng thí nghiệm v s v .

S in h  v i ê n  c ầ n :

-  Biêì chuẩn bị các vạt liệu. duii>z cu tronụ ihưc hành v s v .. . . .

-  Nắm đưưc nguyên tác và cách sử dụng các dựng cụ, trang thiết bị cùa 
phòng thí nghiệm v s v  trong thực hành v s v .

-  Nám được nguyên tắc và cách tiến hành các phương pháp vô trùng khi làm 
thí nghiệm trong phòng thí nịỉhiệm v s v .

B. NỘI DUNG

I.  Q U Y  Đ Ị N H  T R O N G  K H I  T H Ụ C  H À N H  V I  S I N H  V Ậ T  H Ọ C

1. Tuyệt đối không: nói chuyện, hút thuốc, ăn uống, trang điểm trong phòng 
thí nghiệm. Đầu tóc phải buộc gon gàng, tránh lây nhiễm sang các thí nghiệm và 
iránli gây cháy.

2. Cần mặc áo khoác blu khi làm thí nghiệm v s v  để tránh dây v s v ,  hoá chất 
v à  t h u ố c  n h u ộ m  v à o  q u ầ n  á o .  Tỏt  Iiliàt, c á c  á o  k h o á c  n à y  p h ả i  đ ư ợ c  g i ặ t  v à  k h ử  

trùng sau khi làm thí nghiệm v s v .

3.  C ẩ n  th u  d ọ n ,  l a u  s ạ c h  sẽ  bàn làiii  v i ệ c  irước v à  s a u  k h i  l à m  v i ệ c .  L a u  m ặ t  

h à n  b à i ig  c á c  c h ấ t  k h ử  tr ù n g  nhir 5 ' í p l i e n o l  h o ặ c  1% c l o r a m i n  h a y  c ố n  7 0 % .

4. Cán đeo găng tay cao su kíii l-un việc với các chất Iihuộm màu, máu và các 

sán phẩm máu (ví dụ: dịch hiiycì tiKTiig, huyết thanh, kháng huyết thanh hoặc máu).

5. Khi phài dùng đến pịpei hút (lịch v s v ,  phái dùng ống bóp chuyên dụng để
húl dịch nghiên cứu, khòiig clươc liút băng miệng.

6. Các thí nghiệm có các hóa chàt dòc hại hoặc khi cđn đun nóng dế nhuộm tế
hà(ì phái tiến hành trong các tủ liút khí clôc

7. Không được dcin theo bất cứ loai hóa châì và v s v  Iiào từ phòng thí nghiệm
cíi Iiơi khác sau khi rừi phòng làm việc







-  CYíc d ụ n g  c ụ  k h á c :  B ì n h  đ ự n g  nirức c ó  v ò i  p h u n ,  ố n g  I i í ỉh iện i ,  (.ĩìa P c t n  ( h ộ p  

l ổ n g ) ,  b ì n h  c ầ u ,  b ì n h  n ó n  ( b ì n h  t a m  g i á c ) ,  q u e  c ấ y  ( c ó  t h ể  s ứ  dụi i i :  q i i c  c à y  v ò n g ,  

que cấy móc hoặc que cấy hình kim), quc trang (quc ízạt) báim thuý tinli, bóim, 
dầu bách hưcmg (dầu set) hoiẶc dầu khoáng (inineral oil), giây hoặc niúy đo pH,... 
là nhữiig thứ cần thiết cho tất cà các bài thực hành v s v .

2.3. Các hoá chất, các loại thuốc nhuộm, mòi trường: Danh lục và cách pha chò 
các hoá chất, thuốc nhuộm và mòi trường cho từng bài thí nghiệm dược trình bàv 
cụ thổ ờ phần phụ lục của từng bài.

III. KÍNH HIỂN VI QUANG HỌC VÀ CÁCH s ử  DỤNG
Vì v s v  quá nhỏ bé, không thể thấy bằng mắt thường nên đế quan sát dưỢc 

chúng người ta sử dụng nhiều loại KHV khác nhau, ở  đây chi xin giới thiệu sơ bù 
về KHV quang học được dùng cho các bài thực hành v s v  này. Cấu trúc và cacli 
sử các loại KHV khác (KHV đối pha, KHV nền đen, KHV huỳnh quang, Kl i V 
giao thoa và KHV điện tử) có thê tham khảo ờ giáo trình “Vi Sinh Vật học” của 
Nguyễn Thành Đạt (2005); “Microbiology, 6 edition' của John Prescot Harley (2()()7).

3.1. Cấu tạo: KHV q u a n g  học gồm có giá kính và hộ t h ô n g  q u a n g  học. Giá k ín l i  

gồm chân kính, trụ mang ống kính, bàn kính, ống kính, các ốc điều chinh sa c ấp 
(ô'c thô) và thứ cấp (ốc tinh). Hệ thống quang học gồm thị kính, vật kính, tụ quiing 
kính, hệ thống đèn chiếu sáng hoặc gưcmg phản quang (hình 1.5).

Nguồn ánh sáng (thưòmg là 450nm) và tụ quang kính nằm phía dưới bàn kính. 

Ánh sáng từ nguồn sáng được hội tụ nhờ tụ quang kính thành chùm xuyên qua lổ bàii 
kính đến tiêu bản đặt trên bàn kính, các thấu kính rồi đến mắt Iigười quan sát (hình 1.2) 
Tụ quang kính thường có  màn chắn sáng, dùng để điều chỉnh cường độ sáng.

£c

5ơ-
«f5->
c'ÍC
c
I

Vật kính

I l ỉ T
Thị kính

Ánh sáng
Mâu vật

Mắt người 
quan sát

Hlnh ảnh vật qua vật kinh

Hình 1.2. Hình ảnh của mẫu vật được phóng đại dưới kính hiển vi quang học
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K h i  á n h  s á n g  đi  q u a  c i ic vàt cliãi k h á c  n h a u  í i tu iy  ( in h,  k h ô n g  k h í . . . )  s ẽ  bị  k h ú c  

x a .  g o i  là h i ệ n  tư ợ im  tán xa.  Đ õ  láíi x a  là k h á  n ă n e  CIKI vật  c h á i  l à m  á n h  s á n g  bị  

k ln ic  xa.  K h á  n à n g  lán xa c u a  ciic chat  k h á c  Iihaii là k h á c  n h a u .  T r o n g  K H V ,  kh i  

iinli s á n g  x u y ê n  q u a  l i ê u  han  là ỉ h u \  liiìlì d c  (ti d c n  vài k í n h ,  á n h  s á n g  s ẽ  hị  tán  x ạ  

bơi  k l i o â n g  k h ô n g  k h í  2Ìữa vát kinli  và tiôu h à n .  Sư tán x a  n à y  l à m  c h o  h ì n h  á n h  vật  

t l ic bị  m é o  đi  ít h a y  n h i ề u  phu th u ỏ c  \ à o  d ộ  plii>ng dại  c ứ a  vậ l  k ính .  Đ ộ  lán  x ạ  c ủ a  

k ín h  n h ó  k hi  ta s ử  d ụ n g  c á c  \"Â\ kínlì c ó  b ộ i  c i á c  n h ỏ  hơn x 4 0 ,  n h i m g  lớ n  hơn rất 

Iihicu khi sỉr dụng các vật kíiìh bôi iziác lớĩi (kni Ikíiì x40),  dẫn đcĩ ì  hình ảnh các vật 

l l ìè  s c  niờ .  V ì  th ế ,  g i ả i  p h á p  c h o  vàn dé  n à y  là n h ỏ  c á c  GÌọl d ầ u  l ê n  t i êu  b á n .  D ầ u  c ó  

( l ò  k h ú c  x a  á n h  s ấ n g  gai ì  g iỏ ì ìu  vói  t h ủ y  t inh nỏn  ánh s á n g  đ ư ợ c  h ộ i  tụ,  k h ô n g  bị  

k h i ì c  x ạ  n h i c u  t r o n g  k h o à n u  k h õ n g  khí  g i ữ a  vậ i  kính  và t i êu  b ả n  ( h ì n h  1 .3) .

Vặt kính

/
(1

Tiêu bản Không khi

\

\
■ị— Giọt dấ-Giọt  dầu

Lá kinh

Hinh 1.3 Ảnh hưởng của giot dấu lẽn chùm ánh sáng đi vào KHV:
Phía bẽn trai là không co giọt dấu. bên phải có giọt dầu

t ) ộ  p h ó n g  đ ạ i  c ủ a  K H V  dirơc h iế u  là k h á  n ă n g  p h ó n g  đ ạ i  k í c h  t h ư ớ c  c ù a  vật  

i h ô  l ẽ n  n lần  n h ờ  c i í c  th â u  kíi ih (vàt k ín h  và  tliỊ k ính) .

' r i i ị  k í n h  t h i r ờ i ig  c ó  hệ  s ỏ  p h o n g  d a i X 10  h o . ic  X 15

( ' á c  vậ l  k ín l i  s ứ  cliinịỊ t i o i iu  K H V  q i ia i i g  l iọt  l l iư o i i g  c ỏ  h ệ  s ò  p h ó i l g  đ ạ i  x 4 ,  

x l o ,  x 4 0 .  x 6 0 ,  x 9 ( ) ,  xK X ).

H ệ  s ố  p h ó n g  đ ạ i  c ủ a  K H  V  q i i a n s  h o c  dirưc tíiili n h ư  sa u :

Hê sò phóng đại ciia kính = liệ  sô phóng đại của vật kính X hệ số phóng  
(ỉại thị kính.

V í  cIịi: TliỊ k í n h  X 15. v;ii k ính  lìi X 1 0 0  thì hộ s ỏ  p h ó n g  đ ạ i  củ;i  K H V  là X 15(X).  

Đ a y  là đ ộ  p h ó n g  clại tốl  nhấl  nià  KHV^ q i i a n c  h o c  c ó  t h ế  đạt  đ ư ợ c ,  ở  đ ộ  p h ó n g  đ ạ i

C.';U) liưii vàt th ế  k h ò n s  c ò n  diKR rõ nét nữa.
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Hinh 1.5. Cấu tạo ngoài của KHV quang học thông thường (Olimpus CH2)

3.3. Cách s ử  clụnịĩ kính hiển vi

Ả n h  thu  d ư ợ c  rõ h a y  k h ô n g  p h ụ  t h u ộ c  v à o  n h i é u  y ế u  t ỏ  t r o n g  d ỏ  c ó  n g u ơ i ì  

s á n g .  N g u ồ n  s á n g  c ó  t h c  là á n h  s á n c  tự n h i ê n  ( d ù n g  g ư t m g  p h á n  x ạ ) ,  h o ặ c  n g u ó n  

á n h  s á n g  đ i ệ n  ( K H V  đ i é n ) .  K h i  d ã  c ó  n g u ồ n  s á n g  tốt c ó  t h ế  x c i n  t i cu  h á n

3.3.1. X em  tiéu bản ở  hệ kính  khò:  là  k h i  q u a n  sát  t i ê u  b á n  c h ỉ  sir d u n g  vẠt k ín h  

c ó  h ệ  s ỏ  p h ó i i g  d;ii <  x 6 0 .

H ạ  t h â p  b à n  k í n h ,  x o a y  m â m  v ậ t  k í n h  v ể  vỊ trí x 4 .  h o ặ c  x i o ,  Đ ặ t  t ièi i  há i i  l én  

b à n  k í n h ,  c h i n l i  v ể  v ị ỉrí  c ầ n  q u a n  s á t  v à  h ạ  t h ấ p  vật  k í n h  c l i o  g á n  sát v à o  t i ê u  b;in 

Q u a n  sát  q u a  thị k í n h  v à  d ù n g  ố c  t h ở  đ c  l ừ  từ  n â n g  vật  k í n h  lèĩ i  c h o  tới k h i  Ii lùn  

t h ấ y  VÙIIÍỈ v s v  c ầ n  q u a n  s á t  trôn t i ê u  b a n .

-  K h i  d ã  x á c  d ị n h  d ư ự c  vị  trí c ầ n  x e m ,  clổi vật  k í n h  s a i m  b ộ i  g i a c  UVii ỊkXii 

( x 4 0 ,  x 6 0 ) ,  s a u  đ ó  đ i ề u  c h i n h  b a i i g  ố c  th ứ  c ấ p  đ ế  th ấ v  rõ h ì n h  á n h  v s v .
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Xem  tieii bàn ò hệ k ính  cláii ịx*Xi, xIOO)

-  Sứ diiiig vật kính ít nliàt x60 (ihườiií: sư diinị; vặl kính x90,  hoặc X 100) tức 

là khi càn đó  phóiii: dại lứii mới cluiiu liẹ kính ilấit. Klii sử dung vậl kính daii, trước 

hci Ị)liai nhỏ một giọt cláii kho.íiii: lon licii b;iii. sau dó (lầu của vật kính phái đưực 
I i luí i ig  c h ì m  v à o  t r o n g  g i ọ t  (iau (lẽ iiiani s ư  lán s;ic c i i a  á n h  s á n s  khi  đi  q u a  p h i ế n  

kíiih -  lá kính dc vào vật kính.

-  Đầu ticn cũng dùng vát kính có bỏi ciác nhỏ dc xác định vị trí cán tìm trẽn 

t iéi i  bán n l i ư  p h ầ n  trèn .  S a u  đ ó  n h o  niól  ” i()l dilii lê i i  l i ê u  b à n .

-  Đổi vật kính sane bội ụiác lớn (x9(). hoặc X 100), nhúng dầu vật kính chìm  

vào giot dău. Khẽ diéii chinh õc vi câp đô tìm thấv hình ánh cua v s v  khi vật kính 
vần chìm trong 2 Ìọt dầu.

Đ ề  t ă n g  h o ặ c  g i á m  c ư ờ n g  đ ỏ  của  á n h  s á n e  đi  v à o  vật  k í n h  c ó  t h ể  đ i ề u  c h i n h  

m à n g  chắn  sáng  trẽn kính tu C|iiaiii> kính.

IV. XỨ LÍ CÁC DỤNG ( Ị! THÍ Ní i HIÊM

4.1. Các dụng cụ thuý tinh

-  C á c  c iụ ng  c ụ  c ò n  m ớ i ;  d e m  dưn s ỏ i  t r o n s  luróc x à  p h ò n g ,  s a u  d ó  rửa s ạ c h  

nliiéu lần bằng nưức, tráng lại báiie nước cát, sau đó dê khò rồi đem sử dụng.

-  C á c  p h i ế n  k í n h ,  lá k í n h  và cá c  d ụ n g  c u  b ẩ n  d ã  q u a  s ử  d ụ n g  c ầ n  đ u n  t r o n s  

nirớc x à  p h ò n g ,  s a u  đ ó  c ọ  s a c h  và Iigârii v à o  h ỏ n  họfp K .C r ^ O ,  v ớ i  H , S 04  ( l O O g

H . S O ^ đ ặ c ,  5 0 g  K , C r Ị O .  và 1 lít nước)  h o ặ c  d u n g  d ị c h  g ồ m  9  p h ầ n  a x i t  SLi lphuric 

clAm đ ặ c  -  1 p h ầ n  d u n g  d ị c h  K . C i  .O ( i i ổ m  2 0 g  K , C i ọ 07  t r o i ig  2 (X)ml  n ư ớ c  c ấ t )  ít 

nl ià ì  2  g i ờ .  S a u  k h i  n g â m  nr;i sạch  h ằ n g  n ư ớ c  đ e m  đ u n  t r o n g  d ị c h  1% s o đ a  

( N a H C O - , ) .  Đ u n  x o n g  rửa s a c h  bãiii; Dirớc. s a u  đ ó  t r á n g  lại  b ằ n g  n ư ớ c  c ấ t  rồi  đ ể  

k h ô  tư n h i ê n  h a y  s ấ y  k h ô  t ions;  tii sây ớ  6 0 T .

4.2. Các dụng cụ bàng kim loại, Iihựa hay gỏ

-  Phải  rửa s ạ c h .

-  C ó  t h ể  k h ử  tr ì in g  b ã n a  p heno l  5 %  ( h o ặ c  c ổ n  7 0 % ) ,  h a y  h â p  ở  n ồ i  á p  l ự c ,  

s a u  (t(S s ấ y  k h ô  tHMig tủ s â v  ờ  5 0  -- 6()”C  h o ặ c  (lô k h ỏ  tự n h i ê n .

V. MÔT SỐ PHƯƠNG PHÁP K H Ứ l  RLJN(Ỉ

5.1. Khừ trùng bằnịi nhiệt

K h a  n ã n g  k h ử  trùntí  c í i a  nh iệt  làt m ạ n h  ( x e m  b a i m  1.1 ) .
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BàỉiỊỉ Ị .L  Khà nătìỊỉ tiệt trùììíi hoìiíỊ sức notìỊĩ ưóĩ

I Vi s inh  vật Tê bào d inh  dưỡng Bào tử

Ị Nấm  men 5 phút ở 50 -  60°c ị 5 phút ở 70 -  80"C

ị Nấm  m ốc 30 phút ở 62°c i 30 phút ở 80“ C

|vi khuẩn I lophútởeo-70°c ỉ 20 - 80 phut ở 121"C
Ị Virusĩ~30 phút ở 60°c hoăc 0,5 -  12 phút ở 121°c 

Prions: 30 p h ú fở  134°c

5.1.ỉ .  K hử  trùng bằng sức nóng ưól
(i) Pl iưoii^  p h á p  diiii só i  ĩ n ủ  IÌÌ'P n oiií^ Iiưó\ : khi đun sõi Ironu nư(Vc 10 -  2() 

pliiit có  thê diệt hết các tè bào dinh dưryiig ciia v s v  kè ca viriil và các hàc' Iir 
k h ó n g  c h ị u  n h i ệ t  c ủ a  n à m .  n i ộ t  s ò  b à o  tư  c u a  vi  k h u â n ,  r i iy  n h i c i i ,  h ĩ ìu  hốt c á c  

tử c h ị u  n h i ệ t  c ù a  vi  k h u ắ n  v à  prio i i  k h ô n g  d i ệ t  d ư ợ c  b ă n u  d i m  s ỏ i .  F*hir«fim p ln á p  

này thưcyiig sir dụng đẽ tiệt Irìing các dụng cụ kim loại (kim tiêm, xi lanh,...), tliức 
ă n  v à  đ ồ  UỐI1ÌZ.

h) Pliiừriiự pliáp kliii’ tríiní^ PdAtơ: Đ a  s ò  c á c  tô b à o  d i n h  d irỡĩ ig  c u a  v s v  lìỊ 

chết khi đun ở nhiột dộ từ 60  -  80 c  trong 15 -  20 phút. Bừi vậy người la có  thố 
khử trùng ờ 60"C trong 30  phút, hav ứ 7 0 ’C troiig 15 phút iioãc H()‘ C trong 10 phúl. 
PhiKtng p h á p  k h ử  t r ù n g  n à y  á p  d ụ n g  c h o  m ô i  IrưcTiig c ó  c h ứ a  c á c  c h á t  clc hị  h ' iẽ n  

c h ã i  d ư ớ i  t á c  d ộ n g  c i i a  n h i ệ t  đ ộ  ( v í  d ụ:  b ia ,  s ữ a ,  nrơi i  v a n ” , d à n i  ã n . . . ) .

Sữa có thc đưực khử trùng Paxtư theo hai cách: (i) kliứ trùng ở nhiệt độ iliiàp: 
clun nóng sữa ử 63"C trong 30  phút và (ii) khử trùim ớ nhiệt dỏ cao: diiii IIÓIIU sữ;i 
ừ 71.7"C trong 15 giây, hoặc XX,3"C trong 1 giày (pỉiiKíiig pháp khử Iriiii” o 
d ộ  c a o  t r o n g  th ờ i  g i a n  n g á n ) .

C á c h  t i ế n  h à n h :  7 ’r o n g  c õ n g  n g h i ệ p ,  ng irừ i  ta d ư a  v;it l i ệ u  đưi iị :  I ronn  c á c  b' i i ih  

chứa dã vô trùng vào nồi hấp ở 63 c  trong 30 pliút.

T r o n g  d ờ i  s ố n g  h à n g  n g à y ,  c h ú n g  ta c ó  t h è  rót v ậ i  l i ệ u  c ầ n  l l ia i ih  Irùiiỉ: 'Vao  

c á c  d ụ n g  c ụ  s ạ c h  d ã  v ỏ  t r ù n g  b ằ n g  d u n  s õ i  15 p h ú l .  s a u  đ ó  dật  v à o  n ổ i  nirớic ớ  

6 3 " C  -  6 5  c  t r o n g  3 0  p h ú t .

c )  PhiCơnữ, plìÚỊ) khứ trìniiị Txiulciii (PliiùyníỊ phái) ìuíp ” /(/// (loạn)
N t i u y c n  l í  c i i a  phưc í i ig  p l i á p  k h ứ  t r ù n g  T mkUhi là tô b à o  t l i i ih  clirữiiu c i i a  eáu'  vi 

k h u ấ i i  s i n h  b à o  tử  s ẽ  bị c h ế t  s a u  k h i  đ ã  bị  x ử  l í  b ủ i m  pl iưưni:  p h á p  đ u n  s ó i .  c á c  l o à o  

tir c ò n  s ó t  lạ i  d ư ợ c  ú t h è m  m ộ t  th ờ i  í i ian  đ ẽ  c h ú i m  n á v  niầ i i i  t l iành  c á c  tc b à o  di i i ih  

dir ữ i ig ,  s a u  d ó  t i ế p  t ụ c  d u n  s ô i  d c  d i ệ t  c á c  t ê  b à o  d i n h  t l ư ữ n e  vừ;i clirơc Iiiiy ini inii  tir 

c á c  b à o  tử  c h ị u  n h i ệ t  n à y .

IX



( '(J( li ỉ icn IkỉỉiIi : ('liàl can khir lum..’ (hrtK diin íthuòììi: (lùiiu nòi ỉìãp Arnol  

l ìoac  Kt)ck} 2 0  pluil. sau (!ỏ đirov Lhi (> ( ' tiniiL' 24 l .ap l.ii I|uy trình ĩiàv 3

kiii l.i sẽ  c o  nioi  liU()’iii: vo  li ìi ỉ i i’ t’liiionu |Miap IKIV kliõi ig tỉiọ! clưoc các  prioĩi,  

l l m o n i :  c l u i i i :  t l c  k ỉ u i  I I ÍUÌI Ĩ  c á c  ni (M ỉ n i u i i L:  m i o i  C.I' . ơ  I i l ì ử i ì í :  n o i  k h õ i ì i :  c ó  đ i c u  

kicii su cluiì*: noi liâp cao  áp.

ih  K h ư  íỉ ỉifỉ'^ luỉlì'^ ỈIOI luỉỊ) í íỉ<> (ỈỊ> I \lỉỉ^K ỊiiVC ì

Nuun cn íãc m a  pluriviii: pháp klìư tiìiim h.ini: noi cao  áp là sự kct ịuỵp iziữa tác 

clonu CIKI áp lưc \à  nhiệl đô cao clc licii tlicl \ ' S \  (kc cá các nội bào lir chịu nhiệt 

cu,ỉ  \ i  khuaii).  I roiìí: lìòi hãp c a o  Áp. I1101 Iiưonu bi hnìì nỏiìg háiie hơi lìước hào hoà  

khi nhiot clò soi loTi ỈKÍIÌ IÍK)'('. tao ra iip siLti ItVn h(ni so V(ýi áp siiãt khong khí. 

l lìiiòiiu klur ỉiìiim các chài ơ 121 c .  hỉỉni  íronu 15 -  20 phúl. Nlnnm khi khứ liùim 

n iOi luơni! \ớn các chãt lli'i tlìòi Iiian ca!i kco (lai lì(vn dc phaa uiĩra cua vật liệii cùim 

đ.ii (lirợc nhiột clo và áp sual Iiàv. \ ' i  du. khi kliư Imiii: ."ĩ líl mòi triàyng lóim phai kéo 

dai dcii 7 iziờ. F̂ rion bị clìéì khi khư Irìiiii: ơ  I 3 4  ( . 2 viliiì, trong 30 phiìt.

Càu lí úc cua Iiỏi lìãp cai) áp:

Nổi hâp cao áị) c ỏ  nlìicLi mau klìac lìliaii SÍ)!1U \ c  mặt nguyên tiic chúnu được  

lìỉiii hãim kim loại có  câii Irúc hai ìoỴi \ o  tao líiììiili liai khoaim riêng (Hình 1.7).

Phan dá> klioaim imoài là Iiơi chứa nưiyc ( I ) có hộ phận diin nóng dê lạo hơi 

nưoV hão hoà íroiis: nổi (2). Khoanu bẽn lione (3) là nơi dc cấc vậi liệu cán thanh 

ti ÙIIU, có  lỏ tlìỏni: với khoanu ntioài ilc cho hoi nư(Vc liri! thòng giữa hai klìoanu.  

ỉ l ê n  l l i i m e  c ó  izãiì vai i  b á o  hiLMii ( 4 )  clc t l iõu ch in l i  . ip s i iái  k h ỏ i  v ư ự l  q u á  m ứ c  c á n  

thict. Ị Ị̂ìía gàn cláv thìinu có  tzãn ho phàn dưa I1U(ÍC VÌIO (5) và thài nước ra (6) khi 

Caiì llìiẽì. Nổi dươc đậy vù kỉìCKÍ kin b;iim naịi (7) \ớ i  các khóa xung quanỉi đỏi  

\  ứnu íirni: đoi nuM (S).

Hình 1 7 Sơ dố chung của nối hâp cao áp

ì Khu.ing ncỊOíìi chừa nước cùa nói cao ap 
? Bo phãíi đun nóng

:í Klìoíìnq khi rtmng (txli đật các vật liệu cấn khử trùng)

4 Van bao hiểm điếu chình ổn định ấp suât

5 3o phán đưa nước vào nói

ti Bo ph;^i thài nước ra

7 Nap nòi

8 Cac kho.ì fiói đỏi xứng từng đõi một

9 Đòng hố ap íưc

10 Van Xì h(3i nước
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■ Cú( lì s ii '( I i i i i ì ;;

-  Đ ố  n ư ớ c  v à o  n ồ i  c a o  á p  đ ế n  d i ì i m  IIIỨC ÌỊUV ( l ịnh

-  X ế p  vật l i ệ u  c ầ n  k h ứ  tr ì in ỵ  v à o  k h o a i i i :  k h ử  trìi i i i’ ( x c p  n g a y  n t iãn .  c à n  il ;iii,  

k h ỏ n g  q u á  d à y  h o ặ c  (.Ịuá c h ậ t  đ ế  hưi  n ư ớ c  lưu  t h ỏ i i i i  p h à n  b ỏ  dổLi trên c á c  vá t  : iệu  

khứ trùng).

-- Đóng náp nồi hấp, vặn chặt tìnig dòi khoá đối xứng nhau trên nàp nỏi.

-  C ắ m  d i ệ n  n g u ồ n .

-  Đặt áp suất ờ mức cán thiết.

-  Đặt thời íĩian khừ trùní: theo ý muốn nhờ hệ thốníĩ định giờ trên nồi.

-  Bật còna tắc trên nồi cao  áp đ ể  tiên hành khử trùnc.

-  K h i  k i m  d ồ n g  h ổ  á p  k ế  c h í  k h o à n g  0 . 2  atiTi, d ù n g  v a n  x á  h ế t  hứi  nướv; i.'!io 

đ ế n  k h i  k i m  đ ồ n g  h ồ  á p  k ế  tr ờ  v ề  s ô  0  ( d ể  l o ạ i  h ế t  k h ô n g  k h í  c ò n  s ó t  lại  i r o n g  n ó i )

-  Đóng van lại và đira áp suất dến mức cán thiết, uiữ đii thời giiin theo yèii cáu,

-  Khi còi báo thời cian khử trùng kêt thúc, đựi kim đồnỵ hổ áp kê ha xiion :̂: 

sò' ơ  k h o á n g  5 - 7  p h ú t  m ớ i  m ờ  n ồ i  l ấ v  v ậ t  l i ệ u  h ấ p  ra. N ế u  c á n  l à v  ( l ì m g  izàp.  

c h í n h  v a n  x à  đ ế  từ  từ  g i á i  p h ó n s  h ơ i  n ư ứ c .  N ế u  x ả  n h a n h ,  i íp s u à t  t r o n g  n ổ i  s ẽ  d ỏ t  

ngột giám, làrn bật nút và chât long chứa trong các bình (do chênh lệch áp suâi 

t r o n c  n ổ i  vớ i  á p  s u ấ t  c h ấ t  l ỏ n g  t r o n g  c á c  b ì n h  n ú t  k ín ) .

-  R ú t  p h í c h  đ i ệ n  n g u ồ n .

* Liiìi y:

-  C á c h  v ậ n  h à n h  c ó  th ê  c ó  d ô i  c h ỗ  k h á c  n h a u  tư ỳ  v à o  i n ẫ u  c ủ a  h ã n g  s á n  x u à t  

( c đ n  đ ọ c  k ì  h ư í m g  d ẫ n  c ủ a  h ă n g  s ả n  x u ấ t ) .

-  G i ữ a  á p  s u ấ t  v à  n h i ệ t  đ ộ  t ạ o  ra t r o n g  n ổ i  c ó  m ố i  t ư ơ n g  q u a n  n h á t  c i ịnh  

( b à n g  1 . 2 ) .

B ảng 1.2. Q uan hệ giữa áp suất và nh iệ t độ trong nó i hấp cao áp

C h ỉ  s ố  tr ên  
á p  k ế

0 0 .2 0 . 5 0 ,6 0 .7 0 .8 0 . 9 1.0 1.5 2 0 3 .0

N h i ệ t  đ ộ  f C ) 1 0 0 10 5 1 1 0 114 1 1 6 117 1 1 9 121 1 2 7 134 14 5

-  C á c  m ô i  trưòfng v ớ i  đ ộ  p H  t h ấ p  ( <  5 , 0 )  k h i  k h ử  t r ù n g  x o n g  k h ò n g  c ó  kli;t 

n ă n g  t ạ o  g e l ,  c ò n  n ê u  p H  >  8 , 0  s ẽ  d ề  l à m  c a r a m e l  h o á  c á c  l o ạ i  đ ư ờ n g .  B ở i  v ậ y ,  kli i
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cai  C'U: m ỏi  irưcTim c ỏ  pM kiciìì iì.i\ a \ i t  tlìi klii khư !11IỈV-Í pluìi đẽ ơ  p l l  liLing tính.  

chiđíCii chiiih pl ỉ s;iu ktii iiiiH íỉuonuíla khư tniỊ];.!,
Saii khi klìử ưùnịi cán úc moi trườnu vao Ut ain 24 -  4S uiờ dc kiòni lr;i 

i l o  vo  í r ỉ in i ỉ .

5.1.2. PỊiỉúmỉỉ phap khừ  trùỉiị^ bùiìỉ> sức nỏn^ kho

LỈÌ K iì ií  írù ỉi^  Ịyatiiị sứỉ iión<^ i ỉiii Ịì^^ọtị liù ỉ Ỉlỉiươnu l iùns  dcn côn hoac dÒ!ì khí 
Áp clunu đc  khữ n ù n g  quc . Lịuc Irauu. clụiig cụ bãng sat (kẹp.  dao.  

ké<<.. . ) .

/;) Kliíi' ĩi ù/ỉi^ l)ufi(ỉ klìì nóỉiii khó  ĩroỉỉi; ni Aí/V, NiiUVCii lí là (Jùniz khí ỉióng (Ic 

clici Lác Ic bào. Khá lìanu liẹi trùnu cua khí ĩióiìi! kỉỉõ không mạiih bãiiịỉ khí noni: 

ư ó i .  v'i l h ế c ; ' i n  t ìhiột  d ỏ  c a o  h(í'ii \.'ì thời  í ỉ ia n  lâii  l ìnii ĩ i ệ t  trỉmiz b à n u  k h í  n ó n e  ưót .  

I l i ic t  bị tạo khí nóỉiịĩ là lu ^ay. PÌÌUOỈIU pháp nà) díiiie clế tiệt trùnu các vạt liệu 

v à  c l i inu c u  k l i ỏ ,  c h ụ ỉ  n l ì i ệt  ( i l u ỉ \  ỉ in l i ,  s ã í ,  í i i a \  . k l i ỏ n g  s ử  d i u m  clc khir  Irùnu  

chi i t  lo ii ị; .

c Vtch liên hàíih:

- Đạt các dụne cụ cán kliử Irìiii” vào ĨII sãv. 1’rước khi đem khử trùnt: eác  

t lụiií í  c u  ( d ĩ a  P c í r i .  q u e  iranu ,  ỏ n u  i m h i ệ i n . . . )  p l ia i  d i ĩơ c  b o c  h á n u  g i à v  c h ị u  l ì h i ệ í ,  

l ì o a c  clựní; l i o n i i  hỏ[)  k in i  loiii  k ín ,  o n g  i m h i ệ m  d ư ơ c  niii  bãriii  b ỏ n g .

■ Đậl ihời gian và n h i ệ l  dỏ khứ Irìin” íhco V muôn  

K hử trùng trong tú sây tlìườiig ơ 160 -  INírC iroim 2 giờ. Với nhiọt độ  này lài 
ca v s v  deu bị liêu diệt (kc cá bào tu chịu Iihict). Nốu cấii khứ trùng lìhanh các v;)t 
liêii ihi say ở 19(y (7 ~ 2(X)‘’C tioĩie 6 phút đối với vât liộii khòng bao gói và 12 phút 
\ ớ i  v â l  liỘLi b a o  u ó i .

- Sau khi khử trùm: kòí llìúc, (Ic Iiiiuội đèn W) ( ’ niới láv dụiìc cụ ra đc  tránli 

\ ỏ  các clo ihu) tinh do clicnlì Icch nỉiiột dó đot ĩiịỉOt.

5.2. Khứ trùng khỏnịỉ bằiiịĩ nhiẽt

5.2. L  K h ử  trùng  bânỊỊ phẻu  lọc vi khiiấn

( ’a c  c h a t  d é  bị n h i ệ ĩ  đ ò  plìií luiy n h ư  v i ta i ì i in .  h u > e ì  (h a n h ,  k h a i m  s i n h ,  c i i / i n ì ,  

a \ i t  í i t i c l c i c . . .  d ư ợ c  k l ìứ  Irì ing h ã n g  plicii  l o c .  N t i i i y c n  l í  c ủ a  p h iR n m  p h á p  n a y  là 

c.ic v s v  hiki hc! kliõiìL: (li C|iia LÌiíơc. nvAnn lọc có các lổ kích thước nhó hưii ().2um. 

Ilìuh I .S;t là câu !nìc cua họ phcu loc.

Bộ phàn phcu \oc bao eồni bình chứa dịch loc ( I ) và phấn plicu loc hai) goiii  

íjiá đat màng lọc (3), phcti liứim (4) \ à núl cao su í^).
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Bình chứa và phcu loc được nối V('ỉi ntiaii haiii: niỏl kẹp kini l(Kii Moi làit 

cIìiiií: người ĩa tlậl niỏt niàĩìu ioc (2) làm hàiii! xciìlulò/(ì' lìiìv policachíìii.il co t.i*. 

lỏ kích lhư(')V (),45uni (lioiỊc ().2uni) iiiữa liai ho plìân nà\ (Mànu li>c clìi diưii' 

được lììộl líỉii).

Phẻư loc đươc iiiìn với bìnli liứnii clịch cỊua loc \ ỏ  Irìỉim (6) có \ òi (7) Iioi \o \  

bò phận lìiìt chân khỏiiii (XCĨIÌ liìnli I

Khi cán khư trùim lììộl lưỢíiu nho các cliâí Iiiiười ta ciìinu plìỏii loc Sv\iiic\  

[hinh  l.Hb).

M  1 Bm n chửa diCh !oc

2 M ang Ịoc V I  khuẩn

3 G ia  đòt n ia n g  loc

4  B o  phàn phều hLmg 
chát !oc nòi V Ớ I  binh hứng

5 Nut c a o  su

7 VÒI nòi VỞI bò p hận 
h ul ch á n  khong

Xiiaf'h vc <,]

».r-

8  B in h  hưng dich 
q u a  loc

MtUtg !oc V

B inh  chư a h' 
íjua U\

a. Bộ phều lọc hút chán không b, Phẻu lọc Swiney

Hình 1.8. Khử trùng bằng phễu lọc vi khuẩn

Cách ticn hành:

Lắp ráp hộ loc thcc) 

liinh 1,8a. nòi hìiili hứii” với 

t l i iốt  hị  hií l  c l ià i i  k l i ỏ i i g ,  d ổ  

(iịch cáii lọc vào bình chứa,  

m ớ  máy liút clián khỏrm dế 

dịch lọc chiiy xiiốni: bình 

chứa. Đ ậv  bình (iịch đã qua 

lọc băng mìt dã \'ò trìiiiị:.

Hlnh 1.9. Lăp ráp bộ phễu loc
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5.2.2. K hứ  trừns hăníỉ phươìig phap hna lỉíH

Mot so  lìoá chai c ó  kli;i nanu clici \  s \  diiov II cỉiini! cỉc hao qiian \à  kliứ ỉriinu 

c îc Iiuuvẽii vật licu. phòim thí nulikiii \;i lx;iili \1C11. ví tỉụ; cthylcn (>\ii> O/OII, 

c lo i  iỉi. a \ i í  h c n /ô i c .  ulutaraklclìN t. Itk lìi.iklcliN t. I iu lroucn pcròxil . . .

<n ỉ-.ỉlìxlcn ò \ i ỉ  ([•,() hav ị-.lO) la klií tliuiu tk’ kliư trìinu các vâ! liộiỉ nián cám  

\(ýị Iiliicí clo cao hơn 60 C' (Iiliưa. pliiỉiì anh. 1 l̂ lìiKviìu pháp nà\ ihirờĩií: được tiên 
h;u'.h ơ 30 (' “ 60"(' \’ơ[ clộ âiiì cao h(Vii 30'f \;i IIOIIU độ khí là 200 - <sơ() miz// 

íl Iiliãl 3 iziờ. ỈIO có khá Iiãiii: lliãni Siìii \ .u> các loai uiây, vái và các loai 
p í i i n i  a n h  nci ì  h i ệ u  q u a  t iệt  I rùnu  c;u) N h u o v  clici ì ì  c u a  phưcmi:  p h á p  n à v  là E O  ràì 

clc c h á \ .  ihời iZÌ;in khư trìinu lioìi c;íe phưtyni: pháp khác và còn cáii niộí líiai 

k h ư  đ ò c  s a u  k h ử  Irù im .  Tuy  n l i i c n ,  ỉ : ( )  \ a n  đ ư ơ c  s ử  clụni: n h i c i i  trorm t h ự c  tỏ 

(ch iêni 1(V ( íroim sò các  pliươnu plìáp khư Iiìini:). 5()^v các dụng cụ y lê được khử 

tiùnn h;iniz FX).
hì ():ÒN clirơc sư clụiiu ơ C|U\ lììo conu Iiuliicp clõ khứ Irùni: nước, khỏim khí và 

k h u  irù ỉ ìe  hò m ạ t .  O / ô n  c ó  k l ìa  l ìãnu  ( ) \ i  h ó a  hãii  h ẽ l  c á c  v ậ l  l i ệ u  h ĩa i  c ư .  T u y  

nliiêii, (lâv là loai khí đỏc liai và klione hcn \ ữniz. \ I vậy ít dược áp dụnu rộim rãi 
ĩ i o n u  tlnrc l ici ì-

( ) ( ' lo t  iỉi: là chiít tày trãiiíi, chứa 52 5 ^  ( livỊXKlorit nalri, thường dược pha 

loãiii: 10 laiì trước khi sir diiĩig (đẽ diệl M \  í ()h(i( ỈCỈ iiiỉN ĩn h c n  Itlosis pha loãim 2 

l a i i ). Dịclì Iiày c ó  ihc iàm cliêl Iiiza\ cac v s v .  nlìirni: triệi dê nhàt là sau 20  plìLÌI. 

'Ị irv iihicn, niỏl so  loại bào tửcl i ị i i  Iihiệl van có ihẽ sông sót. Clorin cỏ  tính ăn niòn  

n i ạ n l i  c á c  c iụ n g  c ụ  k i n i  l o ạ i  k ê  c a  c á c  ( l i i im c u  là th ó p  k h ô n g  ri.

íiì (Ỉhưaỉ íỉ l í le l i i í  và f(H ỉìiiỉldehiỉ.  t )à \  là Iiliữim chát bay hơi. Glưtaraldehil dãt 

VÌI đoc, còn f()niialclchil CŨIIU độc  cho  tia \'à lii) liap. lìlnrng rc hơn. Nếu khử trùng 

c h i 4 t  ỉ o n i :  I i i â t  k l ì o a n e  1 2  u i ừ ,  c ò n  k h ư  IIÌIIÌU c á c  c l i ; i l  l ã n  c á n  t h ừ i  e i a n  d à i  h ( y n .

í) Orỉho -  plìtlìíỊlalíỉclìiĩ ( O P A ) .  Đ a \  là cli i í l  d ư ợ c  C'ơ q u a n  q u a i ì  l í  d ư ợ c  và  

thụ  c  p h à m  V lỹ  ( F D A )  c h o  p l i ó p  sir t luiiu d ê  k l ìư  Irìiiii: i h ự c  p h à m  và  d ư ợ c  p h à n i .  

( ) P ' A  c ó  k há  n ã i m  d i ệ t  vi  k h i iá i ì  h io  nianl i  l ióii  t i lu l i in ik lch i t  v à  c ó  t l ìc d i ệ t  đ ư ợ c  c á c  

| o ạ  ị hao ur k l i õ i m  m ẫ n  c à n i  V(ifi uhi l iHi ỉ ldc l i i l .  T h ư o n u  cl ìi im cluni: d ị c h  O P A .

Kh-a lãiit: t ic í  l i ù n i i  c ủ a  O P A  n l ian l i  li(rn và k l ì o n u  uà v  cli ứ im  d a ,  n h ư i m  d ã l  hcyiì và  

I.III 1 l á e  p r o t c in  c ú  m à u  n á u .

LÌ ỉlidỉò̂ ĉN ỊH'ỈÕ\ỈỈ ỊỈI.O.Ị i)Ãy là loai chai khứ Irùuu lòt. kliỏng dộc và 
đc lai chãi claii xưát đọc hai sau khi khư Iiunu. niưìnii: dùnu ơ nổĩiii độ 3 ''í .



* LiiH V. K h i  s ử  t lụ nự  h ó a  c h â ì  c ấ n  lư i i  V tới  n ó i i í ỉ  đ ò  t h í c h  hcrp c ủ a  c á c  c h á t  đ o  

d ế  k h ò n c  ả n h  hưỏrng đ ế n  s ứ c  k h o ỏ  c o n  Iitiưừi.  V í  d ụ ,  b ã o  q u à n  Ihírc ân h ã n u  0 , 0 ?  ‘ ( 

a x i t  b e z o i c ,  b á o  q u à n  hạt  g ị ố n s  b à n g  0 .1  % c a n x i h y p o c l o r i t  lir 5  -  10 p lu ì l ,  ÌKIV 1 au  

s à n  n h à ,  c h ổ  l à m  v i ệ c ,  b à n  g h ế  trong p h ò n g  b ằ i i "  d u n g  d ị c h  c l o r a m i i i  0,5 -  3 Vf . 
n ư ớ c  p h e n o l  5 % ,  c ồ n  7 0 %  h o ặ c  c ồ n  7 0 %  k ế t  h ợ p  v ớ i  ! 0 9 (  i z ò p r ỏ p a n o l .

5.3. Khử trùng bàng các tia xạ (Radiation steriii/atioii)

Các tia xạ được dùng dể khử trùim như chùm elcctron (electron beam). !ia X. 

tia gamma, tia cực tím...

T i a  g a m m a  c ó  t ín h  x u y c n  th a u  m ạ n h ,  t h ư ờ n g  đ ư ợ c  s ừ  d ụ n g  k h ử  t r ù n g  c á c  v ậ i  

liệu và dụng cụ y tế. Phương pháp này cần có chất phóna xạ (thườniỉ là Cobal; ■■ 

6 0 )  p h â n  rã l i ê n  t ụ c  đ ê  t ạ o  ra t ia  g a m m a  v à  c ầ i i  đ ư ợ c  đật  v à o  I1(7Ì đ ặ c  b iộ l  đC‘ b>ái) 

đ à m  a n  t o à n  k h i  s ứ  d ụ n g  t ia n à y .

T i a  X  c ó  t ín h  x u y ê n  th ấ u  k é m  h ơ n  t ia  g a m m a  n ê n  c à n  t h ờ i  g i a n  lâu  h a n  d è  

k h ừ  t r ù n g ,  n h i m g  k h ô n g  c ầ n  n ơ i  c h ứ a  v à  đ ư ợ c  s i n h  ra b ơ i  n i á y  phát  t i a  X  c ó  r h è  

k i ê m  s o á t  đ ư ợ c  k h i  c â n  d ù n g .  M ặ c  d ù  t ia X  v à  t ia  g a m n i a  là c á c  tia x ạ .  n h i r i m  c á c  

v ậ t  l i ệ u  s ẽ  k h ô n g  bị  n h i ề m  x ạ  k h i  đirực k h ử  t r ù n g  b a n g  c á c  t ia  n à y .

T i a  u v  ( t ừ  đ è n  tử  n g o ạ i )  c h i  c ó  t h ê  k h ứ  t r ù n g  b e  m ặ t  m ộ t  s ố  c á c  c h ấ t  c ó  ti n h  

xuyên sáng cao. Rất nhiều các vật liệu cho ánh sáim nhìn thấy đi qua C(S ihế hiàp 

thụ tia u \ ' .  ThưÒTìg sử dụng các tia u v  có bước sóng 130 -  400A". Tia IJV 

thườiig được sừ dụng đê vò trùng phòng hoặc buồng thao tik cấy vi sinh vậl, k.hử 

t r ù n g  n ư ớ c .

T r o n g  đ ừ i  s ố n g  h à n g  n g à y ,  c o n  n g ư ờ i  s ử  d ụ n g  á n h  n ắ n g  m ặ t  trời  c ỏ  c h ứ a  c-ác  

tia sóng Iigắn đé tiệt trùng các dụng cụ qia dinh (chăn màn. quần áo, b;ít tĩĩa, ) 

h a y  h ạ t  g i ố n g  (h ạt  n g ô ,  t h ó c  v à  c á c  l o ạ i  h ạ t  k h á c . . .).
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CHƯƠNG II

MÔI TRƯỜNG, PHÂN LẬP, NUÔI CẤY VI SINH VẬT

Bàl 1. CHUẨN BỊ MÓI TRƯỜNG CHO PHÂN LẬP 
VÀ NUÔI CẤY VI SINH VẬT

A. MỤC TIÊU

Sau klii liọc xong hài này sinli \ ICI1 phái

-  C i i i i g  c ò  v à  n â n a  c a o  k i ế n  thưc  \ c  c á c  loai  m ó i  trư('ĩiie d i n h  clirữiig d à n h  c h o  

vi s i i ih  vạt

-  Pha clic được một só  mòi ihóii” (ÌIIIIC dc luiỏi cấy  các loại vi sinh vật.

-  Nrini dươc một sô phương pliáp khư irìint.’ I_ac mỏi trường dinh dưỡng.

B. NỘI DUNG

I. MỘT SỐ KHÁI NIỆM CO BAN VỂ MÔI TRI ÕNG DINH DƯ Ở N í ;

Mòi trirờiic clinli dưỡiig gổni các chất diiih dưỡng và các yếu tò vậi lí cán lliiết 
cho sự sinh IrưcViig của v s v .

1.1. Yêu cầu cúa mỏi trường dinh dưtVng

-  Phái dám bào đầy dủ cliấl clinh dưíViig cấn ihiết cho sự sinh trường ciia v s v  
(nguồii cachon. nilơ, các châì khoánc, các chiVt sinli lrir(Vnỉĩ...).

-  Phái có clộ pl ỉ thích hợp cho niỏi loai v s \^

-  Pluii cỏ (lộ nhớt nhài dịiili vii thc ()\i liuá kliii lliícli liưp.

-  í’hài hoàn toàn vò trùiii’, khỏiii; lẫn c;ic cliát dóc dôi vứi v s v .

1.2. Phân loại mõi trường dinh <lưữnjĩ
N g ư ờ i  fa c ỏ  Ih ê  p h à n  lo ạ i  m ỏ i  t i ư ò i m  t h e o  n h iò u  c á c h ,  clirới d â y  là  m ộ t  s ố  c i í c h  

p h à n  loại  c ơ  b án .

1.2.1. Phân loại dựa vào thành phãìì clĩất (linh (ÌIỈỚHỊỈ của m òi trườiig
I 2 1.1. Mói tntờiiỊỉ tự Ii/ìiẽii ( l ì ìỏ i  Irườn” piuVc lạ p  -  c D i i ì p l c x  inccl ia):  ' n ù u i h  p h ầ n  

hao gồm các chài có ngiiổn aỏc lliiéii Iihiòn (các tè bào hav mò tlộng vật, mò ihực 
v ậ t  h o ặ c  V S V ) ,  h o ã c  CÌÍC s á n  p h a n i  ihi iy  | ihâi i  cii;i c á c  c l i à ì  d ó  b a n g  a x i l  h a y  e n / . i m
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f M  d u :  | X' p t ( Mi  h ; i \  t r y p t o n  l à  Si i n  p h a n i  l l i i i y  p h a n  c a c  p r o t c i n  c l o ỉ ì i :  \  j l .  h a >  1. .U)  

n ã in  I i icn la sai ì  p l iã i ì i  l l i u \  p h a n  c u a  nai ì ì  n i c n . V ' i  l l ic .  t l iai ìh pl ian c l i in l ì  \.iL 

c u a  i n o i  í r ư o i m  nà> l iaii  lìlìU' k l i o i m  \ . í c  ( l ịnh clirov. cVìL' c l ia í  p h ứ c  í . ip I ià\  Luni:  ca p  

k h á  c la \  du c t ic  c h ã i  cliiilì  thrờnti  Ciiii ih ic ỉ  c h o  v s v  Iilur n u u o i i  c a c t x ) i i .  n\[ơ, các  

c l iâ l  kln>aiìL! c â n  l l n c t  \ à  c a c  c h ã ỉ  kiVh thic l ì  s ii ì l i  í n r ơ n u ) .

1.2-1 2. \ ío ỉ  ỈỈIỈÒH'^ Ikhỉ ỉon<  ̂ iio]) (( 'Ìu 'ì/ iu íỉ l (lcỊuìcd ỉỉỉc ilid Ị Thàiìlì pli.iii eoni e.ic 
c h a i  h o a  l i o c  x á c  đ ị i ì l i .  l i i i l i  k l ì i ê l .  đ irơc lâ \  \ ớ i  s ỏ  lưo i i i i  l ì o ặ c  n ổ n u  đ õ  c l ì o  lnỉíVc.

1.2 / .V M ai íỉiỉo /r^  ìhUỉ to iĩ^  liọ']): Là inõi lnrờim truim izian iiiừa moi inròni: lioa 
ỉoniĩ liơp \ à  moi Irưòim lư Iiliiciì.

/ . 2 . 2 .  Phan loại dưa vao trạni> thái vạt lí cua moi trưửníỊ
ì .2.2.1. Moi ínrờỉr^ dụ  li íhi’ thành phan c h ì  c ó  c ấ c  c l ìà ỉ  d in h  clưrnm và  nư(Tỉc.

ì -2-2.2. M ô i  ỈỈIÌOÌỊ'^ (hh í h a v  r(í/ii: là Iiiôi liirànii dịch ihẽ đươc bo sunv. chái làni 
c ứ i m  Uìo i  írườn i: .  (V ỉc  CỈKÌI l à m  c ứ n i :  I iioi  Irười ìu  k h ỏ n e  p h a i  là c l iá l  d i n h  (.lirỏnu 

đối \'ới v s \  . (Yìc cliãì này cỏ  íhc là íiclatin (12 -  \5^'( ). lioặc 1.5 -- 2^f ih;u'li 
(aiiai -  auar) ha\ s i l icaec l .  'ỉ'hach ciươc thu nliàn lừ láo hicn tinli clic \ à  làru klio. 

' l l i à n t ì  pl ìãi i  c u a  t l i a c h  là  i i a la c t a i i  Iiià h â u  l ìc l  c á c  v s v  k h õ ĩ i i !  c ó  k h á  n ã n u  1'th.in 

u ia i .  \ ì  v; i \  IIÓ đ ir ơc  d ì i n i i  p h ổ  h i õ n  d õ  l à m  c ứ i m  m ò i  tr ư ò ì ìu  tron i ĩ  c á c  p h ò n i ĩ  ih í  

ĩ ì i i l i i ộ n i .  '1’h ạ c h  n ó n g  c h a y  ờ  9 7  -  1() ()‘C  và  d o n u  lai  ư  42 'C. N ê u  c a n  c a v  VSV'' 

Irước klii moi trườiiị! đóne clặc, nuirời ki dê nu)i tnrờng Iiguội đcn 45 “ 5()'C' roi
liộii v s v  vài).

K h i  c;1n n i io i  c ã \ '  c á c  vi  k lu i ã n  tự c lưỡim ( i n o i  Irirínií: I i iyội  đ ó i  k h õ i i i :  c ó  cac' 

c l ì à ì  hfru ca) nizưò’i la  p h á i  s ử  d ụ n g  c h á t  l à m  c ứ n g  là s i l i c a í ! e l  ( N a , S i O j ) ,  h o a c  

t h ạ c h  c ỏ  đ ộ  l i n h  k h i ế t  c a o .

1.2 2.3.  M ó i  ĩỉ ườỉỊ^ l)úfỊ Iô h '  ̂ là mỏi irưìiìig clỊclì thc chứa 0 .35  -  (),759í thach.

1 .2.2 4 M ô i  íniờii*^ XÔỊ} la niôi irưímg c ó  sử dụng các imuvên liệu đc làiìi \ o p  

(cáììì, cơni,  bánlì niì, Ihạclì anh, cál. .. .) llìâni dunu cIỊlIi cliâì cliiih tlưỡiig.

Ỉ 2 J .  Phàn loai dưa theo m ục (Uch sừ dụnự

1 . Moi íỉ irỜHî  ÍOI í/iicu (MiniỉHt/l ỉNCílnuỉìị: là m õ i  t r ư ờ n u  c h i  c l ìứ a  I i iộl  s ò  

c á c  c l ì àt  iẢơu u iá n  và  co' h a n  Iiìà trẽn đ ó  c á c  v s v  c ó  t l ìè s i n h  Irirơiie đ ư ợ c .  Đ o i  viVi 

c á c  v s \ '  k l i õ i m  d ò i  l iỏ i  c a o  \ c  d i i i l i  clưi ì im ( l ì o n  -  í a s l i c l i i i o s  i n i c r o b c s ) ,  l o a i  m o i  

Irirờni! này c ó  ihò lal cloìi uiiiii. hao UỎIII mót s6  cliãĩ khoáni: và nuiiổn CiichcMi 

( i h ư ờ i m  là g l u c ò / a ) .  T i i v  l ì l i i c i ì .  d o i  v o i  m o t  s ô  v s \ ^  d ò i  h o i  c a o  v c  chiVt d i n h  

d ư ờ i i y  ( r a s t i c l i t n i s  I i ì i c r o b c s )  t h ì  n ì ỏ i  ỉ n r ò ì m  t o i  l l ì i c i i  e ũ n u  p h ứ c  t a p .  V í  d u .  c l é  n i u > i  

c ấ y  LeuiOHOSỊOÌ ỷỉỉcsenỉeroidơs llìi mõi Irườim íiỏiìì c ó  ịz lucô /a  và 7 loiii IIÌUOI 

k h o á n g ,  19 a x i l  a i i ì i i i ,  4  l o ạ i  l u i c l c o l i t  và  10 lo a i  v i l a u i i n .
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I ~ J 2 Moỉ ỉníoH'̂  ỉlìoir̂  .liiỉií I ;t !o;ii nioi ínioìi;.: lìỉiirỉi loại \ s\' có llìc înli
liii'*vnu dirơc- \'I clii nioi IiưíVni:, (clìira lliil \.ỉ ịVỊMcii). lỉaiixcii. (’/a|X‘k..,
ỉ .2 Mi)ỉ í/ líờỉiự í lioh !(}( I S( /.' . ; t (- 1 I lo .11 Iiìõi Irườnu nà\  c ó  chứa

c lial í \  í clu N*|( 'I, IIIOỊ s o  lo.ii ^li.ií n l ì iut i i i .  kli.iii'j ''I!ili. c o  l á c  l ỉun i i  ức  c h õ  

--i! s i n l ì  t i ư D ì ì i :  c u a  IIÌOÍ s o  ItKii i n l ì o i i i )  \ ' S \  I i l i i i n i :  Ln  Ị.u> đ i c u  k i ọ n  l ố i  c l i o  c á c  

| o j |  miIk>iii) \ ' S \ '  kli;íc s ii ì l ì  ỊriK>!i'j. \  | clii. l ì ìdi  ỉiíuviĩi: Maí i i l i ) !  -  ĩ i i u o i  ”  A u a r  

c h u a  N a ( ’l ()' nổ i ì i :  d o  c a o  (7,.'^^ N a ( ' l )  iK l I i c  I..IC \ i  k l i u a n  k h o ỉ i i :  c l ì ị u  NaC'l  

Iihiniu lai i;it ihícli lìop cho CÌK l(ìiìi Sĩiij)li\li n iH i u\ i hịu inãiì. Hoãc, klii ta hổ 

klKÍiiu siiili cliloraiiiphciiicol nioi iiuoìil: niỉoi cà\ nâni inòc.  chái này sc 

liaii i lic sư nhìciii vi khuân bơ\ cl iloraniphcnicol. lic cliL' sư sinh trưoiii: cua Iihicu 

| t>ài  M k l ì u ã i i .  I r o n i :  k h i  d ó  I i a i i i  IIIOC p h á i  I r i c n  l^iii l ì  t l u r ờ n ”  cl() k l ì õ i m  c l ì ị u  l á c  

c iia cliloraniphcnicol.

/ . j  M ô i  íỉ iio‘n ^  Ịìluiỉt ì)iỊ'í ((li llcrc/ìỉịal Hirdìi i inr  ”Ị'r(Miu môi Irườim loại nàv cỏ

c hira c<ic châl clìi tliỊ clu) phép pliãn biội nlioiii \  s \  Iiày với Iihóni v s v  khác. Ví 
ilư klìi siiih Irưcyni: trcii nioi iMiờiie tliacli MaeConkcN cỏ  chứa axit lìiãl, các loài 

I t^tlitonìì c ó  khá lìiuiu len rncỉì la c lo / í í  dc  daiiL! plìan hiệt đirơc với nlìữim loài  

i o l i l o n i ì  kl ìone  có  klia nãiìu ĩ i à \ . Khuân lac cua Cíic lo.ầÌ c()lifomi c ó  kh;i nãim Icii 

nu '11 hictỏ/(t sè có màu ỉiòiii: íưoi trên lììoi liưòiìi: này. troim khi dó  các loài 
to l i lorn i  kliôim có  klìii lìăni: Iciì nicn laclic sõ kliõiii: có niìu!, liont: suốt.

M o i  i r ư ờ t m  ĩ l iạc l ì  I i ìáu c h o  p h é p  phi ìn h i c i  cric loai \ ị  k h i iá i i  c ỏ  k h ã  I iã im  l à m  

lan l i o n e  c ấ i i  v ớ i  c á c  V! k h u a i i  k l i ỏ n u  c ó  kli»i nai in  I ì à \ .

/ M õ i  ĩỉ ỉùỉn*^ lÙNi i,'/í/// l ,s\ (cfiỊ Ìi l u ‘il ỉỉicilỉHỉỉìì: Môi trường này cấii các
'̂liãl dinh dưỡnịĩ dặc Irmm kích llìíclì sư sinỉì lníoìii: cua inól ĩihóiii v s v  lìhàì địiih.  

I i l u ì i n  l à m  t ã i m  s ố  l U í t n g  t ị u à ĩ i  i h c  c á c  l o à i  n a \  ỉ r ư o v  k l i i  đ c i i ì  p l i à i i  l ậ p .  V í  c l ụ :  k h i  

can phân lạp SiỉltỉioỊỉellíi lừ pli.ìii. nuirời ta u pluỉì t!íMìu môi trưctiii: dặc Irưnu dàiìh 

clìo nó niõi tliời uiaiì, rổi từ đỏ lìiới dciii la plian lap írcii inòi tnrờim thíclì iKrỊ-).

M ộ t  s ô  n iô ỉ  ỉìỊiờn^^ \ ừ(ỉ l() Ịfỉ0 Ị ỉn íừ ir^  Ị ) lh i i i  l ì i c í  vừa lủ  ỉf ìỏ Ị ĩ Ịti 'ở iì\ ị í lìỌỉỉ lọ í  

l \ t ' l (‘( 'ỉ i \v  -  <lỉff('rcfiỉi(ỉl Ntcdìnnn.  'IVoni! iiKìi tiưoììi: (!('> co cliứa cá chái clìoii lọc và 

cliití chi tliỊ đó phàn hiệt hoiic cliãt kícli ihícli sir sinli Iiưíyim cua v s v  clícli.

Ví (lu

-t Mõi irưùni: Miic ( \)nkcv : C'hãi clion loe () (1;!\ là clial nhiiõni t ím VÌI axit màt 
(các cliàí nàv ức cliê các vi klìu;‘ui (V) .  ( ’hai pliaii hic! o’ tlíìy lỉi đirờiìu hic lỏ /ơ .  Nêii

\ i  k h u à i i  c ó  k h a  I i ă n i :  I c n  Ĩ11CI1 l a c t o / o ’ IIÓ s c  a x i ỉ  h( ' )a I i ì õ i  t r i r ờ n u  l à m  c l i o  c l ì ẩ t  c h í

l l ì ị  l à  p l i c n o l  b i õ n  í h à i ì l i  m à u  ỉ ì o n u  l ư o i .  \ a  IIUIIOV l a i .  n c u  k h o n i !  I c i i  l ì i c i ì  l a c í ỏ / . ( y  

sè klioiì^  ̂ c ó  màu. Vì the. la L() ihc phan hicl tluov c;ic \ i  klìiian c ó  kliii năng Icn 

Iiicn lìoíiL khoui: Icii nicn laLh)/(í.
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+ M ô i  trường s s  -  A g a r  là m ô i  trưừiig c ó  c h ứ a  c á c  c h á i  ( a x i t  n iâ t .  chcíi iiiàu 

h r i l i a n t  u r e c n  và  x i t ra t )  ức  c l i ế  c á c  vi  k h u â n  c r ,  clổHii tl iời  c ó  c h ứ a  c á c  c h a i  clv.‘ 

phân biệt giữa các Iihóiìi vi khiiắn lên men liictic và kliỏii': IC'11 men hictic. Niidài 

ra, c ò n  c h ứ a  natri  t i o s u l f a t  v à  sắt  x i t i i i t  n l iầ i i i  n h ậ n  b iè t  s ự  t ạ o  hy c i ro u c i i  s i i lHt ,  nci i  

c á c  vi khiiấn cỏ  khà Iiănii s i n h  I l , s  sẽ tạ o  ra c á c  chàm đcn ờ truim tám khuríii lac

II. PHA CHÊ MÔI TRƯỜNG

2.1. Các vật liệu dụng cụ và hóa chát (xcin CỊI thò troiiiỉ baiiií sau)

Cho cả lớp thực hành ^  Cho m ỗi nhóm  thực hành

♦ Hóa chất để làm mòi trường:

-  Môi trường Mac Conkey (mua trên 

thị trường, nếu có điều kiện).

-  Cao thịt (mua trẽn thị trường) hoặc 
nước thịt (tự chế).

-  Bột Peptôn; C ao  nấm m en (mua  

trên thị trường).

-  C á c  loại mu ối  v ô  cơ: NaNOa;  

K2H P O 4; KCI; P e S O , ;  KH2P O 4 
MgSO^ J H 2 0 ; KNO3.

♦ Thiết bị:

-  Cân robecvan hoặc cân điện tử

-- Máy đo pH, nếu không có thì dùng 
giấy chỉ thị pH.

♦ Các vật liệu, dụng cụ khác:

-  Bòng khòng thấm nước để làm nút 
bình nón hoặc ống nghiệm.

-  Giấy chịu nhiệt, ít thấm nước (giấy 
dầu) để bọc các dụng cụ, nếu không có có 
thể dùng giấy báo thay thế

-  Chày, cối sứ.

-  Dao bằng thép không rỉ.

-  Thìa m ú c  hó a  ch ất  b ằ n g  thủy tinh, 

s ứ  h o ặ c  th ép  không  ri.

♦ 4 -  5 bình nón dung tich 150/250mi (để 
đựng môi trường).

♦ 1 binh nón dung (ích 150ml đ ể  

đựng nước.

♦ 15 ống ngh iệm  (6 ống  đê’ đựng 9ml nước, 

9 ống nghiệm  khác dùng đ ể  đựng 3 loại 

mõi trường dinh dưỡng ở các trạng thiái 
khác nhau).

♦ 5 -  6  đĩa Petri.

♦ 3 que trang thủy tinh.

♦ 3 pipet thủy tinh.

♦ 1 phễu thủy tinh.

♦ Bút viết trẽn kinh.

♦ Giấy dán nhãn.
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2 . 2 .  (  á c  b ư ó c  t i ế n  h à n h

I'ron>i bìii nàv sinh vièii CÍHI licỉì Ịiàiilì ciíc CÓII  ̂ \ !0 c: sau:

2.2.1. Chitấn hi các dụnỊỉ CII, vat liẹii cán íhict

n ì  Clìiiíiii hị cá c  ỏiiì; n^liiựiN \'(/ hiiili nón  ( Inhi iiiCoc cùí:

-  l ,ãy 99nil  nước cát cho \ ;'ui hiníi Iión clun'j tích I5()nil, nút kín hãiií’ bỏng.

- l.ay 6 Ồng Iighiệm mỏi ốiiii cỉiứ.i 9ml mrớc c;Vt. níit kín bằnụ bỏng.
-  K h ử  Irùng  t r o n g  n ồ i  h ấ p  Ciio áp (V 12 1 ’C' t r o n g  2 0  phút .

!)ì c /in ã ii hị cúc (lụiiq ( II Cihi tliiet ÍCỊIIC cây,  qiic trans,  dĩa pctri...)

- Cìói lịiic trans,  qiie câv. pipél. đũa thiiv tinh. íĩía petri vào giấy dầu.

-- D ; io .  c ố i  s ứ  d c m  lìra s ạ c h ,  s ã v  k h ò . . .

- Khứ Irìiiig các dụng CỊ! Irotiu Ui sày ò Iihiệt đỏ  160 -  165'’C Irorm 2 giờ.

2.2.2. Pha c h é  m ột số  loại mói trườỉig dinh dưỡng

(i) ( ứ c  tnói inrờníĩ sư dụniỊ

♦ Mói Iriùmu M PA (phân lập và niiói cày vi khuân).

♦  M ó i  trư('tiig H a n x e n  h o ặ c  S a b o r a u i id  ( p h â n  lậ p  v à  n u ô i  c ấ y  n ấ m  m e n ) .

♦  M ỏ i  t r ư ờ n g  G a u z e  1: phâi i  là p  và n u ô i  c â v  x a  k h u ấ n .

♦ Mòi (rưừng Czapck hoặc PDA (Potiito Dextrose Agar) nuôi cây nấm mốc.

♦  M ò i  t r ư ờ n g  M a c C o n k c y  d ể  p h â n  lậ p  E.I oỉi ( n ế u  c ó  đ i ể u  k i ệ n ) .

Đc pha chế mỏi trưừng người ta thường dựa theo các công thức cùa đem đã có  
sẩ i i .  T l ì à n h  p h ầ n  m ộ t  s ố  l o ạ i  m ô i  t rư ờng  s ứ  d u n g  t r o n g  b à i  th ự c  h à n h  I đ ư ợ c  g h i  ở  

p h ầ n  p hụ  l ụ c  ứ  c u ố i  c h ư o ì i g .

li) Cúc hước i ơf )ản tronq pitct (hê ỈHÔI rniờniỊ

lìưới Ị : C â n  đ o n g  đ ầ y  đ ủ  c á c  th ành  p h ầ n  i h e o  dcTii. S a u  đ ó  d ù n g  d ũ a  t h u ý  t i n h  

k hi i í iy  tan c: ic t h à n h  p h ầ n  m ò i  Irười ig.

Birài 2: Đ o  và điều chính đò pH của môi trưtmg (nếu cần thiết).

N ế u  c à n  đ o  c h í n h  x á c  c á c  th à n h  p h a n  m ò i  t r ư cm g v ớ i  c á c  h ó a  c h ấ t  đ ạ t  t i ê u

chLiíin ihì mòi trưòng pha chc sẽ dạt dược ngav giá trị pH cần có.

Sau khi dã khuấy tan các thành phần mói trưcmg trong nước, dùng giấy chỉ thị

ilộ pH (hoặc máy đo pH) đế xác địiih dộ pH cua mói nường.

N ê u  c á n  đ i ể u  c h i n h  đ ộ  p H  c ù a  m ỏ i  t r ư ờ n g  t h e o  ý  m u ố n  thì  d ù n g  d u n g  d ị c h  I N  

H ( ' l  ( h o ặ c  c á c  m u ô i  c ó  p h á n  ứ n g  axit  n h ư  K H . P O 4) h o ặ c  d ù n g  d u n g  d ị c h  2 0 %  

NitOH (hay các muối có phản ứiis kiềtn Na,CO,, K ,HPO j.
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l.Kn  V. D o  CỊIUÍ Iiìnli klur Irìmu o' Iihiột đ ộ  \;'i áịi suál c;n). p ỉ l  m o i  iriúvne S.C' liị 

thav dổi  ÍI nỉi icu, vì vày càn tièii Iniiih clÌLni chinli tlỏ pH moi Iriiòiii: khi dun dcii 

45 - 50 (' đc tr;inh sư lliay clổi pll C|ii;i nhicii sau klii kliư tiiiiii:. 'lìoiii: Iiliữnu 
lnrờnu liơp cần clỏ pl l  tu \ẹ l  tlói cliíiili Xiic. cán phai tliôii cliinh | i l l  niõi tni uiiu 

Siiii klii clã khứ trùim.
Bước  ị n c n  ( (III l ủ m IIIÓI íni'('fii'^ I'(hij:

-  'nièiii ihạcli (lioặc uclatin),  diin và khiiáv clio tan

Bư<>\ 4:

-  Dliiií: phcii tliiiy tiiili phàn phỏi niỏị trưcnii: vào các hìiili cliua (hìiili I lón. 

lioãc các ôn<: niihiệin).  Lưu V. thê tích mỏi tnròim chi clựoc phóp chicni Iiliicii nliáì  

2/3 thô tícli cua bình đựng lìiỏi trưcyiis:), Iiánli dây mõi IriàínỊi lén iniệ'iiiz bìiili.

-  Li ini  mì t  b ã i i c  bỏi i í :  k h ò n t :  tl iãì ii  n ư ớ c  đ c  Iiút n i iệ i i í :  Kinli (n ú t  k h o i i i ;  d iUiíc  

q u á  c h ặ t  h o ặ c  (.Ịiiá lo i i i i ,  t l iưừní:  d à i  k h o á i m  4  -  5 c n i ) ,

-  Bọc niiệim bình hãiis giãy dầu dc tránh btít sir dọiiLí iiư(Vc trcn nút hỏiiii khi 

khử trùnií.
Bưới 5. K ln i' íríiii'^  mòi !rn'()ir^:

-  Sau kiii kêt tluìc hiMc 4 cần khứ trùng mỏi triàtiii; ni;av b;ìn<: phiuynu p)liáp 

thích hựp.

-  Tlióng lliưìmg tá c  niỏi trường đưực khử trùng ờ  110"C tronu 3 0  phúl, lio;ac a  

121'C Iroim 1 5 - 2 0  phút, Nếu tlic tích mòi trirừng lứn từ 1 !íl trớ lòn tliì khứ  iriiM” 

ờ  121' c  trDiig 3Ơ -  45  phút hoặc lâu hem.

-  Các m ỏi  trường có  chứa Iirc, hyposulphit,  phài khử irùiig theo kicLi 'í yiiid.il, 

hoặc Cịua phcu lọc Zcits.

-  Nhữiig châì dc bị biến đổi hời nhiệt đ ộ  và p i ỉ  cán pliái dươc liọl Irùim IMCHÌ: 

rỏi hổ siinu vào Iiìỏi irườnu dã vỏ nùng. Ví (Jii; các loại mỏi mnniu có cliihi (kườnu 
don hoặc dường dòi plìãi khử  Irìinu ờ nliict đọ  thấp lioậc hãp Tynclcil, lioặc tiicli c.íc 

dirừiig ra khử trùng ricMig hằng các phirơna pháp diin ờ 70  -  (S0 '(’ lừ I? -  20  p>hiii. 

hoặc lọc qua phcii lọc Zcits,  rồi bổ siiiii: sau khi đã khử Irìint; các ihàiih phan kvhác 

ơ 1 2 1 T .

-  Một sò chãt như máu,  hiiyêt th;inh tốt nhất là lọc qua phều loc Zcils

c) P lut chứ /nòi Inử y ii" cho hà i /

♦  M ỗ i  n h ó m  c á n  c h u á n  bị:

-  2(X)nil mòi triRnig mỏi loại (MPA, Sabouiaud, Czapck, Gaii/C 1. Mac ('onkicy)
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-  Đ c  cl io niõi  ihànti \ i òn  ỈI ÌOIU iicn Itiỉiiỉi ỈỈIÍ íìLihiõiii ơ  hài sau.  cl ìuãii  hi

CỈKÌ I i ìỏ i  l ìu iù t i  3 o n u  n u h iọ i i ì  ỈIKÌỊ iiMivnL’ : I ) M o i [ỊirtVíii! d ịc h  Ihc , 2) M ò i  lrư ( ín t :

t l i . k h  nL ĩh icnu  \ à  3) M ỏ i  ír iùvnu  i l ìa d ;  (hiíìL' ( l i in l i  2 1 ì. CVk Iì c l iu ã n  hị l ì l i u s í m :

+ Klỉi chưa cho lliạcli vào I1101 íiưon*:; l.ii\ Miil Iiìoi trườiii: clu) viU) 1 ónu  

ni:hicỉiì (mõi nnuờ\  có  tliõ \[i\ dh)'A IIÌOI Imni: NO ciíc loai IIIOĨ trườim: MPA.  

Saiinniiaiicl, (Vapck. Ciau/c I). Đanlì (,I;UI Icn nioi liưoiìL!, clc tlìíiiiu dứĩiiZ tròn <jiá 

OIIU noỊiĩoni. Loại niỏi irirờni: Iìà\ Ki ,\/íV Ỉ I ( l ỉ t  h tììi’\

+ Khi đã cho íliạcli vào Iiìoi IỈUUI1 L! \a  dun cho íaii. lủv:

•  3nil moi tnrờiìu ihạch (lu\ thon) cln) \l\o I onu imhiọỊii. NÚI lììiệiiií òiìg 

nuliiọiii haiìt: boiìu.  sau klìi khư i!unu clal nam nulìicỉiu 15 -  20" trcn mật hàn sạcli

( h n n  Ĩ /  I f ừ ỉ i< ^  t h i i i  l ì  ỉ ỉ ^ ^ l n c ỉ ỉ í ^ i .

•  lOiiìl mõi Iriàyiiu thacli (tù\ cln>n) CỈ11> \à(> I õnti nuliiệĩii (kích thước 15nini

X ìOiiiĩii), nút honu và đc đứnu Ircn m.i onu Iii:hicĩìi (///í)/' //;(/c7; chhĩiỊ).

•  So Iiiỏi ĩrườim còn lai đổ \ à(> cac Kinti nóỉi. Sau klii khử Irìiim clcỉii phân phối 

v n o  các đĩa pctri (iiiổi tĩĩa pcíri khtniiie 3O111I) lihir ỉiinlì bày ớ  hài 2.

•  (.ìhi ticn ỏnu imhiệiìi lioậc binh nóii các ỉhõĩm lin: Tên mỏi Irưíyim, tên 

nLzười (hoạc nhóiii), ĩìuày, tliáĩii: chuan bi..., Iiút kíii bãnu hông, sau (ló CUÒII miệng 
ÒMÍỈ imliiệiii bầim iziấv dáu.

+ Kliừ trùiiu các loại môi trưùnu ihcc) phưírne pliáp íliích hợp.

L i iu  V

-  Nị!ười chuân hị phai ulìi tla\ di! cac hn: Icii niỏi Irirờng, ngày tháng

chu.in Im, nuuòi chiian hị... \iu> l;il cae on<! nL’lìiọni. hinh nón, tĩla ỉ^ctri dựnu

nt o: Irưònu...

-  Cìiáo vicii lliirc lìànli sẽ hưoíiu tl.in va kicni lia cu llic các kĩ ihuật làin inoi  

trưcnu, làm MÚt hoim. uói dia IVtn, t|uc liaiie. tịuc cây ,  các  dụim cụ khác đè 

khu ti ùiii:.

-  ( ì i á o  MCII ílìưc hành sẽ hưoim iÌAi) c;ìc plìư(vnu Ịìlìáp kliứ Irừng các  vạt liệu 

cli 1 1 1 : cu trèii.

Sau hài lliưc liành ĩiày. ỉa clã H) clii cac lo;ti inoi trưòiii: và các dựim cu cáii

tli ic đẽ neliiẽn cirii phân lập và luioi cay v s v  ơ  hài 2.
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5ml 5mi 5ml 10ml

v /

/
20 -  25ml

Môi trường dỊCh thể Mòi trường thạch nghiêng Mỏi trường thach đứng Mòi trường thạch đĩa 

Hình 2.1. Các kiểu mòi trường trong ống nghiệm và đĩa Petri

2.3. Kiếm tra đánh giá bài 1

-  Kiểm tra cách  chuẩn bị các  dụng cụ phân lập: cách bao gói,  đánh dâu ireii 

c á c  d ụ n g  c ụ  v à  v ậ t  l i ệ u  t h í  n g h i ệ m .

-  K i ể m  tra k ĩ  n ă n s  s ử  d ụ n g  c á c  t h i ế t  bị v ô  t r ù n g  c ủ a  s i n h  v i ê n .

-  K i ể m  tra k ĩ  t h u ậ t  c h u ẩ n  b ị  m ô i  t r ư ò n g :  C á c h  s ứ  d ụ n g  c à n ,  c á c h  c â n  đ o n g  và  

pha chè các thành phần mỏi trường, cách đổ môi trường vào các dụng cụ chua 
(ống nghiệm, bình nón), cách bao gói dụng cụ thí nghiệm, làm nút bóng. Cân 
kiểm tra xem môi trường có đông hay không, bình đựng có đúng kĩ thuật, sau 1 
ngày các môi trưònig có còn vô trùng hay đã bị nhiễm...

-  Kiểm tra vớ; Giáo viên hướng dẫn sinh viên cách ghi chép tiến trình ihirc 
hiện 1 bài thí ngh iệm  và ghi nhận xét các kết cỊuả của bài thực hành.

Lưu  V. M ỗ i  s i n h  v i ê n  p h ả i  c ó  I q u y ể n  v ờ  t h ự c  h à n h  ( k h ô n g  d ư ợ c  d ù n g  c á c  l ờ  

giấy đê viết tưòmg trình các bài thực hành). Các bài tirờng trình phải được ghi bằng 

mực. rõ ràng, không được dùng bút chì. Trong phần tirờiig trình pliài ghi rõ Iihữtig 

mục sau:

V Ngày, tháng, tên thí nghiệm.

V Mục đích thí nghiệm.

V Những vật liệu hóa chất, dụng cụ, v s v  sử dụng.

V Viết sơ đồ tiến hành thí nghiệm một cách cụ thể.

V Kết quả thí nghiệm: cần trình bày rõ kết quả thu được của mỗi thí nghiệrn, 
có thể dùng hình, bảng biểu nếu cần thiết.
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\ rỏm t.ìl: Kêt liiạn ve thí Iiuhiônì. nliừiì.' \.in dc nav siiih U\hMi thí nuliiẹiii, 
IV01UÍ plian nàv ciìnii phiU nói lèn đtrơc ỈI1111I1 í. !ì(K (ỉươc ”ì (V bài này, hiệiì lnfu) 
clio ciic kốl t|Uit nià nìình tliu cUrơc. cai. so licn IMM (luííc nói lén dỉcu uì VÌI c>'- y 
neliĩ;t UI- Cìiái lliích các kêt cỊiiã thu cluuc klìõiìL’ (KnI- iiỉiir (lư kicn. hoác lác \c ì r ì  cic 
bai ỉhư(nm \av ra Irong ilií ĩmlìiệni- tlc xuai Ịiliươi u .111 ui;ii quycM.

2.4. Mõt sò càu hôi và bài tịip

C(ỈIÍ Ị . Pl iàn t í ch  v a i  Irò  c ú a  ù n m  thànlì  phán c > lí !M,’ c;u: n i ỏ i  t r ư ò ì ì c  pỉ i Ai ỉ  l A p  

v à  n u ò i  c à y  v s v  sau;  G a u z e ,  M a n i l o l .  M a c C o n k c ỵ .

Cua 2. Hày phàn biệt c á c  loại m ỏi  tỉ ườim ơ báiìu sau !: 01) đạc clicm dinh dưíriie.

Mòi trường Các thành phần

Moi trường 1

írường 2

, K H ,PO 4

]  (N H ,) ,H P oT

I  M gSƠ 4 7 H2O

Ị  P e S O ^  7 H 2O

M nSO . 7 H , 0
H---------
L
I  pH7.Õ

Hàm lượng

10̂0g

r
2'5g
1̂0g
0̂209
o.oig
0.007g

985rĩil

Vai trò của các thảnh ph.in

NH4CI

KH2P O 4

I
I n

MgS04 7HjO
CaCI, 2 H , 0

Na.HSÔ

r
cô
Nước  

pH 3 0

0,52g

0,28g
0.?5g

0.07g

5̂6g

—  I
OOOrr.’

ì •



Mòi trường

Mòi trường 3

Cao thịt

Cao nấm men

Peptỏn

G lucôzơ

Thạch

Nước

Các ỉhành phần

1,5g

3,0g

6,0g

1,0g

15,0g

lOOOml

Hàm lượng Vai trò của cac thành phần

r--1
.1

pH 6.6

Cun  T ạ i  s a o  s a u  khi  c h i i à n  bị d á \  đ ù  c á c  l l ià i ih  phan IIÌOI l i ư ò ì m  lai plì;ii  k l iư  

Irùnu nizay‘.̂

C'ân 4. Tại sao  khi chiian hị mòi irirờrií: nuôi cây  v s v  tronsí c.ic hiiìli nón \ à  

iroiiii ỏìig  nchiệm ta phái đậy nút ’

C ủ a  5. Già sử, mục tiòii của chúiii: ta là phàn làp các v s v  ưa niãiì cu kh;» iiãiiL’ 

phàii íĩiài linh hộL làni !lìc nào dè c ó  niol  m ỏ i  trườiiu c h o n  loc danli c h o  cliúui:'^ 

Cáu (). Hày yiãi thích liiện tirợim khi ihức ãiì ta an thừa nêu điiiì soi lai lliì 

ngày hỏiiì sau vẫn không bị thiu, CÒII ihức ăn khỏnu cUin lai sẽ hị

Cãỉi 7. N ó i  h à p  c a o  á p  c lùnn clc tiệt  t r ù n g  v s v .  V ã v  n ò i  á p  suá l  la d ù n u  ơ I)iii 

đ ì n h  c ó  k h á  n ă n g  n à y  k h ỏ n g ?

Cũỉi s. Lài i ì  l l ìc  n à o  d ô  n h ậ n  hiCM m ò i  i r iù m i !  đ ã  đ ir ơc  v ỏ  Irù i iu /
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Bài 2: Kĩ THUẬT PHẦN LẬP VÀ NUÒI CẤY VI SINH VẬT

A, MỤC TIÊU

Saii klii lnK \\ỉ\ na\ Miìli \Ị̂ n Ịìli.n kh.i n ihưc hiọiì:
riiành llìao inoí so lliao tiic co' b.iii lỉoiiu ỉliìic ỈKtnli vs\'.
Kì llui.ii plì.in \aọ \;ì tlìiiàii cliiini: \ s\ .

- Ki lliiiiìl mu)i ca) \ ' S \ ' .

l ư phaii liiỊ'' cIlíuc nioi so  \  s \  Uĩ đal ho;K các C(í chat khác trôn moi  
irroiii : lliaclì.

\ h a n  hìcì \ a nio la đươc Iiiot so daiiLi kliuan lac clãc Irirnu clìo vi khuân. \ a  
kh ỉaiì. nani I1HK\ 1Ì>UÌ1 nicn trôn nioi Iriioim ihaclì,

B. NỘI DUNG

I. MO 1 S ỏ  I HAO l ÁC VÔ I Rl  N(ỉ  ( () l ỉAN TRONC; T H Ị  ( H À N H  

\  1 S I M Ỉ  VẠ I

( Vic lliao uic \o IILIIII: klìi làm vicc \ tìi \ s\ la MỌC làm tối can thict khỏĩiu nliữim đò 
lỉain ỈXK) cho thi lìuhicĩìi thànli cont: nià n>n claiìi \x\o aii toàn cho sức khoe và niôi sinh ̂ > c

Klìì tícii lìàiìlì cac thí niihiệiiì \ ơ\ v s \  plKii cii uanu lay vỏ Irùne hoãc sát liùiìi: 
lav baiìu tluim ciỊch còn 70^Y hoặc tliiiii: elỊciì hòn  hợp cổn (l(y/( ) và propaiu)! 
1 lÔ V ). Sál Irìine lìiãl bàn làm viẹc inroc \ à sau khi làĩii việc hãiìg diiiig dịch lìỏii 
họp CÕII isopioỊxmol .

Iliat) íáe \'(> Irùiìii LÌiĩiic ihực hiciì Imnu Iiiõl khoim iziaii vò trỉing bíVi lìgoii lửa đèn 
l On hoac dcỉi khí eas. Sức ĩióni: cua íìi:on hia ticn con lìoạc dèii khí izas sc tạo ra một 

\iuvj. k l i o i m  k h í  n l i o  v õ  I r ù n e  XLi nu  q u a n h  IIO. ( )  c á c  | i l i ò n e  l l ì í  n g h i ệ m  c ỏ  đ i ê u  k i ẹ n ,  c á c  

l ỉ ì i i o liíe I ì a \  c l ư ơ c  l i c n  l ì à i i l ì  u â i i  i m o n  t l c i i  c o n  l ì o a c  k h í  i : a s  đ ặ l  I r o i i u  b u ổ i m  v o  ( m n i ỉ .

i)y\c Ci\)\ tỊiic trani:. pipcl... plìai đưov kỈHf lnuii: trước và sau khi lây inaiỉ v s v  

1'><uiì: Iiliứne Ịìhưoiìi: pliáp clà trình lì;iy () cliưoiìi: I lioạc có ihc khư Irùnu nliaiìli 
Iilìư li inli h;'iy sai! dây.

l .I.  kl ìu trùii” (ịiie cày
iJ\K' Lày (hình 2.2.a) là diinu cu dc c;i\ \ 'SV.  đuov lìiiiì bãnu tlianh kini loai có  

(ỉiinim kính khoaiî -i 2 -■ 3niiiì, dài k!ì(\inu 2.̂  - 3()e lìì. Moi ílàn ihaiilì kiiìi loai Iiàv 
iliiơc boc hãỉii! 1 kVp nhưa poli i i ìc  laiii l;ỉ\ Lam tlc tr;ínlì hị honu khi th.u) lác,  clàii 

kh;íc chrov \1 AU \ớ ì  1 thanh kiin lo.ii Iiunli (O Jn ìn i )  hã!i<j thóp khoni: lí l ioạc bạch  

kiiiì, tiai Lỏ' 5 - 7cin. t)au cua tỉìanli ki!ii l(Kti ni.inli nìiy có thc dirơc đc lliãiie (CỊIIC 
ca\ liinh kiỉii) hoac duòc UOIÌ lli.inlì liinlì I1H)C (C|UC ca\ móc), hoàc uỏn íhiỉiili hình 
iron icỊiic cã \ ),



Ọiic cày cân được khử trùng cá trước và sau khi sư dụnc. như sau;

-  Đira i m a n g  d ồ n g  i h ờ i  x o a y  p h ầ n  k i n i  loa i  trcii  n ỵ ọ n  d è n  v à i  ba

-  Cíim que cấv tháng đứiií: trcn nsọii  đèn cho cicn khi dầu cịiic c;Vy nỏiiị: cli' 1.1 

c ó  q i i c  c à y  v ò  trùnt: ( H ì n h  2 . 2 b ) .

-  Đ ế  q i i c  c à y  g á n  n g ọ n  đ è n  c h o  n u u ộ i  bớt  t r ư ớ c  k hi  sir d ụ n g  c â y  v s v  ơ hirov  

l i ế p  t h e o .

o

t

a

r'

II ị{

Hình 2.2. Que cấy (a) và khử trùng que cấy (b) trước và sau khi làm việc

L2. Khử trùng que trang
Que trang được làm bằng thủy tinh hoặc thép khòng ri, thường dùng dc inii 

đểu giọt dịch huyển phù v s v  trèn mặt tliạch trong đĩa Petri khi phân lập hay khi 
nuôi cây v s v .  Đ ế khử trùng nhanh, nhúng đầu quc trang vào cồn, rổi dỏt cho 
cháy hết cồn (Hình 2.3).

b. MÒI trường thạch 
trong hộp Petrl

c. Châm cho 
cháy rồn

d, Chờ cón chây hẽt

e. Dùng que trang 
trang v s v  trên măt thach

Hình 2.3. Khử trùng que trang để cấy trải v s v
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1..^. K h i r t r ù n ị í  p i p e t  

U . I .  Pipet thủy tỉnh
( Vìc p i p c t  h á n g  í h i i y  t i n h  p h i i i  Iir;t s . i c h ,  đ ẽ  k h o .  D ì i n i i  b ỏ i ì g  k l ì ò n g  ihiViiì  n ư ớ c  

nút n h ẹ  (V d ấ u  !rôn c ù a  p ịp c t .  G o i  kin í ừ i m  pipct  v à o  u ià v  d ấ u  h o ụ c  g i â y  h á o .  C ũ n i ỉ  

c ỏ  tl ìê c h o  tất c à  p ip e t  v à o  ỉ i iỏ l  oui: đ ư n u  p ip c t  hii i ig i h c p  k l i ò n u  g í  c ó  n á p  d ậ y .  

T n r ó v  khi  c h o  p ip c t  v à o  ố ĩ m  đưi ìu .  l I ì o  n i ò l  ít b ỏ í m  \í\o  d á y  ố n g  d i m g  p ip e t  clc 

iráii lì  làni  v ỡ  m i ệ n g  p ip e t .  K h ử  t ỉ i inu ơ tủ s ẩ y  1 6 0  -  I 8 ( ) ‘’C  Iro n g  2  g i ờ  h o ậ c  ớ  

12l ’C íroniz 20  phút, sau đó sây klio ơ 6 0 ’C Iroim lù sáv.

/ . . Ỉ . 2 .  Pipetman và pipet tip
ti) Pipetĩ ìkín  (hình 2 .4 .A) là loai pípcl clìo ptìép dịnh Iượiig siin chính xác một  

ihr tích nluYt định của niõt chài loiiu. Cấu íạo cùa IIỎ gổni 2 phẩn chính; Phần tay 
c a i n  b c n  t i o i m  i à  m ộ t  k h o a n u  c h ứ a  i p i ỉ ỏ n .  P i t ỏ i ì  d ư ơ c  i h i c t  k ê  i h á n g  đ ứ i i g  t r o n g  

|)h.\iì tay cam cũa pipet. Phấn tay cãin dươc nối VỚI phán ống có rành nhỏ ờ triiniĩ 

lãiu (klìoaim () ,() lcm) cho cháỉ lone lìoăc khỏnu khí di qua. ở  đầu mút cùa ốnc  nối 
này là phẩn uãn pipct tip dè hứt cliãl lòim (pipcĩ tip ihườiìg có  các thc tích khấc 
lìh.iu, tùO.(K)lnii cho dên 5ml lừv loại Ị)ipetman và tìỉN theo ỉìiục đích của người sử 
íiuim). Klìi piiỏn dược đáy Miỏne sC Vão ra niõt ihô tícli chân không ờ quãng đưòfiig 
mà nó đà tnrọt qua. Không khí di từ tip sẽ lấp đáy khoârm cíìãn không đó khi pitòn 
bâl trứ lai vị trí lúc đáu. Nếu nhúng tip vào dịcli loniĩ íhì dịch lòng sè đi vào tip đúng  
háng tlié lích không khí mà pitỏn (là tạo ra. Vì tliê, ta có thế lấy 1 thể lích nhất định 
cúa niộl cháỉ lỏng nào đó theo dúiig V muôn nhừ vào mức phân chia trong pipelman.

Bình ihưưiig, khi sir dung pipctman chì cán lau chùi sạch báng cổn 70%. Khi 
t a n ,  t ì m g  b ộ  p h ậ n  c ủ a  P i p c l m a i ĩ  c ó  the  t h a n h  Irùng i l i e o  c h i  d ẫ n  c ú a  n h à  s a n  x u ấ t .  

Các pÌ ỊXí t  tip bãnc nhựa thì luỏn phài vò irìing. Sau klìi sử dụng, các pipet tip cỏ 
lỉú' t.ii sử dụng bàng cách rửa sạch bãrm chat tây rửa nhẹ, sau dó rửa sạch lại bằng 
ĩurớc càì , cá m  vào  các  h ộp  đ inm chuyên dụni;. đe kho,  sau dó g ó i  lại, thanh trùng ở 
\2 \ 'C t r o n g  2 0  p h ú t ,  rồi s ấ y  k l i ỏ  ơ  4 0  -  5 ( r ’C.  T r o n g  c i i c  n u h i c n  c ứ u  di  t ruy é i i  

Ị > h à n  t ư  k l i ò r m  l á i  s i r  d ụ n g  c á c  p Ì Ị K‘i l i p .

B)

Phân
tay
càm

Phàn 
> ỏng 

nõi

A. C ấ u  t d o  P i p e t i n a n  

1. Nủl ốn pitón
2 Vùng để nám tay cho chác trên ptpetman
3 Vong điéu chình thê ỉích cấn lấy
4 Nul íĩiéư cỉ^inh íhao bò đầu tip 
5a, Vạch địnỉi mức thể tích
5b Vùng màn hinh LCD thể hiện mức di chuyển của pitòn 
6. Phân nối giữa vùng chứa pítòn vã óng nói đáu pipet tip 

7 Òng nối với đáu tip
8. Điểm gấn pipet tip
9. Đâu mut
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B Pipet tip Hõp đưng va cac  kich cớ  pipe t t'p

Hinh 2 .4 . P ipe ím an  và P ipet íip

II .  N Ộ I  D l  N ( ỉ  C H Í N H  t  l  A  B À I  T H Ị  t  H À N H

2 . 1 .  K ì  t h u ậ t  p h à n  l ặ p  vi  s i n h  v â t

2 . 7 . 7 .  Phán lập ri sinh yạí dát

a) Ní^ayên tắc: Đ e  p hâ i i  l ặ p  đ ư ợ c  v s v  pl ia i  dí i i i i :  m o i  inròì i i :  đ ủ c .  (*lii IICII 

m ỏ i  tr irờnu d ặ c  thì  c á c  l ẽ  b à o  v s v  m ớ i  t á c h  b iọ ỉ  k l ìo i  q ư á i i  i h c  cla d ạ i i u  v s \ '  

tronií Iiìầii pliàĩi tíclì lỉiành các khiuìn lạc (colonv) riêiìị: hiệl. cỏ hinli clạiiu. kicli 
thước và các đãc đièm hình tliái khiíc nhau. Mỏi khuan lac (KL) v s v  thưònií  

đ ư ợ c  t ạ o  t h à n h  l ừ  1 tố  b à o  c ù a  m ộ t  l o ạ i  v s v  nl ìâ i  đ ị i i h .  d irơc u o i  là đư i i  \'ị K l , ,  kí  

hiệu là 1 C M i  (Cok)iìv í'()rniin<: Vn\ ì ) .  v s v  Iroiì” niộí KL tlnrờnii sínlì Irưcvii :̂ 

n h a n h  ư  v ù i m  n ì é p ,  c h ậ m  nhi í t ớ l â m  K L .  H ì n h  th á i  K l .  Ihuừĩ i i !  rât d â c  trinii:  

lừng loại v s v  và dược coi là niộl l iêu chuán đc phân loại.

h )  \  ' ậ t  l i ự i í

-  C á c  ! i io i  tĩirờniz p h à n  lAp và  c á c  d ụ i ì i :  c u  c a n  ih i c t  (lã c l i u ã i ì  bị ơ phan  2.2-2., 
ờ  bài 1- Môi Irườnu troim các bình I1ÓI1 clươc đun c h o  nónu clìiiy, clc n e u o i  \ a  plKiii 

p h ố i  v à o  c á c  cĩìa Pclr i  v õ  Irùnu  n h ư  ir ìn h  b à y  d ư ớ i  t lày .  V lỏ i  n l io i i ì  c o  ít n h a i  tỉì.i 

Pctri  m ò i  tn rờ i iu  th ạc l ì  m ỏ i  l o ạ i  đ ó  p l ìàn  lạp.

~  CYìc mẫu niuôn phâii làp: dâl, nước, bùn. . .  (tùy chon).

í ' J  P h i í o n ^  Ị) l ỉáj>

C ó  t h c  dùn íz  phiríyiii: p h í ip  c a y  írai  Ircn h e  in a l  n i ỏ i  l í ư ờ i m  l l iu ch  đ ĩ a  (Si^rt ad 

p l a t c  m c í h o c l )  h o ậ c  IIOÍI ì r o n e  rh a ch  ( A u a r  c l i lu t in u  l ì ic lhocl ) ;

PhiUỊ lạ /)  lìăỉỉii  p h iú rn '^  p l i i i i )  C í/V fr<ii ỈÌ CỈÌ !)C fìh)ĩ ỉ/ỉOi ỉì ỈỊỜU'^ ỉhu i li c ìhr

Biíới I : P h â n  p l ìỏ i  n i õ i  Irư ờ n u  \ ô  Irùnu  v à o  đ ì a  Pclr i  v o  \\i\nv. (Ii inl ì  2 . 5 ) .
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r

\
1. OuM MT cf'-o ĩ.irì thach.

đế I'iju0f đen 45 50 c
2. Lã ' nrỊựơc đia Pe:.'tri
“  G f'i t'.‘n MT, : it j3 y thang , 

■Ịyư;^' cíìuuri ỉ): lẽn níồt rĨKi 
'th(; ’ u.ì Jin Petn

Đ ot đ.n p ';*n -:V;' r;i.) -U:
cjan ngon Cij(ì ■■' Cho 
cĩia P e ĩf' r‘'n:ií>() t :'n(),’ì h:\] 
cua đer^í

;  s
ĩ M

Tay phài câm binh MT.
Dung ngón ut va ngon nhẫn 
của ban íay trái mở nut MT 
(luc nay giữ miẽng binh MT 
gan ngọn đèn cón)

ỉ

5. Dunq C 3 C  ngon tay con ỉai cưa bàn tay trai 
’ K. ÍTUÍ nap đía P e ĩn . rot M ĩ vao ơín Petn  

'kh..)afXj 20 -  25n'J cho  cĩĩa Petri loai lOcm x10 cm
■ Tranh lam rơt M T len thanh của dta Pctn.

-  ^);'íy rìrip rĩi;ì Pe'tn

6. Đưa nhanh nut bòng qua ngọn lửa đèn, 
nuí binh lai nèu trong binh còn dư mỏi trường

- Đát đĩa Petn xuông mật bàn pháng, để nguòi

Hinh 2.5 Phân phõi fìioi trương vao hỏp Petrí

l ai cà ciic i1ì;u) lác t iên day can laiìì Iihaiih. U0!1 ơ uaiì Iiuọn đèn. N ê u  c ỏ  dicu  

ICIU Iicn (lẽn hànlì ơ Ironiz Ui (lioac buoiiiỉ) \() íiiinii. \ c u  làm ơ phòiii: làm việc  
llìi Iitiì iranh uit') lìiii

/'//■<>( 2 C lìiian hị va ph;i loãỉii: chcli lìiixcii pliìi (lal (Hình 2.6)

Diini! i\:\o \ o  tiiinu lay klìOiinu in -- \>v. d;ií Ironu cho vào côi sứ nuhicn  

iilìo. ỉuìii clcii. sau cló Ciiiì lã\ lu cln) \;i<ì hinh noii clura 0^)ml nước cá! võ Iriinu, 
kliUii\ haiiu clùa ihuv ĩinli cho ían lìcí (I,II KO ilìc klinay Irôii lìiáy klìáv từ liav lac 
irciì 111.ly lac cliio 2 - 3  phút). 'I'a C(') ciu li d;ii pli.ỉ loãn‘j l(í  ̂ lan.

I.ãy liiìl clỊcli lìiiNCii phìi đaỉ () (lo Ị)l),) loãnu |í) đưa \ a o  onu ni:hiệnì cliứa 
‘Mììl IIIOV c.ìt \ ô  triiiii:. Tròn tỉcii b.iiiL' Í11.I\ Iivíii cliiiiL’ (liclì. Iu>ac lãc háĩm tav \a i  
phiii l a có clo pha li)ãiiji 10 .

 ̂ DÌIIIII Ịiipct vo Irìum ị.\\ 1 nil dk li p\]A l(ì;mu Ỉ'1 iliia âiìLĩ õniz ni:li icni i hư  2 

t hii'a nil nu'(Vc cal  \ () Irunu. Iron vK ii I ,i . (> vỉnníj (ikii  (ỉal Ị'tlìa loànu 10'.

Ỉ'ÌC|'> luc liini nlìU UVĨÌ í.i ct) ỉiini HMi (lí) pha loiiiii! Iicn liic' dìch clal khiíc 
Iili.ii! nhií tí c;ỉịì đíi Ị''ha loãỉìL: Mí
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Chú ý; Tuỳ l l ieo đât cl iứa nlì icu hav ít v sv  mà pha loãnu O’ Iionu cto tlìiclì l ìơp  

tlc khi phân lập ihu được niậí đo ciìc khiiàn lac v s v  ktiònu qiiá (ià) lìoãc Cjua ĩ! uia 

lh(Vt trong mòi đĩa Pctn (lừ 30 -  3l)0 Kl,  là dươc)

1ml 1ml Im l Im l Im l Iml

1g + 99mi H^o
1, Pha loãng mẫu 2, Pỉiân ìảp 

Hinh 2.6. Pha loảng dịch đất 

Birứi 3. Cấy dịch huyổn phù đất lên môi lrườĩ)sz íliọch trong dĩa Pcln (lììnlì 2 .7)

1. Lặt ngược đĩa Peth, ghi tên MT. người phàn tập, 
mẫu phản lập, ngày, tháng phèn lập...

2. Đật đĩa Petrĩ lén giá đỡ.
3. Dùng pipet vô trùng nhò 0,1ml dịch huyển ph(U 

lèn bé mật MT

4. Dùng que trang vò trùng trải đều giọt dich 
huyẻn phủ trén toàn bó mặt MT.
Đậy đia Petri

5. Gói đ)'a Petri.
Lưu ý: taíớc khi gót, nhớ lảt ngược các đìa Petn

6. Đê các đĩa Pelri trong tủ ám ở nhiệt độ khoảng, tư 
28 -  30”C trong 2 - 7  ngày (tùy thuộc vào loài VS\V)

Hinh 2 7 , cấy dich đát lên bề mát mòi trường thạch
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" l ^ l iãn  hÌỊ) f )ẵ i r ^  p h ư ơ / i q  pliÚỊ) I>ìui lo( ĩ / r^  , //( / ;  (h/! ÍIOIIỈ^ DIÔI tru'ở/ ií ; rlnit h 

n o n o  c ì i à v

ỉ'icn hành cân mau tưoiiíi Iir Iihư irèii. S(ÍI1<: (licli (lal s.m khi dã pha loãiiiZ sư bộ 
( l o  dược liùp tuc pha loãní’ ơ IIH )| irườim Ihach 11011̂  chay dã tlế nguội dến 45 -  
"^0'C Iroii” bìiih nón (hoãc òniz imhicm). I.ac đéii moi t r iàm s  rổi (Jổ vào các đĩa 
Pctri Gói các cĩia Pctri lai và dc vào tu ám. Sau (.!ú đcm r;t chọn cĩĩa Petri có sô 
lirtni'4 KI. nam t rone khoáng  30 300 CỈ-1 /eĩĩa do líiih số  CPU trong Iml mẫu
b;iii ilấii (hìiih 2.8).

----------  Mòi irương thach 45 -  5 0 X  ----- -^

Iml r 1ml 1m!

9mi 9ml 9ml
Mấu 

phản iập

Bróc 1. Pha ioâng mẫu phân lập 
M3 vào mòi trường thạch

B iởc 2, Đổ váo các hộp Petn tương ứng 
Ni Ò! cây trong tủ ổn nhiệt

Brớc 3 Chọn đó pha loàng thích 
heo để đém sổ íượng tế bào

Hinh 2.8. Phương pháp phản lâp bằng trộn mầu pha loãng 
trong thach nong cháy

l ’rong bài này mỗi nhóm liẽii tiành p h à n  láp v s v  (là'i bằng phương pháp cây  

trái rên mòi trưừiig thạch (MPA, C/apck, (jaii/c hoạc khoáng tinli bột). Ricng 
n â n i  n i e i i  ít c ó  inậ t  t r o n g  điít n ê n  tiẽii h à n h  p hàn  láp Iiãni m c n  từ q u à ,  h o a  h o i ị c  lá 

cày,  sử dụng  môi trường Hanxen hoặc Siiboiiraund.

2.1.1. Phán lập vi sinh vật từ  các co chất khác

i) Pliâii lập các VSV’ từ các ( ơ( li(ír rần kìiáí ( c á c  i h ự c  p h ẩ m  n h i ễ m  v s v ,  c á c  

b ệ n l  p h à m ,  c á c  l o ạ i  h o a  q u á  lá c à y . . . )  c ũ n g  lièn hàiih  I i a m g  tự n h ư  p h â n  lậ p  v s v  
từ d.ú.

)} Phàn lập cá( v s v  từ riiôi trtàrní; hhiỊỊ ( m á u ,  n ư ớ c  t i c u ,  n ư ớ c  b ì m . . . )  thì l ấ y

1 inl cơ  chát imliicn cih. 1 dem  pha loãng VÌI phàn lập tương tự như  tièn.
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í i PliUỉỉ /<//; í í/r \ ĩừ  khòìi;^ khi:  C1iì can ĩiia Iiiip đin Pctri ct> cli.ia nioi 

irirờnu dinh clưòiii: Irone 3 -  5 pluíl ơ Iiiõt địií cliõiìì càii nuhicỉi Lihi, Siiii do tLi\ 
nàp, UÓI lại. clc \à(ì ĨII àin ơiilì icl  clỏ ll ikiì  liợp.

2. ỉ 3 ,  Kiêm tra kết quà phan ìap yị sinlì rạt

~ Sơ hõ nh.in hicl \ à  niõ t;i hìnli chinii KI. cua các loại \ ' S \  ilii>uu llìiỉoiii: ỈỈIII 

dược Irẽn mỏi mòi Irườne Ị'»hàii lílp:
Vi ktmán, nãni nicn và náiiì IIIỎC sau 2 - 3  nuàv clà sinh triiơní: tol lao llìùnh

c.  ̂ s. •

các KL rò ỉrẽn lììòi trườim phân làp. Xạ kliuàiì có llìê c.ìn lừ 5 - 7  nv.A\ !ÌH>Ì

ihànli KL rỏ rệt. I.ày các cỉTa Pctri đã nuôi cây  lìr !U aiii ra qiKin sal là e o  ĩlic |ìliãn

hiệl được các loai v s v  ihôiìị! tliiròim n à \ .

Klìi sinh ỉrưtniu tròn mòi trưòiií: đậc  Ironu đia  IVtri, \ \ s v  \Ao thàiili k i  

ricnu rc. cỏ  hìiili ihái khác nhau plui l liuôc vào lừim loai và tìniii \iỲA\ v s \ '  V'i 

thè, ta cỏ  llie scr bộ phàn biệt KL của các nỉióiii v s v  Ihonụ thườnu hani: Iiiai 

ihirờii^ Iilìư sau:cr

\ / kliihin: Kl.  ihườiiii là dạiií: bộl nhão, điic (hoãc tronu). klio hoác lỉ^n. CỈOI 

khi nhi\> có  các hình ihù đặc trưnu riôiie cho  lừni: chủiiiz, tirni: K>ài

khao liình ỈIIỎ ía). Cliiìne cũiií: cỏ  llìc c ỏ  các màu sãc lìlur: vàim, xanh, honi!. n.iu, 

đỏ... lùy loài. KL ihiràm cỏ  kích thước lừ 0.5ni!n dcn 2 -  3cni tùy loài.

N(íni ìỉirn: cQnu có  KL dạiiy bộl nhão, ỉhirờni: tròn, hóng, Kỉ.  kho hơ\) Kl.  M 

khuán, íl khi nliày iih(Vt. KL cũiii: c ó  ĩiliững hiiili llìù. Iiìàu sác khác Iiliau, nluiiií.’ 

khòn" da dạiiu như ơ vi khuán, tlìirítiìg thãv là Iiiàii trănu imà.
Nííỉìỉ sợi: KL khỏ, bòng xỏp, nhiii rõ hẹ sơi dày clạc ơ  Ironi: ihaclì (ỈIC Síri C(1 

chát) và vưcyiì la khỏi bc niặl thach (hệ sợi khí sinlì). S(yi kỉií sinh co tlìc niaiìi: tlìco 

cơ tịuan sinli hào lử clài, nuãĩi khác  lìhau vưíni ra kliỏim klìí vói  C.ic' chùiii  bao Uí 

nliiôu lioậc lì, cỏ lììàii sac khác niiau: Irãng, xanh. clciK clt). vàim. (lau... Kl.  Hi ilìc 

cỏ  kích tliirớc lừ 1 -  2miiì đèn 5 -  lOciiì ( lùy loài).

Xạ khiiUỉì: KL của \ ạ  kliuan có  câu tạo tU(yiiíz tư như nãiiì sơi. co  hc sơi C(V clial 

và hệ sợi klií sinh. Hệ sơi klií sinh cũim nuiiiu các  cuỏnu  sinh hào lử, với cae hai> 

tử có màu sãc khííc nliaii: tràim, \anl i .  lục. \ à n ” . lim, đcii.... đặc thù clìo uriìi^ 

nlìóiii. từim loài. Tuy nhiên. KL cùa \ ạ  kliiiàn củnt: rãì clc dànu pliãii hiộl đươc VỚI 

các Kl.  cua nâni sơi. Kíclì llìirớc cua sợi \ a  khuân nho nõn KL cua \ a  kluian lìlìo 

h(m (I -  2iniii -  1.2cin) và klio luvn, íhườni: là claiiu voi hol. KL dõi khi co  líinli 

daim cua các liình tròiì đõíii: làm plKMiu xa. Đac  hiộỉ. cla sô \ a  klìiian C(') ĨIUII lĨal 

trưnu cua đàl.
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l l i n l i  l l i á i  cua  K L  lã in o t  tn>!ìL! n ln i i i ; '  ỉ i c i i  Ị 'h ,i}ì lu ; i i  t lcn  loà i-  N l ìử ĩm

ilat (Ịioni cliu.uì cliiUi: dè nio ía í^oni' k i .  Ii íliiĩdi . IM KI . niàii s;ic. Iiiiilì (laiii:. KI.

í d iK ,  n lià i> . k h o .  ráị'). n ỉ ià \  i ì Ik Vi ... ). MI !h i\  (!(»I iiỊO i ỉ n io i i i :  n n o i c \ t \  ( n ià i i  S iic. là m

i o . i i i i :  l i o a c  l a i ì i  \ o  h c  I i ì a l  n i o i  t. i n u i  ( I i i n i  io ; i [  v s \ '  sC* l a o  l a  c a c  m ù i

IIOIILI h i c t  ( ICIÌ  l ì ì ò i  I r ư ờ i m  l ì u o i  c â \  >

l ỉ i n l i  d ạ i m  K I .  c u a  v s \ '  r ã i  d . i  d . i i i u .  dc  IIIO ỉ a  ỉ i i i i l ì  c l ạ n e  c t i a  c ; í c  l o ạ i  K I .  

n i : : r o  t a  t l ư a  r a  c á c l ì  n i õ  í;i n h t r  S( í  d o  IV l i i í i l i

■ Huìh khuàn lac tư trẻn xuòng

Hmh dãi.i cham Hinh C c ĩ u  Hinh s.;: 

-̂‘irìh dang khuân lac nhin nghíeng

r;:;v Hinh rẻ già Htnh thoi

Del Nhò cao

Mep khuẩn Ì3C

Enn nạuyệt Có mâu giừa

Băng p h á n g  Lươn sóng XeĩMu/ Rnng cưa Hinh SOI

Hinh 2.9. Đãc điOíì! nio tá hinh thai khuân lac

Quản

ih)\ k h i .  h i i i h  t h á i  K L  c u a  IKIỈII m o n  \ à  \  i k l ì i i à n ,  l i a \  c i i a  n à n i  I i i ò c  \ à  x a  

khìiai  khá giỏnu lìhau. Vì iliè, nuoài t|u.uì s.it hìiih iliâi Kl.  CÒII plìái soi hìiih daiìu 

SOM h > ạ c  t ô  h à o  c ủ a  c á c  v s v  n à \  iiuơì K l l \  (k' p l ì a i ì  h i c t .

đ â \  là Iiìòt s ò  \ í tiu ininli ỉioa liinh dani: CIKI Iiiộl sỏ  Ki .  cùa vi khiíàn.  

I i i n i ì  >ơi ,  l ì á n i  n i c n  v à  \ a  k h u á n  ( l ì i i i l ì  2 \i) \  .t 2 I I  ).

ỉ^h,.nn ‘ip vsv  đát
irè ri n )i trương MPA

Phàn làp v s v  !̂j!
trẽn mỏi trươníỊ C /: ì ;.

jn ir:;' Hcini nu'íì 
n- ! !r i;ơ 'ìf: H .irìxen

Phan lồp E. Co!i trẽn 
mỏt trưnng Mac Cotìkey

Nnuổn ự'’e^^^etì
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Khuẩn lạc thuần Khuẩn lạc thuẩn s. cerevíSỉoe Khuẩn idc A. xylinum trèn Khuẩn lạc L. paraca.'G!
B. subtilis trèn MPA trén mòi trường Hanxen môi trường chứa CaCO, trên mõi trường MRS

^  \  ^  ‘
ýrị

Một sò kiểu hình dạng khuẩn ịạc thuàn của nàm mòc

Aspergillus 
(cây châm điểm)

Penictllum 
{cáy châm điểm)

Sĩreptomyces 
(cày châm điểm)

Streptomycvs 
(cây zíc Z5c)

Hinh 2.11. M ột số kiểu hinh dạng khuấn lạc thuán của Ví sinh vật

2.2. Kĩ thuàt nuòi cáy v s v

2 2 .1 .  Vật liệu

-  G íc  ốnu g i ỏ n g  v s v  Ihuán chủng: E. ( oli. BiU ÌHiis, Asper^illỉ is, Siii i lìuroỉfỊ\res 

StreptoĩììM ựs

-  3 đìa Pclri chứa lìiỏi Irưíyng ihạcli.

~  I ống mòi triràig dịch ihể.

~  1 ố n g  niòi írưíTiig thạch ngh icn g .

-  1 ốnii mỏi ưường thạch cirmg.

-  Ọ u e  c â y  v ò i ig .

-  Đèn cổn, qiic iranc.

-  Pipcl.

* Tất cá các mỏi Iriàíiig và dụng cu Iiày dcLi dã được chuán bị và vỏ trừniỉ lừ hài 1.
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; i ) / liuáiì íimiiỊỊ v s \  IxhiíỊ (/IU' í (IV VOII'̂  (Phưn/Ií^ Ị)liúp ( </v riti J phd tì cu nìôi 
!niừfí:  tli(U iì) (Hiiili 2.12)

-  [3ùng C|UC c;ìy híy tiiól \onu  (lich liuyõiì phii (lioạc tò bào v s \ ’), cây lia 

llianli dưòng 7,íc / ãc  ờ mòl cóc ticii Iv in.ìt nioi tnnmií  lliạch trong đĩa Pctri (1) ->  

' -Iii c!ỏ klnr tiùri” q u c  c â v  trôn Hiion (len > (Ic im iiõ i .

-  Đat t |ue c à y  băt ehiu tìr vùnti (1 ) vita cày,  từ đo  ria nliTmg clưínm / í c  zăc sa i ì”

bẽii cụnli tió (2) sau đó klnr tiìme t|uc cây ->  dế Iiguõi.

-  Tiếp lục đát Cịiie Cấy b;it đáu lừ \ ù n 2  (2) c;Vv sans: vùng (3), rổi tù vùim (3)
( Ay sang vùng (4),... ta cỏ  lliê thu clirơc các khuán lạc vsv  tách biệt à các lán cấy 
‘-U 1 cùng (Hình 2.12).

a) Mò tả phương phap

2-2.2. Các kĩ thuát C (f  hòn

m

b) Kél quả thuán chủng một sỗ vi khuẩn

Hinh 2.12. Thuán chùng vi sinh vât bảng quo cấỵ vòng 

hì  Tliiiíỉỉi clỉiuìíỉ V̂ Sl' hủỉii; CỊÌÌC tìiỉỉì'^

Nho IIIÒI uiot clỊcli huvcn pliỉi ièn mặ! thạcii, clùim C|ue Irane vỏ Irùii" dàii đCni 
.ụiot dicli Iiày trcii hc mát mòi Irưonu ihacli l ionc cĩìa F\-tii I, sau cló clìiiiu cliínli 
CỊIIC Iiiing này l iép luc cli;ú 1C'I1 kliáp bc in.it mỏi tnròiie thacli troim đĩa Pcti i 2, rổi

I.n,i | ’c i i i  thứ 3. Iliứ 4. .. la sẽ co  c.it kliu.in lac: v s v  (luiaii cliun<; troiis các đĩa Polri 
ciiol (Ihườim chi đén íĩĩa Pctri ihir 3 clã clio kẽt tjua tõt) (liiiih 2.13).
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N, •

-  A'-;

Hinh 2.13. Thuấn chủng vi khuẩn bàng que trang

Hai phươnu pháp này íhiiậiì liệĩ) clio việc phàn làp lai cỉc íluiaiì clnini: cac 

clìunii uiont: hị nhicni khi nuôi cày e iừ  íiiốni:. lioậc nehi nizò chưa lliuàiì chuni:  sau

khi phân lập tìr các C(if chàt. 'la! cà các  ciiini: cụ \ à  các lliao tác trcn đây đciỉ piliiii

tliực hiẹiì Iroiìii dicu kiẹiì vo trùnu nliữ đã luróìii: dẫn ơ bài 1.

( ) C'av clinyữỉi \ s\ Síỉỉi'^ íỉĩiỉ P c ỉri Ìhhì'^ c/iỉi' i (iv

Sau khi đã pliàiì lập dược các kliuân lạc v s v  (luián chủim trên đìa Peĩri. cli-iiiu 

Cịiic c à v  dc cây  cluiyèiì  c h ú im  sixnn c á c  m ỏi  lnròim tiuyim ứim dc neli ión cứu.

-  Dùnii qiic cây võ irùnu lây lììỏl ít sinli kliối v s v  llìuaii cliun^, cay cliinvèn 

sang niỏi Irưcyiìị! Ihạch trorm đìa Pctri.

CY) tlìc dùiii: pliư(yiiiz pháp cáy clìáiiì đicnì, htìặc càv /íc /ăc (hình 2.14) lù\ vao 
IIÌUC đích imhiêii cứu.

-

Cày zíc zầc ' /  Cây chấrn điểm

Hình 2 14 Cấy chuyền sang đĩa Petri bầng que cáy

íl) C'â\' ( liHvẽn Síỉỉii^ ( á( ÓNî  ỉì^lìiệỉìì hàni^ í/iic  í í/v

Khi Iiuỏi v s v  trong ôim lìiihiệni có ihc câv Iroim mõi Iruííiìi: dich ihô, có ĩhc tJci\ 

dâm sâu vào mỏi Irưòim lliạcli điniu lioặc cây trên bc niãt moi Irưòiìí: llìạch nehiènL’:.

-  C (i\’ ( lìii\'cn ĩừ  Cí/í' ('3//Í,' ỉliiian  íữ ỉHÒi //7/V///Í,' ỉliỢí h :
Phưcĩ i ìg  p h á p  c ã v  c l i u y c n  i i iò i i i ’ l lu iái i  l ừ  m ỏ i  i r ư ò ì m  Ihạcl i  đ u ơ c  n i o  tá ơ  h i in h  

2.15 và h ìn h  2 . 1 6 .
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>ì, /H /JC
ỉro í' b t' n\1ỉ tha i:h

l > 1

Cac h i/ơc  (,nỵ 
đãnì sâu vn o  t l.a c iì

Hinh 2 15 Cac: kiểu cáy bàng q i j ( ‘ ■ ciỵ ÍÌU/ í(u'')íVj thạch trong óng nghiệitì

1 Cỏn; õng giỏng giữa ngón ỉro và ngón cai cua l:a-'- 
íDy tr-ỉi í! VI ĩr i n a rT i ngang sao ch o  m ãt rnòi ỉrư ơ f''ỉ  ̂ , 
v:>v '!10C quay ỉẻn ph ia trèn  T ay  phài cám  que Ciì', 
như  c-:ỉni but, Khư trung  que cây trẽn ngon  don ÍOI 'ĩừ 
ncịuo' CỊ.-iri fìqon  đen

z Dung ngón  tay ut va ngón nhán 
'■ -a tia ĩi íay phả i m ỏ  nut của òng  g ióng 
Khong được đật nut óng  ngh iém  xuông  ban 
G ‘ư rriieng ông  ngh iêm  gàn ngọn  đen.

3 Đ (' (]ue c;ãy nguỏ i rói láy m ổt vòng  vsv  tư 
Oỉiq ')iori() thuãn

•ỉ Cnv vsy voí) óítg MT m ới

Ẳ
■'> Hv cnq  ngh iẽn ì va nut

,0 :̂ trun  ngon đen
7 Khừ trung  ini ',^ue cây trẽn  
ngon đen cỏn

Hinh 2 ,16  Kì thuàt cáy cíìuy'!!) VbV 'ro tiiị ònq nghíẽm  bằng que cấy

-  C íỉ\ ( Im vrn  \'i s iỉili vùỉ ỉử nini ỉ! Ifntì[> íli< li ílic húii'^ p ip c ỉ:

( 'íkh cà\ !ru\'ciì \  SV' íìr IIÌOI Ii UOỈIL! diclì ílìc lììoi uưòni: imVi lìlìir lììiìlì 2.17,
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I .Trọn đéu dich huyển phu vsv bãng mây 
trộn dung dỊch hoậc lắc nhẹ bằng tay

v„ •'

2 Dùng p.peí thủy tinh đã đươc võ tri r.g

, p

3. Gắn đâu pipet vào chuôi có bộ phân điểu chỉnh hút 
dịch. Nếu không có bộ phận này. có thể gắn đấu pipeí 
bang quả bóp cao su

' .

V  '

5. Hơ nhạnh miệng ống nghiệm trèn ngọn 
đèn vàí tần để khử trung

6. Khừ trùng lại miệng ống nghiệm và 
nút bỏng tren ngọn đen

4. Dùng ngón tay út cùa bản íaỵ phcií n^ờ 
nut ống nghiệm chứa dịch huyến phù vsv

6 Dùng plpeí hút dịch trong óng nghuim

8. Nhỏ 1 giọt dịch íừpipet lén mât MT thach trong đĩa Petri 
hoậc vào mói trường trong ống nghiệm hoậc lãm tièu bản

9 Bỏ pipet váo nơi quy đinh, 
đem khửlrung trước khi rửa

Hình 2.17 Cấy v sv  từ mỏl trường dich thể bằng pipel
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2.3. ( ’ik thí n<Ịliiệm cụ thè cúa bài 2

 ̂ McSi nlìóni cỏ 3 cíìa Pctri moi líirờniĩ iIì;kIi. tl.!iỉ‘j  niỏl íĩĩa (ỉê iỉìuàiì vluiim 1 

loại v s v  bane tịuc LÙy: 1 đìa dìiiiu ray / í c  /ác .  IIÌOÍ đìa ílùiìii cày cl.aiV: clicni v s v  

( I ư í í n i :  ứ i i i i  v ớ i  n i ỏ i  i r ư c n m  d ã  c h u â ỉ i  b i ) .

- Mỏi sinh vièiì cỏ  3 ỐIÌU nuliioiii (Jà chuiiii t''i ơ hài ỉ; hãy cấy các v s v  vào

các  6nụ nuhiện i  này h ã n c  ciíc phưdìi;^ p!iáp phiì Ikíịt trong s ố  các  phiRmg ptìáp đà

líìnlì hiiv ơ 'rcii.

2 4 Hưd. ịị v;an kiêm tra đánh giá kèt quà bài thí nghiệm 2

Ycii cấu cua hài 2 là nám vũne các thao lac võ trùng troim thực hành v s v ,  kĩ

l l u  -it '')1i:ìiì !ập  v à  l ìu ỏ i  c á y  v s v .

Đc kiẽiiì ỉra các ihao  lác vỏ trùnu. iziáo vién cán trực tiếp kiểm tra thao tác 

cùiỉ tìrng siiilì viên hoặc  qua  các kcM quà câ \  chiiycii v s v  sang ốim mòi trướnu 

niói t)nu Ĩ1 1 Ớ1 tlìii được phái thuán.  khôiiu hị nliicni các v s v  khác do  thao íáe vò 

liùng kciii.

Kẽ! quá phr>.i Ị(ip dat yêu cẩu klìi phân lãp irèn Ĩ)K,; ỉrirờiig đặc trưng dành cho

nhỏiii 'v s^' ;h'í ch:* vcu ià nhỏni v s v  uó i n o í . Cấc KL phái lách biệl nhau, số 

K L tr 1 d'  ì ỈVtii klìôim đưoc \iroi quá 250 -- J()() và không ít dưới 30 KL.

Kèt Lịv.A cày chiiyer :  V s v  phái ílìu: n. khỏĩii: lìiiiciìi, đườiig cấy phài gọn và íìcp.

-  s . n h  VÌC! C-in l à m  h à i  tưỜỊiu trình, v í  d u  lìhu (í !>áni> sau:

Tr.í nghiệm

Phán lặp

Ph:Mng pháp 

sử  dụng
Độ pha i  

loãng mẫu ị
Kết quả

vsv
ị -  N h ặ n  biếí s ơ  bộ  c á c  !oại v s v  
I thòng thường, vi khuẩn, xạ khuẩn, nấm  

! mốc, nản ’! (Tien (quan sát hình thái KL).

j -  Vẽ m ô tả loai KL của từng nhóm 

I v s v  (nấm men, nấm mốc,, vi khuẩn, xạ 

: khuẩn) phân lập được.

! “  Nhân xét các kết quả phân lặp

I (thành cỏng hay thất bại), biện luàn 

i cac  kết quả.
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2. Cấy chuyén : ^  ị - Loai v s v  cấy. nhan xet s ơ su ìh
v s v  trưởng của các loại v s v  náy:

! I  - Trén mỏi trường thạch nt]hỉeng
I theo đường cấy lúc đáu. v s v  ni0(. to't
I xảu. moc theo đường cấy, moc t r a n  ra
I ngoài đường cày.,.

; I Ị -  Trẽn mồi trường dịch thè- sư

’ ' : b iến  đổ i m àu  c ủ a  m õ i trư ờng . VI tri m ọ c

ị ! của v s v ,  giải thích kết quả  của [ìhi/ơi-ỉg

ị pháp nuòi cấy này.

I -  Cây đ àm  sàu vi khuản trong 
Ị thach : có  m oc hay không  moc, m ức 

' đ ộ  m o c , g iả i th íc h  ta i s a o  !ai c ỏ  k ế t 

ị quả này.

-  Ciiáo vicn cáii Iiêu ra Iiìộl so cáu hói kièiiì tra sự nliậii tlìức các kiên thức cơ 

bân cửa bài, kicni tia Irưc ticp các kêl qua ílií Iiiihiệin cua lìnií! siiìli vièii. plian iKh 

sự ihàiili hại cua các ihí imlìiệm đê Iiiúp lio lìicii kĩ hài hơn.

2.5. Một sỏ càu hôi

1. Có plìái irên các mỏi trircyiiu dành cho vi khuan có lliàiìh phán như trìnb h h \  

troim bài chúng ta sc tháy chi có các vi khiián IIIOC khonu, v'i s;u).  ̂ Hày dạt ta ii  lioi 

iưcTnig lự như vậy và Irà lời đói với các  mỏi trircyim dành ch o  lìáiii nicn, xạ khuân, ỉiani.

2.  Tại  s a o  k h i  c ấ y  v s v  l ê n  m ặ t  m ỏ i  trưìti ig Iro im  ỏ n g  n ^ h i ệ i i ì  la  plial  c á m  O ne  

nghiệm ngang Iiià khôMi: câni thãiiu clứn<z?

3 Tại sao phãi khứ liíinu CỊIIC c';Vv Inrớt' và sau khi cây v s v  '

4. Khái niệni v sv  ihiiấn clniim, tam qiiiin írọnu cua việc íhuán clìuni!

5 . Nliữníĩ đặc diciiì nào nói Icn hình ihái cua klìuan lạc v s v ?

6. Tại sao ta lại phài hơ niiệim ống ĩmhiệm liáii nuọii lửa đòn khi niơ mìí'.'

7. Nlìĩriig ciấii hiệu !iào cho  hiốt cỏ sự sinh ĩrirớnu ciia v s v  troni: Iiìoi Irưònu

dịch

s.  Tại sao phái khứ trùng lììặt Kui Inrớc và sau khi ihực liànỉi'.^

9. Hày giai thích vì sao tronu cùim mót Kl,.  v s v  ihườnu siiìli írirírni: nianli ơ 

vùiii: nicp. clìậni nhài ớ íàm K L ’.̂
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III. PHAN NÔI 1)1 \ ( ;  THAM Kll  \ ( )

3 . 1 .  ỈMuin h i p  n i o í  s ò  \ i  s i n l i  \ ; i l  l h i í u n <4 

Phan h ip  m ot so lo a i tlì iio c  ch i iìa c illas  

riii lìt/( i l lns  uõm các VK liicii khi >i!ilì ỉ \ io 1[[' chịu Iiliiộl. Vì íhc. đò phàn lập 

' l u o i .  c; ie'  l o à i  í l i u o c  c h i  luỉi illiỉ.s l ì ì n i  c ; k 1 i  t l c  l i . i i i u .  ỉ i u ư ò i  l a  t l u r ò ì m  đ u i i  s õ i  i i ì iUi  

|’>li:ii liỉỊi 1? plìúl  đ ẽ  lo a i  h o  c á c  \  s \  k lion'j Miilì b à o  íử,  s a u  đ ó  ciùiìịĩ c á c  n ìỏ i  

ir i rời i :  i l i i ch  h o p  đ õ  phãi i  ìi\p.

.ỉ .  /  .J. /V / í / / /  lạp Bacillus suhtiỉis ịtnỉc khuan co kho)

)ui ii:  d a o  ( k é o )  Ciil l ì h o  c o  k l ìo  ctn) \  ;i() biiìl i  Ịu>n, l l i è n i  n ư ớ c  s ạ c h  v ừ a  i m ậ p  c o  

klu). ho suiìi: llicni Iiiot íl plì.ìn clìuoiiLí. đun SOI 15 - 20 phút. Đậy  nút bỏim và dê 

ơ \ [\ mi  ơ  3 7  C' t r o n u  2 - 3  I i í z à \ .

rroii  h c  l ì iá l  ItVị-) d ịc l i  c o  k h o  sc  t a o  thiHiỉì c a c  váni:  m à u  x á m  đ ỏ  c h i ì ì h  là vi  

k l ' u ; n  /> siỉhíilis. DììnỊi C|UC c a y  \ o i i i :  l ã \  n a y  p l ià n  l ặ p  trẽn b c  m ậ l  m o i

iriĩờii: thach |R)IÌÌZ đìa Pclri. Sau khi luioi c a \ .  1IC!1 hc Iiiậl mỏi írirìnm sc xuâí hiện 

các  dniãn lạc B. s ỉil)íilis  liìnli dẹt lìlian nlìco. hc lìiat izâp lìcp. Tè bào B. snỉhili.s có 

lir.il uâv Iiìánh (0.(S -  1.2|.IIÌ1) X (1.0 ~ lO^uìì), hai (.lau ihưctim tròn, diniu ditii hoặc 

\ù p  [ lành c l n i ổ i .  B à o  l ử  h ì n h  õ v a i ì  nãi i ì  ()■ l iun i:  l ã m  h o ặ c  l ệ c h  l â m  lè  b à o ,  ít klii  

l à ỉ i i  ô b;'u) p l ì ổ n i ’ lò n  lại  c l i ổ  c ó  h à o  ỉir.

1..'. Phan lạp B. mesenterìcus (triỉc khuíìn khoai tay)

-  ('luiãn hi mõi trườiii: niicim klK>ai íây: Chdiì cu khoai tày khỏnu hị bệnh,

rử a  acl i ,  k h ò n u  u o l  h o  Ví) rổi  \ à o  ciuiìu (l icl ì  \^( N a , C O ,  t r o n g  2 phút  đ ê

ỉnIII!  h ò a  a \ i í  c ó  Ir onu  k h o a i  lã \  .

-  Il ii í i  nuarii!  c ú  k l ì o a i  l â v  l ỉ iàni ì C.K liii diì\ 2 " rãc m ỏ l  l ớ p  i n ó i m  bcM

p l ' ã i  v iẽ ì  h a i m ,  t i o ã c  h ô l  N a , ( ' ( ) ;  Icn hc inaí  ciic Iiìiciií i  k lio i i i  tây .  H i íp  c á c h  t l iúv  

3( I p i ú l .  rói đật v à o  h ộ p  Pclr i  d à  loi  s;in Iiiol ĩ i i ici ii i  i : iãv l ọ c  v ỏ  trùníi .  S a u  đ ó  đ c  ớ  

tú â*i ớ  3 7 ' ( '  t ro í ig  2 - 3  nizày.  l ivii  I v  niai lìiiciii^ k h o a i  l ã v  s c  x u â ì  l ì iội i  c á c  K L  

t l n  n i  I i i ì i i m  l ỉ l ì i u i  n l i c o  đ ó  l à  B. ỈỈU’.\(’IIỈCI li H\. C o  l l ì c  Ị i c p  t ụ c  t h u á n  c l i u ĩ m  h a i m  CỊUC 

cu y  ÒIIU trcii  n i ỏ i  Irưíyỉiu M F ^ \  í;ỉ sC' c o  c i íc  khiKiii lac lỉ. ỈỈỈCSCỈIĨCỈ ií lis h ì n h  ỉ i ò n  

Iil îar n h e o ,  n i é p  k ln ia i i  l ạ c  h ìn h  raiii: cư a .  I c  b à o  c u a  B. ỉtìeseaíeỉ icĩis l ì ìnl i  g ạ y  

kí'jl llìước (1,5 ~ 5,()iniii). (Yic loai Ihu illiỉs  ihiiòn': i:ạp khác như B. ìnxi OÌdcs. 

hit V ỉttc^^iithcì ÌỊitn c ó  llié ciẽ ciànu p\hìW lap lừ cl.il sau khi đã xử lí ơ  1()()’C' Irong 

15' - 2 0  pliút i i ẽ n  m õ i  trirờni: M P A
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3.1.4. Phàn lập Clostridium

Chi ClostriíỊiiiiìi  cũng sinh bàu tử. SOIIÍI khác với fìu( illiis. C ìosn  idiiiin là VK  

kị khí tuyệt đối nen ncoài thao tác xử lí nhiệt p!iài phân lập troim dicu kiẹn kị klií

Đ ổ  m ò i  t r ư ờ n g  v ò  trùi ií í  VÌIO c á c  ỏ n g  ĩ i c l i i ộ n i .  l . ấ v  In i l  d ị c h  pl ia l o ã n ” clàì t lu a  

vào mỏi trircíiic thạch nóng  chày có bổ si;ng thêm Ig nalri t iòclicỏlat hoặc xysicin 

làm chất khử oxi ớ t rong ống nghiệm. Đui'. sôi cách lliủy 1 5 - 2 0  phút dc loại bó 

c á c  \ ' S V  k h ô n g  s i n h  b à o  tử,  s a u  đ ó  làni  n c u ộ i  n h a n h  m ỏ i  trưònic d è  đ u ổ i  h é t  V)XÌ tự  

d o .  Đ ổ  i h ẽ m  m ò i  t r ư ờ n g  v ô  t r ù n g  v à o  c h o  d ầ y  ố n g  n g h i ệ m .  Đ a V  núl  c a o  s u  c h o  

k ín ,  t ạ o  cliéii k i ệ n  kị  k h í .  Đ ế  v à o  tủ â m  4 8  g i ờ  ờ  3 7 " C .  T r o n g  m ô i  trưcĩiig ih i i c í i  s ẽ  

xưAl h i ệ n  c á c  K L  n h ó  c ù a  Closti iiliiiiH.

3.1.5. Phán lập Staphylococcus

Skip/iyloccH cits là V K  kị  k h í  khôriR hát  b u ộ c .  Đ c  p i ià n  lậ p  d ư ơ c  Síapliyloi 0( cn.s 
trước hêì cán làm giàu bằng  cách ii với môi  trường Manitol  chứa 7% NaCl trono 

đ i ề u  k i ệ n  kị k h í  4 8  g i ờ  {ở đ i ề u  k i ệ n  n à y  s ẽ  ứ c  c h ế  s ự  p h á t  tr iến  c i i a  BiU ÌUits \ à  

MÌCÌOÌ CH CUS h i ế u  k h í ) .  S a u  đ ó  p h à n  lậ p  trên  m ỏ i  irưíyntí  M P A  tr o n g  d ĩ a  P e t i i .  S o i  

KHV, nhuộm Grani ,  kiểm tra khã năniỉ sinh catalaza  và lên m en  gliicỏ/ơ. Nêu c;íc 

V K  p h à n  l ậ p  d ư ợ c  là  c á c  c ấ u  k h u ẩ n  G ' ,  c ó  h o ạ t  t ín l i  c a t a l a / a ,  c>') k h á  n ã n g  l é n  m e n  

g l i i c ò z ư  thì d ó  là c á c  l o à i  c ù a  c h i  StapliỴlm 0( (U.S.

3.1.6. Phán lập Pseudom onas

Pseiidonioiuis là c á c  trực k h u á n  G “ h i ế u  k h í .  k h ô n g  c h ị u  tá c  d ô n g  c ù a  p c n i x i l i n  

v à  c v c l o h e x a m i t .  V ì  i h ế ,  đ ể  h ạ n  c h ê  s ự  s i n h  t r ư ì m g  c i i a  c á c  V K  G '  n g ư ờ i  ta b ổ  

sung penixilin và cyc lohexam id  vào mòi trường phân lập.

-  Lấy Ig mẫu đất hoặc cơ  chất định phân lập c h o  vào 20m l  mòi triròrng dinh

dưỡng lóng ờ  2()’C trong 24 giờ.

-  Phàn lập bằng que cấy vòng trẽn niỏi trường thạcli chứa Pcnixiliii, 
Nỏvòbiôxin và cyclohexaniit chóng nấm. Đ e ừ 2S -  3Ơ"C trons 48 giờ.

-  K h i  c á c  K L  m ọ c  trên  m ỏ i  trười ia  t h ạ c h  c h ứ a  k h á n g  s i n h ,  t i ên  h à n h  n h i i ộ i n  

G r a m ,  th ử  h o ạ t  t í n h  o x i d a z a ,  t h ử  k h à  n ã i m  l ê n  m e n  g l u c ỏ z ơ .  N ế u  là V K  G  c ỏ  hiOiit 

t ính  o x i d a / . a ,  k h ô n g  l ê n  m e n  g l u c ô z ư  d ó  là Pseiulotìioiuis.

3.1.7. Phán lập các vi khuẩn  Lactic

Vi khiiàn lactic là ciíc V K  háu hố! khỏnỉz có catala/.a,  khône  sinh bào ti'r. 

thiràm là các VK vi hiếu khí và kị !- hí khõpg bát buộc, l l iư ờ n s  sập nhicu trong
các Síin phám lên nicp. tront’ đirơni! !1'Ỏ! CIUI pgười và dôn-’ ''At
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f)ac đièiii cua  V K  lactic l;'i Uioĩiu :o Mloclirôni b(íi tliẽ nó khỏim hi ức chê bới 

Iialii >1/11 (N';iN,). vì vặv nẹười la lliưonu chi' ilicni cliat này vào dè ức chê  bớt ciíc 

V S \  co xiiõclirỏin.

'í rước klii pÌKin lâp cán liến h.iiiii u Ircii nioi Iiirờng làm ciàii dc làm tảim số  

l iroii i;  t;i t h e  vi Hi iKÌn n à y ,  s;iii (lỉmt: II10I Irưoi iy  p h â n  b iệ t  d à n h  c l i o  V K  h ic l i c  

(.Ic phan lẠp.

Quy tiình pnàii lặp:

- L àm  i^iùii sô  lượiiíỊ \  K  líií ti( :

L â y  l iai  ỐII" n g h i ộ i n  c h ứ a  m ó i  irưíymi c a o  n á m  n ic i i  v à  0 , 0 0 5 %  ( 5 0  p p n i )  N a  -  

;i/.il (Iiéii  n i i i ố i i  p h a n  lậ p  c á c  l.íu ioìtiu iììus c ấ n  d ì i i m  n i ò i  trưừi ig  A P T  -  A z i t  Iialri 

í hira 0 .0 1  c y c l o h c x a n i i d ) ,  c h o  v.,() ( ló li; đá i  ( h o ặ c  5  t h ì a  c à  p h ô  s ữ a  c h u a ,  n ư ớ c  

(lư.i I. h i ia . . . ) ,  d ổ  lố n  b é  m ặ t  n i ỏ i  t iư ò ì iu  IIIỘI liVp s á p  h o ặ c  d ầ u  k h o á n g ,  ù ở  n h i ẹ t  đ ỏ  

tưaim línig. Mẫu lấy phân làp tronu 24 -  48 giờ.

D ù n g  m ộ t  t i o i m  n h ĩ m g  p hirơ im  pliáp p h à n  l ậ p  ờ  b à i  2  đ ể  p h à n  lập,  s ử  d ụ n g  m ó i  

t i u ò n g  A P T  t l iach  c ó  c l i ứ a  5 0 p p m  N a N ; ,  lOOppin  C y c l o h e x a i n i d  S'à 0,3‘yí C a C O „

II trong 4S giờ  ừ nhiệt dộ  nhir trcn. Sau khi xuất hiện các KL với vòng phân giài 

(. 'aCO,. tién hành phán ứna catal;\/,a, chọn các KL catalaza âm tính. Lấy các KL 

Iiàv c â y  trơ lại tr ẽn  m ỏ i  t r ư ờ n g  d ị c h  tlic A P r  -  a z i t ,  s a u  đ ó  d ù n g  p h ư ơ n g  p h á p  

llniầii chúng bằim que  cây vòiig lioãc que trang.

-  7V.V/ kliắiiỊ’ dịnli-.

Sa u  khi  c ó  c á c  K L  t h u á n ,  t i ế n  l iàiih nt>hiẽn c i n i  d ô  k h ẳ n g  đ ị n h  đ ó  là  V K  la c t i c  

VỚI c á c  d ặ c  d i ể m  đ ạ c  tr im g;  G \  k h ỏ i i g  s i n h  b;'u) tử,  c a i i  k h u ẩ n  ( s o n g  c ầ u ,  t ứ  c á u  v à  

liên (.ẩu) hơặc hình gậy (dcni hoạt' ciiiiỏi).

(  ù n g  c ó  t h ê  d ù n g  m ó i  t r ư ờ n g  M R S  ( M a l t o s e  - d e  M a n  R o g o s a  S h a r p c ;  

M  - M R S )  d è  p h à n  l ạ p  V K  h i c l i c .  ỉ ) â y  là m ỏ i  t r ư ờ n g  c h ọ n  l ọ c  d à n h  p h â n  l â p  

VK lact ic từ sữa chua .

3.2. Phàn lập phage kí sinh trẽn h. coli (/:. coli phage) từ nước công

riidi^ư cỏ  th ể  p h à n  l ậ p  d ư ự c  từ Iil i iẽu m a u  c ơ  c h á i  t r o n g  t h i ê n  n h i ê n  b ơ i  v ậ i  c h ú  

t ủ.i chiing là vi khuấn, Iihâì là Irèn E. (Ỵili. E. ( o li có mặt  nhiều ờ trong dườnu ruột 

. 1 1 . 1  ilong vât m áu  nóng,  troiiii |-»lìài) cua chiiiig. Nước thái chưa xử lí chính là 

IISIIIỔII chứa nhiều E. co l i  và E. coli phaL’c.
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i i í  ỉih lỉin/r^'. t )c  phan l.ip i.hi\)V ỉ. l o/ ỉ  Ịìlìa'’^. Iiìiov lirn. \)\HK' r.Mìu

clirơc íhii lliap. ho siini: ihciii \ a l  cliii la /■.- ro ỉi. n tv 37 'JU>. N.tii clo lii '̂ L|ti.i pliin l‘K' 

(í).4?|.iin lìoạc 0.22Lini).  ihn dịcl ì li»c. iliọl c.ic Ic 1x 10 \I klm.iii kli.t'. '̂O klìM n.iii': 

cỊua loc haiìL: cliloroloiìc.  l a ihu CỈLIOV cÌỊcli loc chua /■. ; í'// [>lìa<̂ c. tỈỊcli ÌKI\ V t' ilìo 

caì ‘l i i ì íV lu  lanh nhicii ihaiii!.

ĩ i c i i  l ià n lì  | i l ìan  la p  /: i o l ỉ  p l i . iu c  l i ĩ  d i c l i  ị i K  c ; ich  11C|> i iK  IMMI

/:, íY>// \ ậ t  chu.  sau cỉo c a \  Iiai cÌỊcli ỉ i o n  \ù\\ l ici i  nioi Iiiro‘n>: iliiicli tiiinli J i i  

/: ( í'//. I roiiu ihực ỉc. lìuiiòi la ihuùni:  cliini: pliiRviìi! ọhúp 2 lt)'p ihacli; tl.iii 1K’I 

J o  \ ; u )  đ ĩa  P c ír i  l ì io t  lớ p  l l ì i i c l i  c l i i i l i  t l i i ò n i :  c li inh  c l ìo  l \ .  ( o h  ( l o p  l l u c l i  IICIII. i ! i : i  

kli;íc. ỉ i ó n  clịclì loc \ ớ i  (Y>// \'àt) Iiu>i lrii'ò'n‘j  ihach kliae.  sau tló e!(> \cw \ \ '  IIKI 

KVịi ihạch ncii. Lu) ihaiih li>p thacli bc Iiì.i!. '1’itMìu tỊiia liiiìh nhan Icn. MHII co n u  

l ion i i  l lìaclì K' lììãỉ sõ lãiì coi ì ii  c;íc Ic hào /:,( rV/ hiii LMIK íao  ílì.inh L\ic cl.iiìi k. . c

hài) bị tan (\'CI tan -  ỈMaquc). Moi \ c l  taiì !ẽ bào na\ chroc coi là clo mo! Iial \ 1MI 

hic cỉàu L!ã\ ra. \'1 tlìc. clo‘n \ ị  u a \  I.III Ic hào cliiov ‘J(M l;i ỉ^|-l ([''laquc Ỉdiíììiỉì- 

ui i i l  -  P1 1 I.

l , a \  \ i inu  Ic hiio clicl nà\' c a \  Icii m oi  IMIDUI: intvi clnVa h.co li cl ìúiìu í;i NC tliu 

lUrov ( oli phauc.

I) I ( J i ỉ \  ỈI ì ỉ i l i  Ị ) l i ( í ỉ i  l í i p :

~ ( l i a i  cloiiii c ã \  lam uiìui plì;ti:c L!om c;ÌL- hu\K  ^aii í xci ìi  hìnli 2.IS);

1. i , a \  2 5 m \  niiVvc con*:. II lani lí) pliiil (í 30ÍK) -- 40 í ) 0 \ /p .  ílui clkli IHM.

2. Loc dịch Iioi t|iia pliin loc ().22uiìi loại ho  c;tc \  s \  kliac

3. l-a\  2()nil ciịclì phin loc và Inil tÌỊch nuoi 12 uurii ioi  (.lã lìiioi u

m o i  t r ư ò n i :  l ! \ [ ) í i c s t ) \  ( k l i o . u i í i  l ( )  ( T l  / m l )  c l u )  \ a t )  J!(>tiil IIÌOI IIIKUIL', I 

tỉDim hinli tj in uiac ^lH)ỉiìl. boc  lx'ii Iiuo.n hiUìLỉ t:ia\ lìluuii.

4. N u o i  (V 35 C' l i o n e  24 v.\ơ.

~ (ÌÌMÌ đoan |ilì*ui lập pliauc uòni các hu\Vc saiỉ (liinh 2. IX):

5. I .ọc tlịcli lUioi c á \ ’ ơ hiroc 4  haniỉ lìhiỉi lov' ().43iuìì.

6. Lâ\ S.Oiììl dịch loc \ à(ì c;k' onu nulìicm L'(> lUit \ (> a \ .

7. riicin 2nil cli>u>l(H>c \à(> m o i  onu lỉLĩhicĩii clo. Lic elcii. ihu tliiov L.IL ( 11' 

‘i io n u  phai:o.

N. ( )ni: uitMii: plì.iLic c ó  llic clùni: ỉìL:a\ ho;ic uiu (T m liiỉìlì đc cliiiiu dan
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‘í. PIki loãnu lIịcIì uionu plia'jo: hnnu piỊVi litiị i \1 \U\ (iictì uuìiii: i-tliauc (klioiiu 

n l i t i i i ; .  s ; u i  c l á i i  Ị i i p c l  \ à i ì  d ị c l i  m o i  li  í i n ì i ' j  i o i ] ‘j  )  ̂ i ỉ U \  C! t  ^ a i i u  o i i i :  n i i l ì i ô n i  I i c p  i h c d  

( I i i n i n :  t l a i i  i - í i i - cl  \ a o  m o i  ỉ n r o i i í : -  b o Vi t  i Ị iKi  h i í i i i  !. t i  \ , I I  l a i ì ) .  I ' l i n \  p\pc\  I i à y  b ã n u  

pi|H I \hac' \a  lap lại lìliư licn clc pli.i \oA]\': licíì ỈICỊÌ lỉicli |’>liaiZC tlico \ inuon.

I(‘. Siiii khi pỉia loilni! cliclì ph.i‘jc, 1.1\ 2 l:h>i tlich /:. i o l i  tlã mioi cày  12 V.ÌỜ 

()■ iiKíi liiùvim r \-ii) các oiiii moi liiitìiì'  ̂ lop lìì.iỉ J.I hiiìi lìóim chay và clõ imiiỏi u' 

4S S(I (' (dìini: các pipct llui) liiili LO IIÍIỊ l^oiìíi ()■ 1 daii dc tliirc lìiệMì ihao lác

I I . t> I. I n t i i i :  SIK>Ỉ Cị iu i  í i ì n l ì  i h ư c  l n c i i  [ l i . u> t . K  I K I \  p h a i  g i ữ  c á c  o n i :  n í i l ì i ệ i ì ì  i r o i m

b c  m i  vl (M ì I i h i c i .

1 . Nua\ S<UI klìi llìưc hicii birov 10 xt)!!*:. dùiii: pipcl vò Irùiiu láv ().5nil ùr 

OIU' piiì loàim 10 ■dịch pliaec clui\cii  saiìu OIIU Iiuhiệin chứa mỏi Iriùnm lliạch lớp 

niai J | e ã \  /: ( o lì ơ hước 1(1, lãc dcu \o\ đo  Icn tivn bc mạt lớp thạch đáy troiìíz đĩa  

pclri. Nuliicnii cìĩa Pelri dcu \ c  các pliKi dc ịớp ỉlìaclì Iiày dàn clcu l iẽn l(Vp đáv, đc  

|o‘p ị| ỉcli tx' niat đoim lai.

' ( l iu  í lìiì: L(Vp íliach đáy Ironi: clỉa Pctí i lUroc cliuâiì bị Irước như sau: Điiỉi  

l.tn 11 oiiii niiliicin chứa I5iiil ĩiioi lnionu thach lop diiv, dê lìiĩLiỏi dẽn 48  -  5 ( r c .  

đo \ i ) 12 dĩa IVlii, cl iờ cho clonu lai. Sau do đõ l(Vp tliạch Iiàv klu) qua đêni ơ ÍII 

ãni 3" ('.

( a c  do pha loàiii: khác cùnu ticn liàiili Iưtriii: lư như vậy.

12. Lál Iieươc các đĩa pcli i, UOI lai \a  clc \ à(ì lu ani từ (S -  24 uiờ. Sau cló có  tlìc

t l c  I n  n u  t u  l iUì l i  r ò i  p h â n  í í c h  k õ l  C|IKI.

( P l i i i n  ĨK l i  k í ' ỉ  t Ị n a

- Quan sát kì các đĩa pclii hưov l . \  clciii so lươni: các vùiiii lẽ hào bị íaiì 

(pl.R|ic),

- Dùiìt! 1 đĩíì Pelri ơ đõ  plia líìăiiiĩ ro so platỊiic (hích ỈKTp -  250  PÍ^LVcỉTa 

Pciri clòiiì tổnu số Pí''l Vnil lurớc coiiii hic (làu haiiu coni: lliức:

A  -  X  : V  : cir 

ronn dó; A là tổn*j sò Pf'l '/lìil IIIÍOV onu 

X là số PHlVdla F\‘ln 

df  là dọ pha loãnu Iiìaii 

' í dụ: V = {l.5ml. X = 250  Pì l . do pha loãii- la 10 ''

\  =  250 ; 0 . 5  : 10  ' =  5 0 0 . 1 ( í  -  5 , 1 0 '  Pỉ r / n i l
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■ ỷ

1) Li tàn^ uớk' cống

I--»ì'»

r Ĩ !
l ỉ -

2) Loc qua phin 0.22Ị.im

8ml f=^

S) Lọc q 'ja I . . . 0,

'ỉ 1 

' ỉ u
6) Lấy 8.0ml vào 

óng nghiệm

1 m l  / :  Í I - ' / /

t------

3) Lấy 20ml dịch qua 
loc và 1ml E. coli

J

I I
0 5 r\> 0 5 nỉ

c.b •"!

i r ' Théfn 2 giọi dinh E cclt 
va ' cac ống mỏi trướng 
thọ ':h lớp trén bán lòng g:ữ 
trorvi oe nước ổn nli ẽ ĩ

-Cp thạch bé mât 

'Mo thạch nến

5 in,

7) Thèm 0,2ml 
cloroíooc

0 5 ml

Đậy bãny g 'ây nfiôm

4) ủ ờ 35' C trong 24 giờ

u
8) Thu dich qua 

iọc giống

I”i

0 5 mi

4 Sr

10
0.5 n!|

KJ
10

n

i 5 T.l

9) Pha 
loãng 
mâu dịch 
giống 
qua lọc

J U - .  u  I 
’p  M M i r i

■ í  ( [ ' (
' - -

11) Ễ?'̂  !èn r̂ ế :n. ' lớp ^ền. dan đều và gtử ở 37"C

\2) 'ia i: 2 - 3  ngày, trén hê rrĩ.ị [ lói í.rường 
s*> xuàì hiện các đám tế báo Plú^ue)'

'i) Đĩa °f)trl chứa E coli khòiiy rhíéín phage

b) O h Potn chứa E coli nhiẻn': p h . i, '

Hinh 2,18. Các bướt, t ến hàn  ̂ phân lập E.coli phage

56



Bài 3. ĐẾM SỐ LƯỢNG VÀ ĐO KÍCH THƯỚC 
TẾ BÀO VI SINH VẬT

A. MỤCTIÉU
S;iu khi hoc xoni; bài này, sinh \icii cú ilươc cac ki nâim saii i l á \ :

-  Đcìii đưực số lượng té bào v s v  báne các Ịihiroiiụ pháp khác nhiiii.

- Đ o  được kích tlurức té bào v s \ '  tiưíVi KHV,

B. NỘI DUNG
I. PHI ONG PHÁP ĐKM sổ  L l ONí; rí: lỉÀO VI SINH VẬT

. ỉ ) c m  số  lưựiig tô hìio v s v  là Iiiòl troni: nhữnii phương pháp được sử dụim
Iihicii trong Iiíỉhiẽn cứu v s v .  đặc  bict h'i khi ncli ièn cứu sự sinh tnrỏng tủ a  chúng.

( 'ỏ n h i ề u  ph ư o ì iu  p háp  đ ế m  s ố  lư ợ n g  tê h;ìo v s v .  Ta c ó  thè’ c h ia  ihành  3 Iil ióm:

-  PhU ím g p háp  d e m  " ián  tiếp:  dciii  s o  lu c n u  tố bào  s ố n g  klii ni iòi  CiVy trẽn 

i.'C'ị l íườne thiicli. trcn pliin lọc vi kliuán...

-  Phircĩiig Ịiluip đ è m  trực t iếp;  hănu  phò im  dcni  to 'oào.

-  Phương pháp đo  độ đục ciia sinh khối (pỉurcíng pháp cho kêt quá nhanh 
song không  phân biệt dược Ic bào sốim hay té bào cliết).

í . l .  P h ư ơ n g  p h á p  đêm sò lượng té bào Sống trẽn  đìa  thạch

Số  lượng tế bào sống trong các mẫu cơ cliâì phân lập trên mòi tnrừiig dinh 
(lưtlmg dặc được biếu thị bằng ckni vị CPU (C’olony Ponn ing  Unit = clưii vị hình 
ihcinli khuẩn lạc). Mỗi CPU (mộl khuán lạc) được hình thành từ sự sinh trưcTiig cùa 
inot tế bào (hay bào tử) lúc dấu của niộl loai v s v  trôn mòi trưừiig dinh dưilmi:
tliiicli, m à  mĩit thường có thể nhìn tháy.

(/. Vựỉ ìiợii

T r o n g  bài  thực  h ành  n à y ,  s ử  diiiii: kẽt C|uá phàn làp v s v  dất ờ  bài 2 đ ê  d c in  sò' 

lirơnu v s v  sòng.

h. Pliirc/ỉìĩỉ p h á p  dếiìi

'l iến hànli piia loãng mấu và plian lãp Iilnr phir(niu pháp phân lụp v s v  dâl trèn 
Iiiói irườiiíĩ  thạch ờ  phần 3.1 c ú a  bài 2. Sau khi IILIỎÌ cày  ờ  nhiệt  đ ộ  và thời g ian  thích  

liỢp irong lii ám dcni ra clếm sỏ lirợim kliiKÌn lạc v s v  inoc troim mộl cĩĩa Pctri, từ dó 
I ính ra sô Iưtnie lế bào troim I u (hay I in l) t ơ  chát lúc dầu theo cỏim Ihức;

N = (A : V) : DI'

51



r i o n u  N là l o n u  s o  ('F'l 7 ” ani  ( h o ã c  In ì l )  Mìaii C(V c1k'»I (lciiì phan tỉcti: A la 

s o  Iruiii: biiì lì  t lcni  dn'oc Irciì Iiiol dĩa P c tn  ơ  t lo pha Kìànu uhM lỉiiiỉi ÍII): \  \<\ 

iliô l íc l i  m á u  c . ì \  ÍICIÌ l ìiol (,lì;i ỈVlri: 1)1: (.lo plia l(>ã!i'j l ìiau (n lan).

Ví du; Klii pliaiì lap Í)J|1)1 tlicli luiNCii phìi đ<u ơ clo plia loãim l() . Ui cKni 

đirơc 45 ('MVí^ni* Pcw \

Ta có: N = 4 5  ; 0.1 : 10 ' -  45 X 10 ( T l  ,/<z (nil)

rmi i í i  niỏí  s o  lnrònti  l iơp pliai líiili s o  lươni: v s \ '  ircn \ìi c o  chat  kho ,  luc Ac Ui 

pliai hict 1 u co' chãi  d o m  phàn lãp cl iứa b a o  ĩ ihièii  phàii Iraiìì niroc. l ia\  noi  niol  

kh ác ,  Irọnu lưo im  k l ìõ  cua  chãi  c ó  troim I eai i ì  í lc in phân lãp. V í  tiụ, ía la \  dal \ i i ò ‘n 

tlè phãi i lập (đãl  ãni) .  khi  s â y  k h ò  lu  dài  đ ó  íii chi  c ó  () / )  eani  đát. cò ỉ ì  0.1 u là Iiiioc 

đà ha\  hoi. Vậ\ ' Ui có  llìc línlì đirợc sô C IV  vi siiili Viii Uow2 ịv. dãt kho là:

N ^  45 X  10 ; {)}) X  1 = 50 X  10 C M 7 g  (kho)

Số klìiian lạc ticiì niội cíĩa Pctri clirợc coi là ihích hợp clc tính ĩonu C'Fl ' ncii khi 

c à \  0 ,1  m l  d ị c h  pha loàiti: l ì ìáu c ó  kỉ ìoái ii : tìr Irciì 3 0  và n h o  licyn 3 0 0  k l ìu an  lạc t icn  

m ỏ i  trườnu ihạch .  N c u  s ò  luợiìi:  n à y  n h o  l iơn 10 l ioạc  lớn l ioii  3 0 0  ihì kẽt tịua phai  

loai  ho .  H ìn h  3.1 Iiìiiili c li irny ĩiìật đ ỏ  l l i íc li  l ì ơ p đ c  tínlì lổiii: C'í r / i :  niaii  pl iân licli.

a) Sò lượng KL qua nhiéu b) Số lượng KL trung binh c) Sỗ lượng KL qua It

Hinh 3.1, Màt đô khuẩn lạc trén mỏi trường thach

1.2. Đ ếm  sò iượnỊ4 tế  bào  bănịí  phònịỊ  dếm

Đ â y  là ph ư ín ig  p háp  đc i i ì  trực l i c p  s ố  lượn u  lẽ  h à o  v s v  c ó  troiiii  Iiìáii phài i  

tích và là pluroìiii pliáp đirợc sử clụne nhicu nlìât. Pliưíynu pháp nàv kliỏnu lìhữni' 

cho  phép đcni được sò tè hào v s v  nià cùn phàn hiệt các lê hào chõt \ à tc hào SÕIÌ‘J 

nếu Irước đó lê bào dược nlìuỏni màu. 1 c  bào cliẽt sẽ hãt Iiìàu clậni Inrii IC bào sòỉ\v 
clo l ín h  l l ìáni  ihau  c l iọ i ì  l ọ c  c ủ a  m à i m  tè h à o  hị m â ì .  C ó  llìc dì i im b u ổ i m  d è n i  h o i ì ị ’ 

c ẩ u  c ử a  T l i o m  -  ( i o r i a c p  ( đ e m  c á  lẽ  h à o  nl ìàn chii;'m và Iilìân sơ )  h o ặ c  hi iỏ i iu  

Potroff HoLisscr (chi dìini: đẽiii tc bào nhân Sit \ cn i  lììnli 3.2).
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'i

1ị- -t 
i - r

,4-------- .

Hình 3 2 C a u  t ao  bLỉỏnt) dẻni  Petr(.)ff Houssc.M

( 'ác b i iõn u  dci ì i  đc i i  c ó  cau  íao  là n i o t  p \w n  kiìili (lii\ . ơ g iữ a  c ó  \ c  n iò t  ranh  

sau ,  HCII rành n à \  c o  ĩ iioí  biuìiii! tlciìi  l í inh MiDiii: \tvi íliLii nVh là l n i n i ' c l i i a  tliànỉi  

2> o  lớn. M o i  o  UVn này  lai c i i ia la  16 o  nho  M iu  v a \ .  bi ioníi  đ c n i  n à y  c ó  tổỉìịỊ s ố  

4(H) o nho .  Đ o  sâii CIUI hiiõníL! CỈCIII P c l i o n  l loi iNscr l j  t) n2nii ì ì  c h o  Iicn ih c  l í c h  c u a  

| i ) à n  I n i ổ n u  c l c n i  s c  l à  I I I I I I I  < 0 . ( ) 2 i ì i i ì i  =  ( M ) 2 n i n i  \  \  I i 1k ' i h c  i í c l i  c u a  ĩ i i ộ t  ỏ  l ớ n  s ẽ

1.1 O. íKKìSi i ìn i '=  ! / l 2 > ( h i i i i ì  1 /1 25(KK)()CI11 1 125(KHH)ĩnl. B i iổ n u  đê i i i  h ỏ ĩ m

caii  c ó  clo sâii  là 0 .  l i i i i iì .  íhè  ỉ ích ỉoàii  htioni: tk'ni 1. 1 i n n i ì ' x  o . l i i i ĩ i i  =  0 .  I i ìun ' ,  

Ihc l ú i i  I o  l(Vn háni: 0.(H)4!iiitì

(I. V a í  l i ự i i ,  h ó a  v h a t ,  ( i i ỉ ỉ i í Ị  c u

- 1 biiổiii! clôni:

- I õim Iiãni incn. Iioac \ i klìỉKin. lioiK' I\U) ỈII \ii kliiKtii lioặc nâni nìòc;

- 4  ối i l: n u l ì i r n i  LÌìTr.i ^^nil i i u o v  e\ i l  t l c  pli ; i  lo. i i ì ' j  in. i i i ;

- ỉ^ipct;

- Lá kíiili;

* I l i u o c  n l i i i o i i ì  !c b . to  ( x . ỉ i i l i  ỉ i i c [ l i \  Icỉ i  l ìo. tc í n c s i i i  I d i i i i i i ) .
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-  Plia loãng dịch  hiiycn pliù v s v  dcn 10 " (Cí) tlic Iiluiộm dịch l i u \ c n  ị'hii 

Irirức khi  pha !( ăiiii b ã n e  Ihuỏc  n lu io n i  th íc h  họp ,  liáiit: c;ícli n h o  \à ( i  ốiii i  d ịc l i  [IKIII 

1 g iọ t  i h u ò c  Iili iiỏni).

-  Nhỏ inột giọt dịch liiiycn phù v s v  ử dộ pha loãiig (ii) VÌIO "iừ;i khiiiii! (.icii) 
và dạy lá kính. Di chuyến Iiliẹ khung đốm clio dịch chicin cĩíiy khoaiie. Phàn clỊch 

thừa sẽ trào ra hai rãnh bên. Có thể dìins vazơlin dế cỏ  dịnh lá kính.

-  Đếm số lượng tẽ hào t rong các ô theo dường clico hoặc theo các »ó(- u 

tniiig tâm khung dếni. Khi dêni nếu tế bào nằm ớ ranh giới giữa hai ỏ thì cỊiiy ưíýe 

c h i  d ế m  c á c  tê b à o  n à m  ớ  c ạ n h  trên v à  ph ía  b è n  trái c ủ a  ở dó .  T h ư ờ n g  đc i i i  

khoảng 4 -  5 ỏ lớn ờ trung tâni của khiiim dôni dẽ tính sỏ lượng tò hào trun;; 

bình cùa 1 ô lớn. Sau đó ciùng cổng thức sau dè tính số tế bào Iroim liiil lúc đấu:

N = A X 25 : V : n

Tronu đó: N -  số liiợiig tế  bào trong Iml dỊcl '1 hiiyèn phù iúc đóu;

A -  số lượng tế  bào trung bình l io n s  1 ỏ lớn;

V -- the tích cúa 1 ò lớn; 

n là dộ  pha loãng cùa m ẫu  (10 ");

25 lù sô ò lớii cùa toàn khung đếni.

b. Cách đếm  (Minh 3.3)

Bước 1. Pha loãng mẳu tới hạn, 
nếu cán có thể nhuộm màu

Bước 2. Nhỏ dịch ở độ pha loảng nhát định 
íèn khung đếm cho đáy õ đếm. đặy lá kính 
lén ò đếm, tránh tạo bọt khí

Bước 3; Lúc đầu soi ỏ vật kính ■ 10. sau đó 
chuyển sang vật kính <40. đèm số tế bào 
trong 3 -  5 ỏ lớn ỏ vùng trung tàm. tính giá trị 
trung binh

— >

1m; Imt

9ml 9ml 9ml 9ml

Hình 3.3. Đếm số  lượng tế bào bằng buóng đếm Pelroff -  Housser
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\ / hí Klìi đõin lioiìi: 1 õ ÌCỈI ^ 1 Ị'! :i ' i \  i ! -■ J-ì Ic bì\o iii Jì«.iì Ị'ìt I i' .,!ì_'
ỉ í '  . stMC l \ i o  d o n u  I ỉ i i l  l ỉ i c l ì  n u i i i o i i  u . i i  !<.>. íi ;í! N. I i;

• w

, \ = (2 N  ■: 23) : 2 X 10 : 10 1(1 - . 10 ■ lc b^uviiiỉ

Ị au  \ , \ m r o ‘i la cũiìi: c o  Ihc Inih MI U’ ỉ \ io (ỉcm cliiợc IU>I1LỈ 1 o nho.  N.m d o  

nli.i;', MU 4n() 1 > Iiho mi cỉiia cl io ỉlic iiL !i LM,1 kh i I ! I ( k  iìi và clo plì;i I' -ăiiL’ ni;uỉ

II. n o  KÍ( !! T Ỉ I l  (>(' TÍ: lĩ AO VI S IM !  \  \  I D l ớ l  KÍNM M ! F \  VI

KicÌ! iluuíV tc bí\o \ ’S \ '  ihirònu (Uav hỊcii ;I)Ị \w\]^2 nì icroii ìcĩ tụni)  -  10 Iiini = 

ỉ í  ’ ' I ì .  ! i (  t ; i c  b ; i i v j  ì ì ; u u m ì i c 1 ( 1  í ì  -  1 0  M ì ). ỉ i ;  . I Ỉ ! S ! H M 1 * _ Ỉ  í  ỉ  A "  = :  l í t '  m ).

'Oó (K- v kích \h u o j cua ỉc l \ n ’ \ ' S \ '  ị>)i:ii tiuiiu cỉèn K H \ '  Vii 2 ihiaVc clo:
Hìir( - (\o í!ìỊ l  inh (írãc \ i lliị kíiiỉi) '■ A ílitroe tỉo \ fil kíiiii (liiic \ i \ M k ín h ).

[.I. \ i  lliị kìV:h (i!ỉi'V làĩu hriiiL’ ihtiN [iiiỉi bãnu cliít nhua lónLí họ|'’ c;io
t.’ã Ị \  I v o u n  mioVị .  ơ  c h í i ì l i  Liiữa c ó  Uìol  iMuVk ii!i(ì c l ì i a  í l i à i ì h  i n  k l ì Oi i n i :  U>1Ì, l í l  

kho;''ìi: kVn n;'ìv lại c h ia  t liành 5(1 kho;ỉii!j uho  h.nìu l ìhau (h ìnl i  3 .4a) .  Cỉiá Irị cua  

('.te Hk);ịiìii Iìà\ đươc \; íc  đinh nlìò' íiiic \ i vãi kinh.

' Yac \ i \ iii kính là t;Vni kim lo.ii o uiũ:i Iiiịciìu tlìuv linh l iòn .  Irõn dó  cỏ  mõt

iliuxV: lỉlio drii 2 ,2 i i ìn i  \ à  đirơc cl ì ia [lìàniì các  kiií>;uiu c h ia  cl ì ín h .  m ỏ i  klu):inu c ó  

ilô lui l.ì 0. ỉnini í KíOaiiì). Híỉi litìiiu 'NVÌ c;ic klitì;inu cliia cliính nàv dưoc chọn lam 
kỉiv). lU ti.iiili tiaii \'.'i c!ii'ọ'c chia Iilìo (li.iiilì ?,<) klio;ini! nho. mói klioaiiu clìia nho 

tuìy i:i:i lii la (),()! 111111 lia\' lOuni (hìiìlì -v41m.

( ì i . i  Irị  c ; i c  k h o i ỉ i m  đ o  c u a  II.u;  \ I l ì i i  ki i ì l i  ()■ m ổ i  c lộ p h ó n g  d ạ i  c u a  k í ỉ i l i  

i h n K  Xiíc đ i n l i  c ỉ ựa  l i é i ì  t i ă c  v i  \ r n  k í n h .  ( V k  Ii Xiic LỈr.ilì nl i i i '  s a u ;

-  'f’h.io iliáii kính tròn cua tlìi kínlì ! I.IỊI \ 1 ĩhi kính \í\o dó sao cln) các 
\ ac l ic l ì ia  cn.i ììvìiK' đo  IKÌÌII ơ niăt diỉoi

- Đ ạ l  I h i u k  i l í ì  \ a l  k í i : h  l ò n  b à n  k m l ì  n o i  \ a i i  l l ì i ùì i i i :  t l è  t i ê u  b«ui .

Diiiỉu \ ; ìỉ kinh c o  hoi mac lìlio l;i\ IICII n i  \ a  clich íhước clo va( kinlì \ii()

[iu'ỳ<ìì'2 kiíỉh.• ^

- Ọiia\ Uac \ 1  liiị kính s;i() cho c;k' \ .k I ì  cliỉa ỉrciì llunVc đo CIUỈ nỏ nãiii soiìii 
son<j \ ( > 1  cfic \ ;ich chia CIKI vật kíiilì. f)ÌLMi cliiiilì sao clii) inòt vạch chia driii ticiì 
plií;ibcii Iiai V.IKI tr;ìc \ ị llìi kính Irỉinu I iiii \;icli tl.inỉi cỉâu llìiì 2 cuii tr;iL' vi vát kính 
i lìUìl 3,4 c 1

ỉ ) c m  s o  ' v. i e l i  c t i a  í i t K '  \ i  ỉ l ì Ị  k í i i l i  i i ; i n i  ÌHMIU k l i o . i i i i :  c á c l ì  Uỉ  \ ; i c ' h  ỉ r ù n u  k l ì í l  

iỉiUi icn V(»1 ỈỊ.ÌV \ i  V';il kin!i d j! i  \ ; i l Ii  nmiL’ klìíỉ Ihii l u i  í i ep  saỉi i \ó cu:i hai lliiRvc 

lỉn ( mli \4c .) .  ' iừ  tió t;t c ô  llic tinli |ỊÌ«'! Uí(':!ỉil: clìi:i cii;i i l ’i kiiih ỉà b'A0

:UiiL’ : ỉ]i!v‘ỉonií'i (lun ).



a ,  T h ư ớ c  đ o  t r e n  t r a c  V !  t h i  k i n h ,  g ỗ í ĩ i  5 0  k h o á n g  đ o  c h ư a  r ò  k i c i i  t h ư ơ c

b. Thước đo trẽn trãc V i  vát kính; Thươc đo có đo dai 2.2mm chia thanh 22 khoảng đo iơn { m ỏ i  Khoảng ' o 
đò lớn 0.1 mm) 2 khoảng đáu trong sô đó mổi khoảng lai đươc chia nhò thanh 10 khoárìg nhò (nò i khoa i'(J 
co đò lớn o.oirnm), dùng lam cac ò đánh dấu

t t
c, Đât vạch đâu tiên phía bén trai thước đo của trác VI thị kính lèn vạch CUỎI của phàn đanh dâu tren 'ĩo
của trãc Ví vát kính. Tim điểm trung khít của các vạch chia Irèn trầc VI vât kính va írãc VI thi kinh Tinh sô va- i i  
chia của thước đo thi kinh tương L/ng với sỏ vach chia trèn thước đo vật kinh trong khoảng trung khit nay. tư <ío 
tinh giá tn của mỗi khoảng chia của trắc VI thị kính.

Hinh 3.4 Cảu tao và cách tính giá trị mỗi khoảng đo trác vi thị kính dựa trên giá tri của 
trác VI vàt kính (nguón: B E. Pierce & M.J Leboffe.1999)

Ví dụ: 'lìcii lìình. cliêni liLiiiii khíl thứ Iihâì cùa lìai thước đo líiilì !ìr clicin clánlì 

dau là tại (),Sniiìì của Irãc vi vật kíiili. ứnu với 25 d(Tn vị trên Irác vi thị kíiih. Đicin 
trìini: khít  thứ hai l íi ih l ừ đ i c n i  đ á n h  clâu là l , 5 m n i  và  ứ n g  với  4 7  vạcl i  c h ia  Irác vi 

thị kínli (hìiìỉi 3.4.C).

G h i  tát củ Iiliữiig kết q u á  n à v  v à o  háni:  3.1

3 1 -  ( ' í h  ^ i á  ĩi ị í i to ỉ i i ^  ỉOt*^ ĩ ỉ U i  v i  ỉ l i i  k i ỉ ì h  Ví) Ỉ ỉ ủ i  v i  y ụ ỉ  k i n h

\ Trắc vi thị kinh Trắc vi vật kính
; 0,8mm I 25 đơn vị vạch thước đo vật kính

I 1 ^5mm I  47 đơn vị vạch thước đo vật kính I

Đc línli đươc độ dài ciia mỏi dini vị clìia Irên Irăc vi llìỊ kínli la LVy độ dai 
k h o à i m  c á c h  của  ỉiai thirức d o  tròn Irảc vi vạl  k ín h  c h i a  c h o  s ỏ  ổơu  vị t im  d ư ợ c  trên 

Irac \'i thị kính (|.ini).

V í  cIlỉ:

O.Siiim
---------  — — --------_ _ _  __ _  (),()32mm/đơii vi Irãc vi ihi kính = 32um

25 dơn vị irãc vi thị kính
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I UUIÌU i ịí:

= D.11 I ‘MIIIII \ ỉo’ii \ I II .It \ I ilìi kính = 32|.1111
47 tỉtììi \ Ị I i ;r ’ \ I i l i ị  k ính

-  ịìo \ã l  kíiilì ra. llia>- ihc licii Ixiii \  s \  \ , 1(Ì Ixtn kinlì.  \ ; ic  clịỉih kiVli íhi iov cua  

\  s \  Iilio' Ir.ic \ i llìỊ kíiili.

K h i  d o  c ; í c  lo h à o  h ì i i l ì  c a i i  l a  d o  í i u o ì i u  k i n l ì  Ic ! \ i o .  COI] k l ì i  đ o  l ẽ  h à o  l i ì i ì h  uậ>'  

ỉlìi clo chiẽii nuííiii: \ à  ch icu  tlài cua Ic Ixui.

V í  tiu: N h ìn  ticii  hái i tè bàt) IIOIIL! '-ivi nam Á ^pci '^illns lh;ì\ c l i ic i i  ciài to h à o  

ciia IU) Iiauì Iroiii: I k h o á n u  chi.i cua ilìiỉOV do ilii kinlì,  \ 1 tlic kícli thước cua nó là 

3?U(1Ì, COIÌ c l ì i cu  imani:  c u a  n ó  n;ỉiiì ỉioiil: klìo.iiii: ( ) J S  kho .u iu  cl ì ia Irõn ihị kínl ì ,  

\ i i \  kícli llìước cua  nó  là 0 . 2 5  X 32liiìi -  Siini.

I jíh  V. lYcii clãv là ví dụ cách linlỉ clo dài cua khoiiiie clc) Irãc \ i  ihị kính khi 

eliini: () \ â l  kính bò\  uiác nlìo  (llìỊ kinỉi ■ 10. \a i  kíiìli x4) .  Mỏi  hìn tliay tloi thị kíiili 

\ a t  kiìili \ớ \ c;ic hôi Iiiác kliac nlutti llíi plìai tíiilì l ji  Iiiá Irị mỏi klìoaiiu chia của

t i . i c  \  i t l i Ị  k í n l i .

' \ fộ í  sổ cau hỏi
1. Khi dcni tíMii! so Iươim \ ’S \ ’ LO n\M Iionu 1 uani ciícl iat  hảne plìiroìiu pliáp 

đ  ̂ in i:i;ín liôp trôn lììòi triròììi: Ihacli tlìa chi cho kcl t |uà ịựơUM dối kliònu pliaii ánli 

so lưctiiLi tlìirc  cứa tâ l cà các !oà i \ 'S \  co In>ne đo. liã v  I iiá i l l i í c l i  vì sao.

2. ( i i a  sư  khi  p hàn  lạp 0 ,  l i i i l  dich dai bai iu pluuynư pháp  Inii dịcl i  plia l o à n g  

livMi luc Ircn m ò i  Irưìnm tl iạch ơĩa,  lu do  pha \niuvji lí) “ ilui đươc  SOÍ) khiiàn lạc/tĩĩa.  

It) ' được  7.S Cí^H/cĩ ìa,  10  ̂ tlni đưov í> ('I r/cĩi;i.  1 íiih s o  lượtii: lé h à o  irDiiị: 1 g a m  

l i ic dáu'.' Đ â u  là s ố  Ic h à o  c ó  ihó  clì.iỊì nli.tiì

1.5miiì

III .  NỎI I)I N ( ;  T H A M  K H A O

3.1. Đêm sô lượns  vi s inh  vặt  l)an» pliiii l(K

Pliưíniii p h á p  n à v  c h ừ  y ê u  clưdV sư d\u\íi kc! Iiơ|ì \(>i c;ic iMuarnu pl iáp k h á c  đê  

p l u i t  l i i c n  \i\ ỏùm  s ỏ  l i n T i m  E  ( (>li v a  L.ic \ I  k l i t u i n  c l i r ò ì i Lỉ  ruot . I u \  nliicii  c ũ i i i í  c ó

lỉìc vlíiỉie t  ho cac v s v  khác.

3.1.1. ỈSquyen tác:  Sự  ỏ  nh ic i i i  pliaii (> nuov bc in;iỉ là nui ivc i ì  nhân l ic iì ì  rin c u a  

Iiliicu hệiili dưíViìi: ruòl. CYic \1  kliii.iìi Iioiii: Ịìhaiì stìiii: Iiiõt uiai tỉoan nizân Ironu 

inu^c \ à  \ớ i  so lưtyiii: ÍI, khó ph;it lìion. M thc ki thuãt pliin loc là phưoiiii pháp cô 

dac. làm Umu so lưoim vi khu;uì cliroiìL: ỈUOI,
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3 . ỉ . 2 f-'ỉiĩ. ĩm Ị  p h a n  ù e n  l ỉ à n h :  láv niól  ĩlìc líclì ( V )  nirớc Iihãi địiìlK loc tỊua 111 iiii: 

to : kich ỉ h u t / c  lổ 0,45Ị.nn. Mànu iọc íiày Siui (ló dãl lôn hô niãl cua IIÌÒ trưo'ni: 
[ÙKÌO -  aí;ir  và II 24 ”  4X e iờ  ơ 37‘'(' (h ìn h  3.3).

fl---ui-'>f

l \
,, - '  r. 01|'1 phin lọc 045tim 2 Dùng pinset lấy phin loc 3. Đạt phin iọc lẻn MT 4. Các khuẩn lac xLiât

thích hơp hiện trên ph:n loc

ih 3.5. Các bước tiến hành phân lập bằng cách ỉọ„ qua phin !ọc (0.45um)

Tât cà ':uan lạc màu linì ĩía sTìĩìi lioặc màu cua kiiìi !():u clươc \ê | )  ' 

nhÓ!iì c á c  vi khi  ' c o l i í o n r  . rc.ìị: )’ i!V,i‘ n/!*X)inl nươc đ ư ư c  l ính  th e o  cỏ ih  íhiíc

Sv' ollfc Mìì/phin lọc X [í {)
Sỏcoliforni/l(>Oml '1- L -

\ '  cl:\\ì 1(K

S() KI. đém dược/plìin lọc n Iin ơ  kh(' íng 20 -  80 CPLVplìiii và tổni: Àố í olỉ/ot ni 
khoáng  200 CFlj/l()Onil là ihích hợp. Hình 3.6 là một số kiểu khuáiì  k^c vi khiiaii 

Irona nước khi dcnì bằng phươỉia pháp  pị in lọc.

Hình 3.6. Một só kiểu khuẩn lac mọc trên phin icX 
(nguón internet từMcGravv “  Hi!! co.Tipanies.inc.)

3.2. DíVa số Ivv.ĩY^ lế bao băng  pliưonịỉ p h á p  do  dộ  đ ụ c  t rên  m ay  quanơ  plio 
(d o  I i iậ í  A ộ  (juanịỊ -  O D )

Mộ* trong nhinig phiíưng pháp xấc định sỏ Iưoìm le bài) v s v  cỉược sư clụiỉg 

p h ổ  b icn  là phươiì í:  p háp  clo (ỉộ (!uc íh n ih  3.7 và 3.8 ) N g u y c n  lãc c u a  plurơim Ịìháp
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nàv 1» kli! s ò  lươim íe hào  trorm Iiiuni !hc lãnu ttìi (.luiìu í-licli trờ nên  đ u c .  S ơ  d ì  ta 

I i h i i i  thàỵ d i i i i "  dịch cliic l à  cio anh S. ÍIIU đ i  I | i i a  d u n u  clịcli d ó  b ị  p l i â n  tán, I i è i i  đ ỏ  

(iuc I lè thuận với sò lưẹyiiu té hào.

I I 1
[ L LỈI 'Ai

b)

Hinh 3.7. May đo đó đuc (a) và cuvet (b)

Mầu đối 
chửng

\

w ----------------►
w --------------- ►

Mầu Sính
khối v s v

w L
Dịch cấn đo OD Bò cảm quang Bảng chỉ OD trèn mảy đo

Hình 3.8. Đo đỏ đuc bầng quang phổ kế

:)c do dỏ dục của cliing dịch Iieư{tị !ỉi sứ (lung niiív (1(1 (|iiang phổ, Vi sinh vẠt 
c ó  t!è t h ứ a  nl i iéi i  các  pl iân tử 1(711 c ỏ  kh;i Iiãii” hâp ihu  ánh  s á n g  k hác  nhau .  Ví dụ;  

DNV (254 -  260nni),  prolcin (2iS()iiin), \ii()chróni (400 -  50()nm)... Khi do độ đục 
lê bio ntiirời la tliUcViig chọn các hước sonu có dộ hấp thụ nhò, hầu hết các loài vi 
kliiun (lược do ớ 600 -  620nni. Tuy I i h i c n .  các bước SÓI12 khác nhau dược sirdụníi  
lùy 'ào từns: (lòi lưựníi.

.ư ơ n g  ánh sá n g  tru yén  qua IIKÌII sinh khối li lẽ  ih iiạ n  vớ i lượiig té b à o  và có  
ihc (ược tính b;ing cóng thức s;iu:

T = r '  1
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lYoiiíi dó: T  là d ộ  I m y c n  ánh sátìiỉ. I,, là áĩìlì sáiii: đi  v à o  m:ui  \;i l  ( l ì ìau \ j l  \ u p  

thu) và I là ;ính sániz cli lới llìièi hị phái liiẹn.

D o  áiilì sáiií: c ó  l ín h  lán \ a ,  v'i thè c ir ờ n e  đ ộ  ánh s;ín<j i iuN cn  tli izi:uìi khi  s o  

hrợiii: Ic hào tãiiiz. Đ ế  c ỏ  đ ư ợ c  đơ n  vị đ o  ỉ h íc h  iKtp h()!i SÌK) clu)  IIIÌ ti lọ I lman  

niật dỏ v s v ,  người la sửdụiì i :  tkyii vị lìàp ihụ ánli sáiii: cua vàt chã! (A: ahsv)iaiitc^ 

Ihav c h o  ckriì vị tn iy c i ì  ánl ì  sá im  (T).

A = - log ,„[T

Đ ộ  hãp thụ tâng  li lệ  thuận  với  niật  đ ộ  t ế  bcio. n i i i ậ l  n u ữ  clò liãp thụ { \   ̂

thiràig đưực thay báng mật độ quang (OD). Hầu lict, inàt độ lê bào cua các C(í ilú' 
tkm bào ti lệ ihuạn với O D  (troiiii khoàim Sỉiới hạn nliàt dịnh. thiÙTim nho lum (),s 

theo định luật Bccr -  Lambcrt). Đ ộ  duc của dịch nuôi câv còn plni thuộc vào kich 

thước  và khá n ă n g  hấp  lliụ ánl i  s á n g  c u a  c á c  thành phần  hêii  Ironiỉ c u a  té hàb,  bơi  

thế m à xác định dirìmg chuán  sinh khôi cùa m ỗ i  loại v s v  i h c o  phiroim pháp Iià\ 

mantz tính dặc thù riêng, khỏiig thò dùng chung một dưừni: cliiiãn mát ilỏ tc hà(' 
cho lát cá các loại v s v .  Niiay cá trong một  chung  v s v ,  do sir kluic nhau vổ kich 

thước  và hình d ạ n g  c ú a  tê b à o  cV m ỏ i  g ia i  d o ạ n  s in h  trưtrim nõn  n l iữ i ie  két q u á  vv  

sò lưựiiỉ: van không hoàii toàn chính xác khi dùng pluUTim pháp này. Tuy nhion, 

dày là một phircmg pháp nhanh và dơn gián, cho kết quá iưcrnu dối chính xát Iièii 

dược licn liành thận trọnu.

(I. C á i h  tiẽii h àn h:

-  Lây 1 Ống giỏng v s v  và 4 ống mỏi trườiig vò trùn<; lổi lién hành pha loãiiịí 

mẫu như trình bày ử hình 3.S.

-  Chuán bị máy quang phổ dê do độ dục. Có thc dùng loại niáv LỊuang pho 
dưn gián (máy do dộ dục) hoặc dùng máy do quang phổ u v  -  vis.

-  Tiên hành do độ dục cùa các niảu dã pha loãng trcii quang phổ ké. ứng vứi 

mỗi độ pha loãng mầu sẽ cỏ một Síiá trị mật độ quang (OD). Lmi ý, ihco dịnh liiạl 
Lambert Ihì dộ hấp thụ chi ti lệ thuận với mật độ vật chài trong klioánsí giá trị tìr 
0,1 -  0,8. Nếu kVii hơn 0,8 sẽ khòng còn chính xác do mật độ tè bào quá cao, sĩ- 
tạo ra các bóng che lấp lẫn nhau.

-  Son» soiig với đo dộ (íục cần ticn hành niiòi cây và đèiii số lưííim té hào các 

v s v  ứ các dộ pha loãng tươiig ứng Irên mòi tiưừng Ihạch, sau dó  tíiih liaiii lirưiiị.’ 

quan giữa dò hấp thụ và lirựnỉ’ tế bào sòns. Y = aX + b (liìnti 3.9).

Trong đỏ Y là dộ  háp thụ (mật độ C|uaii<ỉ O D )  của  dịch hiivén phìi v s v  tại 

bước sóng do (VD: óOOnm). X là sỏ tê bào, a là hệ số tưcnm quan.
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( Vt l l ìo lóiìì \ M  Iiliir sơ  d o  sa i i :  I li ií il t  3 . S  í 

ỉỉỉíiyt I . Pha  loãni: diclì sinli klioi \ ' S \

S m .I
^  ' : ỏ c  n ư i ^ c  c ỏ ĩ  V ũ

•̂Iii Siiiĩ

1 /  I I  1 « 1 1t,

Í>II»I ')n il !>I»H '>inl

Biíor 2. Đ o  Iiiàl do qiianu cua  c a c  ỏim (.licli sinli khối ơ  các đó plia loãiii: trẽn 

C|U,II1‘_ phò kc. đõiii: tliời cây và đcni so tc hào  tưoiiu initi trẽn mỏi triràig thạch.

Hinh 3,8. Đỏm só lươnq tế bdo bàng phLfơng pháp đo độ đục 

 ̂ Bii'ó'i .V ( ì h i  lại s ò  l iệu  vào  hiiiii: (ví  clu)

ĐC (M P Ã dịch  m ể)  ị OD 6 2 0  ị

1/2

1/4

1/8

1/16

0.756

0,368

0.189

Ũ,09G
't

S ố  CFU/ml (>.10®) 

120 

7 Ĩ  

35  

17
j

- Bướí 4.  'I'ínli h à m  tư(íiic C|ii;in mữa O l )  và siiili  khỏi .

+ D ư i i í ’ đ ổ  lliỊ trony  c x c c l .  MUI tló tính liàiii iươiii! cỊuaii.

+ D ư a  v à o  h à m  iư<yni; Cịiian nàv (Ic l ính s o  lirọnti v s v  iroiiỊỉ cát' m ẫ u  

IlLíllicil cứu.

- lh(o\ 5- Sau khi clã có liìini lưoìii; quan 'Jiữa ( ) [ )  \ à  siiih khối cua v s v  mà la 

(laimimhicii cứu, các lan ticp tlico klioiiu can Kiiii như Iicn nữa, các mẫu miỏi v s v  
I i a \  ihi càii  đ o  niàl  d ỏ  C|iiaiii: ()■ biroc so!ii! uunii:  tư. sau  đ ó  (lưa v à o  hàni  tirưiig

(|U.U1 I;ì lập (V tici i  (ĩé Iinli.
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Ví dụ; Sau 24 giờ miôi cây vi klniân trong mỏi trirờiic MPA. lây clịct' nuoi  

Cấy này plia loãng 10'’ lần rồi do mật độ quang ớ 6()3iim Iihư à  mẫii ctiuaii l i ièt  

clươc OD là 0,56,  biếl hàm tirưnu quan giữa mật dộ quanu \ à số lượiii: Ic bí;n (\ i 
dụ Y 2.5X  ̂ 4, V là OD. X là số té bào), ta có Ihô tinh dirạc X:

0 .5 6 = : 2 .5 X ^  4,

0 ,56
X =

2,5
- 4  = l(x lO'’ )

L ư i í  ỳ :

+ Nếu inật dộ quang cùa dịch liLiyén phù v s v  quá cao Ihì phài plia loãnạ sao 
cho O D  < o.s. Khi tính kct quã cần nhàn với dộ pha loãng cùa dịch mioi v sv

+  Bãrm p h ir ợ n e  p h á p  n à y  c ũ n g  c ó  thể  x á c  đ ị n h  đ ư ợ c  đ ư ờ n s  cons:  s in l i  t iircmg  

CIKI vi klnián ,  Iiếu xác định được O D  ở  các Ihừi d i ể m  sinh trươiiíi khác n h a u  

(hình 3.9).

10 • pha cân bằng đòng

Thời gian nuỏi cấy (giờ)

Hinh 3.9. Xác định đường cong sinh trưởng của vị khuẩn

Sứ dung các phưưiìg pháp irèn la cỏ  thè dcni số  lượnư lè bào cùa các Ịí»ạii vi 

khiián, iKÍm rncn, ít cliìng đế đêìn nấiìì mốc, xạ khuẩn và khỏim dcnì dược v i i r i i i .  

Phâii lập và dếm sò lượníí virut được liến hành bằng cấc phươiig pháp khác.
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Phụ lục I. PHA CHÊ MÓI TRƯỜNG ■ •

í .  I. Mỏi trưòìiịĩ  IHÍOC thịt peptòn ({liinh cho da so \ i khuiin)

- T hành  ph á n  (gil):

Nước thịt lOOOinl

Poptỏí) bột ; 10

: 5

pH = 7,4 -  8.8

-  Cách pha:

+ Kluiáy đeu tho  taii liòì pc-pliMi imioi, s ;u i (!(> đun sỏi 2 phút và dè neiiội. 

+ Đ o  và diéi.1 chinh dcii pM = 7.6 - 7.S (cló ổn dịnli độ pH CIUI mỏi triùíiig 

có tlic thẽni niol v;'ii s»iol íliiiiL! cìịlIi đêm phoplial IN. pH = 7,5).

+ Đun 30 — 15 phiit và cló laiìu. Clial K) cãn, loc qua uiãy loc rỏi llicin 

mrớc chơ dủ thế tích liic clầu. Kicm Iia iai ilo pH, nếu đạt từ 7.4 -  7.6 là 

dươc. I’h;ìii phối vào các dung cu cliihi (bìnii nón. òns: nghiệm, ...) và 

khử trùim ớ 121 'c  iroim 15 -- 20 phiit. 

l ừ 11)01 lrưùii'4 mrức thịl peptỏii, có thẽ dicii cliè các mỏi tnràig khác, ví (iụ như 

IIIỎI Iiườiii: Ihach -  lliịl -  P c p lỏn  i M P A ) .  IIIOI mnViii: Iiirớc lliỊl gcli i l i i i  ( x c n i  bànt:).

i a. Mòi trường MPA: thạch -  thịt -  b. Mòi trường nước thịt peptôn gelatin (g/l) 
ị peptôn (g/l) Ị

Nin>c th|t -  peptun lOOOml Ị -  NiuíC thit pepton lOOOrnl 

■Thach 20 Ị -Gelatin 1 0 - 2 0

Cách pha I  Ngãin g e i a t i n  10 - 15 phút cho trương lẻn sau đó

Đun cho tan thach,  phân phối v à o  I đun cách thnỷ cho  tan hết, phân phối v à o  c á c  dung  

các dụng cu chứa, khử trùng ở ! cụ chứa, khử trùng ở 0.5 atm  trong 15 phút (chỉ khử 
1 atin 1 5 - 2 0  phút. trùng mot lán. khử trùng hai lấn gelatin mất khả năng

!  t ạ o  a e i )

-  C i i i i a n  h ị  n ư ớ c  thịt:

+ 'Tliịt hò Iiạc tươi: 500  uaiii 

+ Diiiii! dich I N NiiOH: 25nil
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Nuhién hoặc thái nho ihị!, (ròn với 25nil cluiìi: dịch IN N;(OH. llicni ỊIIUK 
c h o  du  1 lít. Đ u n  n l io  lira c h o  sõ i ,  kl iuá\ '  Iilic l icn (IIC IIDIÌÌI v ò n e  2i) phuị, 
dè nguòi clcn 25 c ,  h(Vi ho váni: \à  niỡ. sau tlo loc cỊiia \;ii màn lìoac í:i;i\ 
loc rỏi thciìì IIƯỚC cho du thê lích lúc đau.

+ Phàn phòi vào các hình nón. khử trừiìii 120 C' Ironn 30 -  40 plìnl. \ invc  
thịl làm dúiii! có  độ axil !ihc (pH = 6.2), írone siiỏt. lìiàu vàniz loin, chir.i 
nhicii châì dinh dưỡng: các peptit, các axit Iiuclcic. proíciiì. cac a \ i l  ainiiK 
inuôi khoán*!, cacbohvdral, các châì sinh trưcyiiL’ \à  lììot sỏ cliàt khác 

Liúi y. Miện trcn thị mrìnii: cỏ hán cao thịl hò cua ciíc cotiii ty Iiliư Dilcd ( Mỹ)  
h;iy Merck (Đức), nếu có đicii kiện ncn imia các sán phàm này. plia ctic theo clii 
clẫn CIUI nhà san XLiất dế tiẽt kiệm thời uian.

1.2. Mỏi t rường  đĩa  thạch  đ ế m  (p la te  coun t  agar )

Mòi trircíng dùne đế clốm tổng sỏ kaiìig các vi vật hiéu khí (troiii; sữa và cac 
thực pham, trona nước và các vật liệu khác).

'r iìà iili phân ị

Pcptôii chố từ casein: 5.0; Cao Iiắm Iiicii: 2.5;

D-glucoza: 1,0; niạch: 14,0;

pH: 7.0 ± 0.2 ư 25°c .

u .  Mỏi t rư ímg đê p h à n  lập và nuôi cáy n ã m  mỏc

Đế phàn lâp và nuôi cây nấm mốc imười ta thưìriie sư (.lụng niòi tnrờni: ( /aprk  
và các dạng cài tiên cùa mỏi trưcnig này hoặc mộl số mỏi trirííiis khác như F'DA 
(Mỏi trường khoai tây, glucỏ/,ơ và thạch), MEA (Mòi Iiườim cao man thạch -  
Malt -  Extracl -  Agar), mỏi Irircnit! cao nâm men ihat h (Ycasl cxlracl ;ií:ai -  Y[iA) .

Các loại m oi trường Czapek niioi c a \  nấm

Czapeck Co- So (g/l) 
Sacarozơ: 30,0 
NaN03: 3,0 
K,HPO,; 1,0 
MgS0 4 .7 H,0 ; 0,5 
KCI: 0,5 
PeSO^: 0.1 
Nưoc: lOOOml 

pH = 5,0 -  5,5

Czapek -  Thom (g/l)
30.0
2.0 
1,0

0.5
0,5
0,01 
lOOOml
pH = 5,0 -  5.5

Czapek -  Dox (g/l)
30.Õ
3.5
1.5
0.5
0.5
0,1
lOOOml
pH = 5,0 -  5.'3
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/. J. M ô i trườnỊỉ khoai tây, íịIucoiíi Vi! tliticli (PDA potato dcxtrosc (lỊ^ar) (íị/ỉ)

(iliicõ/(í: .'(I;

Nưov chicl khoai t á \ : I iil;

ll iach: :o

( '.ich chc nưov (.hicl khoai l a \ ; La\ 2(H) khoai láy. izot vo, rửa sacli. cãl

l;il nh( . cl io VÌH) lOOOnil nước, CỈUII Iilio lưa. chicl lay mrớc trong, hổ s ime nước cho  

(lu 1 lí:

M o i trướniỊ malí thạch (Mali hxtract ÁíỊar -  \ Í E A )  (g/l)

( 'ao  mall hol: 20.0; Pcploii; 1,0;

Ciluco/(í; 20.0; Tliacli; 20.0;

Nưo-ccũl: 1,0/, ptl: 5,6 ± 0,2 ớ 2 5 'C

M o i tr iàm ỵ  can nám  m en  thach  ( \eas t extract agar -  YEA) (g/l)

( acniãni incii: 5.0; (ìluco/(y: 10,0;

ỉliach: 20.0; pH: 6.3 ± 0.2 ơ 25 c;.

1.4. VI oi trưcm^ p h â n  lịip và nuoi cay nam men

l.-~í.ỉ. .\ĩoi trườtiíỊ Hanxen

( iluco/ i)’: 5 0 ” ; Pcptoii: lOg;

KH.PO,;  3g; \ l g S ( ) , . 7 H ,0 :  2g;

Nư(Vc: lOOOml; l l iacl i  Aiiar:  1 3 - 2 ( ) g ;

pf 1 = 5 .6 .

ỉ . 4.1. M n i  trường Sahoitraund

(iliicõ/(y: 40e;  IVplon: lOe;

'Hiach: I5u; Niroi: lOOOmh

pll  -  3,?.

vl ,)I tnrìvnL: MỈ-'A. YÍÍA crinu lliL- (luiiíi mioi c;i\ náni IIICII.

I .õ .  VI oi t rưoì i” de ph án  lạp \ a nuoi i a \  \ii khuan

Co tlic ltia\ cliurni: sacaio/(í  baiiLi 'jliic(i/o' \ a  llieni 2 -  y  ( CaCO, \'ào các 

I11'JÌ i i k v h l :  { ' / a Ị X ' k .  p l  i =  7,2 - 7.4 i l c pli . i i i  l;i | i  \ a  IIIIOI c ; i \  \ a  k h i i á i i .
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1.5.2. M ôi trường khoáng -  tinh  bột (M òi trường Gaiize I)(g/l)

Tinh bội tan; 20 KH,PO,: 0.5

M gS0 , .7H :0: 0.5 KNO-,: 1.0

NaCI: 0.5 FcSO,: 0.01

Nước: lOOOnil Tliach: 20

pH = 7,2 -  7,4

Cách pha: Hoà tan các chât hoá học troiiíi thìinh phân niỏi triròn>: vào Iiươc, 

hoà tan tinh bột trong nước âm, khuây cho tan dêu ròi trộn với nhau, théiii IIUỚC 

cho dù lOOOml.

1.5.3. M ói trường G a u ie  / /  igH)

Gao thịt; 3 'lliạcli: 20

Peptôn: 5 Nước; lOOOml

GIiicó/.ơ: 10 pH: 7,0 -  7,2

M õi trường khoá ng  - t inh  hột ( ISP  - 4) (g/l)

Tinh bộl t;in: 10 CaC’0 , : 1

K,HPO,: 1 F eS 0 , .7 H ,0 : 0,1

M g S 0 , .7 H ,0 : 1 M nC I, .4H p: 0.1

NaCl: 1 ZnSO,.711,0. 0J

(NH,),SO,; Nước càt; lOOOnil

pH khỏng diểu chinhi: 7 , ơ - 7 , 4 .

1.6. Một sò loại mòi t rư ờ n g  k há c  d ù n g  p h â n  lạp v s \  đá t

1.6.1. M òi trườìig nước ch iế t đấ t (ỊỊỈl)

N ư(ýc c h i 0 1 đát: 1 ƠOOi n 1 

Thạch: 20

Chuẩn bị dịch chiết dát: Đất niàu. đập vụn. câii 0.5 -  Ikg clàì khỏ hoà lan vào 

I lít nước. Khiiày đểu cho clôn khi đất hoà tan trong nước lạo thành climg dicli 

huycn phù.

Đun duim ciỊcli dàl trèii Ironu vòng 45 phiíl -  1 giờ. clc Iiguọi chờ cho pliấn 

cặn láiiii xiiốn>;. Lọc lấy phấn cluim dịch màu vàiis tươi ứ phía trên (chú V kliờnj; 

Iã'y phần cặn), lọc qua giấv lọc. Bổ sutm nước cho dù 1 lít. D m i” (.lich Iiàv đè làm 

mói trưctim.
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ỉ . 6.2. M ói trưòiig thạch  đất
Đ al  trổiig dô khổ ,  nghié i i  nhỏ,  ciâ\ t|u;i (la\ 1('C Inim clc loại bo xác  thưc vại và 

(.;íc châl lần kỈKÌc.

Clio ilàt vào bình nón. thcni mrov M)i ti lọ 1 : Lãc tròn máy lãc clu) laii liél
\ à() inrớc. Nèii cần triiiie hòa mối trưiíiiii ( h ì  bổ sLinụ Na,COi,  sau đó  hổ sung thạch 
\ à  vô  trùiiu ờ  1 2 l " c  Iroii" 1 uiừ, đẽ tỊiia clóiii. sau đó tÌKinh trìinĩ; lại một lần Iiữa.

1.7. iMột số mỏi  t rư ò n g  chọn lọc

1.7.1. M oi tn à m g  M acC onkey
M ò i  t r i r à ig  M a c C o n k c y  I<| m ô i  mrờim c h o n  lục dãc  tnrnc  d ù n g  đ ẽ  phiit l i iện  

c át loà i  c ủ a  ch i  Escliei i( liiíi và  phân bicl các  loài \  i kl ii iấn đười i ỉ ’ ruột g à y  bệnh  c ó  

kh.i náiií: lèn incn hoặc khóim lên Iiicn laclỏ/ơ. ĨYên inòi trườiie này, các vi khuẩn 
Icii m e n  l a c l ỏ / ơ  sc  tạo  r;i c á c  K L  m à u  liiHiL: l ioãc ild h ổ im ,  c;íc loài khỏnt: 1C‘I1 nicii  
sẽ  tiU) lii K L  k l iỏ n g  m à u  h o ặ c  troim SUỐI. M oi  trirờnc n à y  c ũ n g  th ư ím g  d ì m g  đ ể  

Iiiiliióii cứu chi  thị đ ộ  bán của  Iiirớc b(íi co l i lồn i i

Thàiilì phún (iỉ ì):

Bacto -  pcptòn; 17,0 niiiốc chì thị màu đò trung tính; l),()3

Proleỏ/Ư peplỏn; 3,0 lli i iỏc Iiliuộin tím kết tinh: ().()() 1

Ỉ.actô/I)'; 10,0 lliach: 13.5

NaC!; 5,0 Nước cát: 1,0

Hỗn licíỊ') axit mật: 1,5 pH = 7,1 ± 0 , 0 2 Ờ 2 5 " C

1.7.2. M o i trường s s  thạch (Salmoneỉla  -  Shigella agar
Mòi trưcVim nàv lúc đâii dùng  dê pliàii lập nhữiií: loại vi kliiiàn đường ruột 

Ịvhõni! len men l;ictòzơ. Ngày nay dược duiie dc phán lạp và nhận dạng Siihnonella.
Tli,'n ili phún

Pu)Icò/ơ peplòii; 5,0

l,;iciỏ/(i: 10.0

Axit inậl sỏ 3: ,s.5

C'ao Ihịl: 5.0

Xitrat natii; <s,5

Tiôsiiiiphat Natri; 8.5g

Xilrat sát: 1,0

niạch: 13,5

Thuốc nhiiộii) xanh sáiie (Brillianl (iiccii): ().33nìii

Đo tiuiig tính {Neiitral Red): 2.'S,()ni<z

pU -  7.0
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1.7 J ,  M òi trư ìm g M anito ỉ  -  N aC Ỉ  -  Thạch (M SA  -  X ían iĩo ỉ Salt A garì:

Đày là inõi Irưừnu chọn lọc tlànlì cho Sỉí ỉpl iylococí  iis uàv hệMili. có  kli;! n m n  

clìỊii NiiCI ơ nổnii dộ  cao  {1,5^ r NaCI). (Yic loại \'i khuàn kliác có  thò Miìli li ii-iHu 

đirơc nliinm rất yêu. Mỏi Irườim có  chứa Iiianitol là loại dườnu có  thò dưov \ 1  

kliiián lèn men và cỏ  chứa cliál chì lliị pH (Phciiol màu đo). Nêu san pliáni Icii n c n  

dườnu I;'| axit sẽ lànì cho rnỏi Irườim hỏa màu vànu- Haii licl SỉíỉỊ>li\l(h ()( ÍHS 11\\ 

bệnh có  khá năng len nieii niaiiitol. Nmrợc lại, háu hẽt các loài Síii>h\lí)( <h ns  

kỉiỏim uày bệiili k h ỏ n g  c ó  klia lìãiiu Icn m e n  loại đưíTỊig này.  Dày h'i I1U)Ì Irirờni: 

clùiiu đc phàii biệt các loài cùa clii Sỉ(ỉpli \ l loi  (H ( ỈÌS.

\ í  iìụ :

+ .V. UỈỈ ỈCỈ ÌS  sinh trirơim mạnh Irên MSA và lén meiì lactỏ/ơ.

+ ,S'. a^aluí ĩia c  khòim sinh trương trên MSA do  kỉiỏim chịu inuỏi.

+ .V. epiílcì f)ìidis sinh trương Ircn MSA nhưnu khòim lên mcn lacỉỏ/(if, 

Thành plicỉ/ì tììỏị ĩníùn'-!̂  MSA ị^H):

('ao thịt; 1,0 Pcplỏii từ thịt; 5.0

Ca/cin pcptỏn; 5.0 NaCl: 75.0

D -  Mannitol: 10.0 Phciiol Iiiàii do: 0.025

At;ar: 15.0 pH = 7.4 ± 0.2 ơ 25"C'

1.7.4. M ói trưòltg phá n  lạp ri k h u ẩ n  ỈMCtỉc

Mõi trườìiỊị MKS  (Man, Rogosa and Sharpc)

riiàiili plnvì ( i^/lì:

C;k) thịt; s,() (N H ,) ,C ;H ,0  : 2.0

Cao nâni Iiicn: 3.0 MgSO, TH.O^- 0.2

Pcptỏii ùr casciii; 10.0 M n S O . ^ i r O - 0.03

Gliicỏ/.(y: 20,0 CH^XOONa.^H.O: 3.0

niạch: 20.0 '1'vvccii NO; I.Oml

Nước cât; lOOOml K,HP(),; 2.0

pH = 6.2 -  6.5

/ .7.5.  M ói trườìiỊ’ p h á n  lập Pseudom onas

17.5.1. M ô i trườno Kiir^ B . Hòa lan các thành phân vào nước, trừ MịíSO

thạch vào ciiin cho tan, dicii chinh pH dcìi 7. 2 ± 0,2, sau đó clu) Mu so" và
tìr từ clio taii hẽt, thanh Irùiiti Iroim 15 pliiít ơ I 2 1 C .
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1,  ̂
15 

I lít

i)S)25

2(),()nil

i h í i i ì l ì  f ĩ ị ỉ à f ì  f)ì(')ị ỉ n í Ờ H i i  l ì .

Pro!cí)/(t pcptoii N(v3; 20 MizS();:

Cllixci in. (^l^: lOiiil 1’hacli:

K >111^0,: \.  ̂ \ u o c c a l ;

/  M ó i ỉ n iờ ỉ ! '^  K iU '^  B  í ( ỉ i I t i- ìỉ

' )av  là m o i  Irưìvníi clàiìli c l ìo  Ịili.m lap r\('ií(h>ifion<ỉs. d ạ c  hiột \ì\ đ ẽ  pl ìân hiệt  

! \  iH' ĩi'^i}ìtiSiỉ \tvi c á c  lOiii P.\ciiJ<>ni<>n<Ịs khác  \ 1  CI) ch i ĩa  châ l  k ích  l l i í ch lao  săc  tò  
p l ì \ c K ' \ ; Ịn in  ( s a c  lo  nvM\ xa i ìh  liic). ( l l i x c n n  \ìra l;i Iii:iu>ii c á c b o i i ,  vừa là c hà i  kícl i  
l liicl lai) sac  l ( \  M a e i c  là c o ỉa c l i )  CU.I rat Iilìicii |ìli>in ứiìu c n / i n i .  c ì i n c  với  sulplial  
kali :ũim kícỉ i  í l ì ích  sư  l a o  sac  lo  p h \ c t ì e \a i i i n .  l i i :asai i là loại khái iíĩ  sinl i  ức c h c  

car  K (ì* \ à các  V'K Cì khac tnrcac  loai FM‘Hil(>ff!í>/i(is.

' l u u i l l  Ị ì l ì â ỉ l  l ì ỉ o i  ĩ ỉ  ÌCỜỈÌ'^ I 11

Pcptõii: 20.0 Iruasaii (íriclosan):

1'hacli; Lv í i  ( il ixcMiì:

K SO,: KU) pll: .̂(1 ' (K2 ( 2 5 ’C)

.6 H ,0 :  1.4

l . 7 j ,  M oi íruớĩiíi p h à n  lạp Vibrio
'ác \oí[\ \ 'ỉ l ìn o  là các \ i  kluiaii i:ã\ hẹnlì đirờnu niỏt.  ví du: Va Iìo Icìíìc  và 

r .  Ị}/ỉ (ỉlì(H‘ỉn(>lỉỉiiHS íluỉrr  là nliửiìi: loài eâ> hcnli loan càu. Mỏi Irườnc c h ọ n  loc  

p\\6 ■»ièiì do pliâii làp các lt>ài l ih iio  là T( 'BSA ( l l i iosulíatc Cilratc Bile Sucrosc 
Aiza). Tiont: mõi Irirònu nà\ C(ì cliira liàm lưtvim c;u) các Iiiuối thiỏsulphát và 
xiíra tạo ra đ ỏ  pH kiõni niiinh- ức ciìc IIÌOI loai \I klniãn chùyiig rưộl khác íhuộc  
ỉu i ícohaclcr iaccac.  A \ i l  Iiiàt (Oxuall biic') \ à  Lolat (cholatc) ức chè sự phát tricn 
c u a  ■'.nĩci (H ÌHÍHS.  C a c  loà i  n>liít)iiì ì  Iiàt) c o  klì.i Iiaui: s i i ih Irưctiiu đ ư ợ c  trciì m o i  
Iiuòiì: ỉi;V> tlcLi klìỏiiii c ó  kỉì.i Iianu sư duiii: sac. i io/ . i  là Iiuuổn c .  C h i  c ó  lìiộí sỏ 
loài ^^KỈÍCIỈS cỏ kha lìiiim sơ íỉunu N;ỉt aio/ii tlìi Ci) \\w sinh Irirớnu trên Iiìoi irườiii: 
n a \  à lao  i l iànl i  e;'u' KI C'í> ni.in \ .II1 Ỉ’ LMII ‘j ion ' j  nlnr K l .  c á c  c h ư n e  \ ihrio.  T ổ  lìivp 

xani  tii iìol \ a  xa i ìh  h r o ĩ i ì o ĩ in io l  ílì.i\ (ỈOI Iiiiiii íư \ ; inh ^anu vài ìu khi  v s v  l ic i  ra 
a \ i t  rcii m o i  Irườiiti này .

' hà iili Ịìlu íỉi ( [^ 'lií ị:
Pcpiõii lừ ca/ciiì : ^Ả'K \ a  iliiDsiilphal:

IVịMon lừ tlìịl: x ik N.I \i lial: 10.0;

Cao lìâin Iiicn; 5.0; A\i l  inat (Oxuall  hile); 5.0;

Natri colat: -v(»; Sac ;iio/<r 20 0;

Na(' l : líì.O: x.iiili tiMìol: 0,04:

Xanh h rõn ìo í inu ì l : (í.04; Saỉ ( l ! l ) xiliaí: 1.0:

Tluic h; Ỉ4,0 pị\ s.() ' 0.2 ơ 25 i \
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7.7.7. M òi trưòiiíỊ RCA (Rein/orced Cìostrídial Aĩ;ar) phán lập Clostriíliiiin

Mõi lrưòfiiíz RCA chứa Pcptòn và cao  tliịl l;'i I1 ÌZUỔI1  c ,  N. vitaniiii và kli()á;ig: 

c;i() Iiãin nion ciini> c â p  c á c  v i ta n i in  n h ó m  B kícl i  th ích  s ự  s in h  t iuont:  CU.I vị  

khiiaiK Dextrosc (D -  ” !uco/a)  là nguồn c  tlồ hàp thụ; NaCl giữ sư càii háiii: th.ini 

thâu; linli bột ơ lirợníỉ nhò í>iũ chức nãng loại các dộc tò cùa các sàn pliáni phu trao 

dổi chất; xystein hydroclori t  g iữ  chức nãiií: là chủt khử o , ;  N a -axc la l  uiữ chức 

Iiãnỉi diều chinh pH; 1 lirợiiu nhỏ  thạch làm mỏi trưònig bán lỏii” .

Thành phần ((^/11:

C’azcin thiiy phân băim dịch  tụy (pancciitic Diiiesl ot Cascin):

D -  eliico/íí:

P ro h o :ơ

Peptôn No. 3:

Cao tỉiỊt:

Tinh hột t u n :

Cao men:

l. -  Xvsiein Hydioclorit :

NaCl:

Na -  axelat;

Tliạch;

pH = 6,8 ± 0,2 ỏ 2 5 'C 

J.7.8. M ô i trường T  (phân lập E. coli phage)

Thành phần ( iỊ/l):

Dịch dinh dưỡng: 8,0

Pcplòii: 3,0

NaC!: 5,0

Glucôzơ: 1,0

Nước cất: 1 lít

pH = 7,3

5.0

5.0

5.0

10.0 

1.0

3.0 

0.5

3.0

3.0 

I2.S

* Liùi V. Hiện trẽn thị triRíiig dã có các loại mòi Iriànig chiiấii bị san. Iiéu có  

diổii kiện có thê mua các mòi trưòlig có  sẩn và pha chê theo chi dẫn cua nlùi S.ÌI1 

xuất cho ihiiận tiện.
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